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1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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Einleitung und Zielstellung

2. Einleitung und Zielstellung

Unser Immunsystem ist verantwortlich fur die Abwahden Korper eingedrungener Krank-
heitserreger, Mikroorganismen und fremder Substangel steht in engem Zusammenhang
zu einer Reihe von Erkrankungen, deren Therapigdederum eine Immunsuppression bein-
haltet. Dieser Vorgang der Unterdrickung immundaoger Prozesse ist beispielsweise
erforderlich um die akute Transplantatabstol3undy méger Organtransplantation (z. B. nach
Hornhauttransplantationen) zu verhindern oder eif@rtzindungsreaktion der Haut
entgegenzuwirken, z.B. bei der atopischen DermsafjiD). Die Standardtherapie bei
entzuindlichen Hauterkrankungen erfolgt mit Iokaleder in schweren Fallen mit
systemischen Glucocorticoiden (GC). In dieser Arbeerden Prednicarbat (PC)-haltige,
positiv und negativ geladene Nanoemulsionen hegtiestie physikalische und chemische
Stabilitat, die Freisetzung und die Penetrationersucht. PC ist ein schlecht I6sliches,
ausschlief3lich dermal angewendetes Glucocorticotdeimem besonders gunstigen Nutzen-
Risiko-Verhaltnis (soft-steroid) und bereits ale@e, Salbe und Fettsalbe im Handel. Ein
Kennzeichen der atopischen Dermatitis, die trockelaait, basiert vermutlich auf einem
Ceramid-Mangel (Arikawa et al. 2002). Ein entsckeier Vorteil der hier verwendeten
Nanoemulsionen liegt in der Einarbeitung von Phgtasgosin (PS). Es ist zum einen fur die
positive Ladung verantwortlich, zum anderen eingitiah vorkommende Substanz, die bei
der Ceramid-Synthese in der Haut eine entscheid®udle spielt. Es zeigte sich, dass bei
geschadigter Haut, wie z.B. bei der AD, ceramidpgalFormulierungen die Heilung positiv
beeinflussen (Mao Qiang et al. 1993 und 1996, Cimaatlal. 2001, De Paepe et al. 2002).
Formulierungen mit einer positiven Ladung fuhrtanUntersuchungen zu einer gesteigerten
Arzneistoffpenetration und —permeation, weil sigeehdhere Anziehungskraft zu den negativ
geladenen Korneozyten des SC haben (Piemi et 88, ®ong und Kim 2006). In der Regel
wird dabei Stearylamin zur Erzeugung der posititadung eingesetzt. Untersuchungen an
drei Zelllinien zeigten eine Cytotoxizitat dieseuliStanz (Weyenberg et al. 2007). Deshalb
wurde in dieser Arbeit PS verwendet, um die positiadung zu erzielen. Andere Substanzen
zur positiven Aufladung von Emulsionen sind z.B. DXP und DOPE (Kim et al. 2001 a und
b), Oleylamin (Rabinovich-Guillat et al. 2004), dB&slymer Chitosan (Calvo et al. 1997,
Jumaa und Mdller 1999) oder das Tensid Cetyltrilathmoniumbromid (Samama et al.
1987).
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Einleitung und Zielstellung

Wegen unerwiinschter Arzneimittelwirkungen von GQA Hermaler oder systemischer
Anwendung wurde in den letzten Jahren verstarktimniunsuppressiva mit einem anderen
Wirkmechanismus als GC hingearbeitet. So gibt egitsezwei zugelassene Calcineurin-
Inhibitoren (CNI) als halbfeste Zubereitungen zunw®ndung auf der Haut: Tacrolimus
(Protopi€ 0,03 % und 0,1 %) und Pimecrolimus (Elfiel% der Firma Novartis und
Douglarf 1% von 3M Medica). Calcineurin-Inhibitoren fiihremach dermaler Applikation,
im Gegensatz zu einigen GC, nicht zu einer Haypaie

Eine weitere wichtige Anwendung von Immunsuppressierfolgt nach Organtrans-
plantationen. Die Standardtherapie nach einer Gefmansplantation erfolgt beispielsweise
mit GC, entweder lokal in Form von Augentropferglbgn oder -gelen oder als systemische
Therapie. Die Applikation dieser GC ist mit eineeilRe von unerwinschten Arznei-
mittelwirkungen verbunden, weshalb verstéarkt natterAativen gesucht wird. Diese kénnten
z.B. die mTOR-Inhibitoren Sirolimus (Rapam{heind Everolimus (Certic&) sein, beide
bisher ausschliel3lich peroral zur Prophylaxe naonkreHerz- oder Nierentransplantationen
verwendet. Bislang gibt es kein zugelassenes Rertigimittel zur topischen Applikation
von mTOR-Inhibitoren. Langfristig wéare eine akzdpéa Formulierung zur topischen
Therapie nach einer Cornea-Transplantation und\mwendung an der Haut wiinschenswert.
Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen Nanoemulsiorzem dermalen Applikation von Predni-
carbat, Sirolimus und Everolimus und eine Everofirhaltige Mikroemulsion zur ophthal-
mologischen Applikation. Dabei soll einerseits dlenetration von geladenen, per Hoch-
druckhomogenisation hergestellten Nanoemulsioneexamdierter Humanhaut vergleichend
untersucht, und andererseits die Permeation einerokimus-haltigen Mikroemulsion an
frisch isolierter Schweinecornea getestet werdem den positiv geladenen Nanoemulsionen
wird eine verbesserte Penetration gegentber dextinggladenen Nanoemulsionen erwartet.
Bei den positiv geladenen Nanoemulsionen mit mT@MRbitoren stellte es sich jedoch
heraus, dass sowohl Everolimus als auch Sirolinmesnesch instabil waren. Deshalb wurde
vorerst auf die Untersuchung der Freisetzung umdP@eetration an exzidierter Humanhaut
verzichtet.

Permeationsuntersuchungen mit einer Sirolimusdeiti Mikroemulsion an der Cornea
fuhrten zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis.iN2d0 min wurde mit gemessenen
4,3 ng/ml ein erwinschter therapeutischer Konz&atrsbereich von 12-20 ng/ml nicht
einmal annahernd erreicht. Erst nach EntfernenHiahautepithels, der Hauptbarriere der
Cornea, wurde eine héhere, aber immer noch nienageutisch wirksame Konzentration von

6,7-9,8 ng/ml gemessen (Buech et al. 2007). Deshitb in dieser Arbeit die Permeation
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Einleitung und Zielstellung

einer Mikroemulsion mit Everolimus an der Schweoreea gepruft. Bei der Therapie nach
einer Nieren- oder Herztransplantation wird derirmpte Konzentrationsbereich von
Everolimus um eine Rejektion zu vermeiden mit 338wl angegeben (Fachinfo Novartis).
Die Problematik der in dieser Arbeit untersuchtewl auch sehr vieler neu entdeckten bzw.
synthetisierten Arzneistoffe liegt in den unglnstigEigenschaften, wie z.B. schlechte
Wasserloslichkeit, hohe Verteilungskoeffizienterp(#500) und z.T. bei der relativ hohen
Molekitlmasse (M>500). Die drei Arzneistoffe Prednicarbat, Sirolsnund Everolimus sind
allesamt praktisch unléslich in Wasser. Diese getean problematischen Eigenschaften
konnen eine angestrebte hohe lokale Bioverfugbarkeitieren. Um das Problem der
schlechten Ldoslichkeit zu dberwinden wurden diesenAistoffe in O/W-Nanoemulsionen
eingearbeitet.

Als dermale Arzneistofftragersysteme gewinnen nandqlare Arzneiformen seit den
1990 ern immer mehr an Bedeutung. Die Vorteile Mamoemulsionen sind z.B. eine erhdhte
Sattigungsloslichkeit und dadurch eine erhdhte h{gsgeschwindigkeit, hdhere
Arzneistoffstabilitat, eine geringe Biotoxizitdt e Tragersystems, die Vermeidung
organischer Losemittel oder die Herstellung im Gnaf3stab.

Bereits zugelassene Fertigarzneimittel als Nanosiongn sind z.B. DiazepdmLipuro,
Disoprivarf’, Etomidaf Lipuro, Intralipid®, Lipofundin®, Propofol 1%/2% Fresenius,
Stesolid.

In dieser Arbeit sollen folgende Ziele fur die Nanmlsionen bestimmt bzw. erreicht
werden:

e optimale Homogenisations-Prozessparameter, wie zd& Homogenisations-
temperatur, der Homogenisationsdruck und die Anznl Homogenisationszyklen
mit dem Micron LAB40 bzw. die Homogenisationsdaomgr dem Emulsiflex C5

e optimale Rezepturzusammensetzung

» Herstellung stabiler, positiv und negativ geladedanoemulsionen

* Emulsionstrépfchen mit einer mittleren Grof3e vo208 nm

» Polydispersitatsindex < 0,2

* Kkeine Partikel > 500 nm

e ausreichende physikochemische Lagerstabilitat ildedestens 6 Monate

* Nachweis verbesserter Penetration positiv geladdaapemulsion gegenuber negativ

geladener Nanoemulsion

12



Allgemeiner Teil- Aufbau und Funktion der Haut

3 ALLGEMEINER TEIL
3.1 Die Haut

3.1.1 Aufbau und Funktion

Mit einer Oberflache von etwa 1,5-Z mtellt bei einem normalgewichtigen Erwachsenen die
Haut das grofRte menschliche Organ dar. Zu ihreng#hgn zahlen die Steuerung der
Wasserabgabe, die Warmeregulierung, der Schutz ngegechanische und chemische
Einwirkungen, Strahlenschutz und der Tastsinn. M#tessmethoden konnte ein
durchschnittlicher pH-Wert von 5,5 festgestellt dear. Die aul3ere Haut ist in drei Schichten
gegliedert (Abb. 1):

* Epidermis (Oberhaut)
* Dermis (Lederhaut oder Corium)
e Subcutis (Unterhaut)

Die Epidermis und die Dermis bilden zusammen digisCiHautanhangsgebilde, sog.

Adnexen, wie z.B. Talg- und Schweil3drisen, HaateNggel sind in die Haut eingelagert.

Ausfiihrungsgang
einer Schweildriise

Stratum corneum
{— Stratum granulosum

.- = Stratum spinosum Epidermis
(Oberhaut)
“:§%— Stratum basale
4= 1 Stratum papillare )
o3 Dermis
i N2 (Lederhaut)
Yo\ ——1— Stratum reticulare
A
Subcutis
(Unterhaut)
Langerhans-Zelle
T-Lymphozyt
Blutgefaf3 Talgdriise SchweiBdriisen Melanozyt

Abb. 1: Querschnitt durch die menschliche Haut
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Allgemeiner Teil- Aufbau und Funktion der Haut

Epidermis (Oberhaut)

Bei der Epidermis, die zu 90 % aus Keratinozyterstdig, handelt es sich um ein
mehrschichtiges verhornendes Plattenepithel. Dakéder Haut kann je nach Korperregion,
Alter und Geschlecht zwischen 0,03 (Kopf) und 4 n(an den Ful3sohlen und
Handinnenflachen) variieren. lhre Aufgabe liegt der lebenslangen, kontinuierlichen
Erneuerung der &ulRersten Hautschicht, der Horrschic

Gegliedert ist die Epidermis von auf3en nach innen i

e Stratum corneum (Hornschicht)

e Stratum lucidum (Glanzschicht), nur an den Hand} Eaf3innenseiten
e Stratum granulosum (Kdrnerzellenschicht)

e Stratum spinosum (Stachelzellschicht)

» Stratum basale (Basalschicht)

Mit der Basalmembran durch Hemidesmosomen verbyruksieht daStratum basaleaus
zylindrischen Zellen. Die Zellteilungen finden vaegend in dieser tiefsten Schicht der
Epidermis statt. Dabei verbleibt meist eine Toctd#te im Verband des Stratum basale und
die andere Tochterzelle wird als Stachelzelle as @& Zellschichten breit&tratum
spinosum abgegeben. Neben einer ausgepragten Volumenvergri@® der Keratinozyten
erfolgt in dieser Schicht auch eine zunehmendeaghiling der Zellen.

Keratohyalingranula kennzeichnen das dartber l@geraus 2-3 Zelllagen bestehende
Stratum granulosum. Diese Granula stellen die Vorstufen des Keratias Hornschicht-
Korneozyten dar. Dynamisch veranderbare Desmosowerhinden alle Keratinozyten

miteinander.

Stratum corneum

Bis auf dasStratum corneum sind die restlichen Schichten der Epidermis leenDas
Stratum corneum ist eine hoch komplex organisierte und &aufRerstassyngsfahige,
biologisch tote, jedoch dynamische 10 bis 15 pmmeéiautschicht und besteht aus geschickt
angeordneten, verhornten Keratinozyten, sog. Kaytea. Beim Ubergang vom Stratum
granulosum zun$tratum corneum, also bei der Keratinisierung der Keratinozytendén

Umbauprozesse vom vitalen, kernhaltigen Keratinrezyrum kernlosen, auf3erst rigiden
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Allgemeiner Teil- Aufbau und Funktion der Haut

Korneozyten statt. Die Korneozyten sind ca. 0,53piem dick, haben einen Durchmesser von
30 bis 40 um und z&hlen damit zu den gro3ten Kégllen. DasStratum corneum erneuert
sich etwa im Zeitraum von 8 Tagen und besteht aQsbis 20 Zellschichten voll
keratinisierter Korneozyten, die Uberwiegend ausaefilamenten aufgebaut sind, umgeben
von einer dicht vernetzten, &aufRerst stabilen Hutdey ,cornified envelope®. Unter
Normalbedingungen dauert die Reifung und Differenmg der Keratinozyten, d.h. das
Durchwandern aller epidermalen Zelllagen bis zustABung in der Hornschicht etwa 28 bis
30 Tage.

Normalerweise werden die Keratinozyten der Epiderm Stratum basale neu gebildet und
schilfern als Korneozyten an der HautoberflacheDsdy. Keratinozyt durchlauft wéahrend des
Neubildungsvorgangs die verschiedenen Phasen diézyklies. Dabei ist die GPhase
zeitlich sehr variabel, die &hase und die Mitose mit zwei Stunden bzw. einan& und
die S-Phase mit 8 bis 12 Stunden sind relativ koristMit 100 bis 300 Stunden ist die
Gesamtdauer des epidermalen Zellzyklus sehr utiedich. Der Zellzyklus kann innerhalb
der G- bzw. G-Phase (@ bzw. GQ, Qiescence = Ruhe) unterbrochen und nach
entsprechender Aktivierung wieder aufgenommen werdeif diesem Weg Uberpriuft das
Keratinozytensystem geschadigte Zellen, leitet gegenfalls eine Apoptose ein oder stellt
genlugend Zeit fir eine Reparatur zur Verfigung. cBudie Unterbrechung entsteht
andererseits auch ein Zellpool, der bei Bedarf.(b& Verletzungen) sehr schnell fur die
Zellteilung zur Verfugung stehen kann. Der Keratiytomuss sich nach erfolgter Teilung
entscheiden (D = Dichophase), ob er wieder in delzyklus eintritt oder die einzelnen
Differenzierungsphasen bis zum Korneozyten durcéhl®&ie Zelle befindet sich jetzt in der
Go-Phase, welche jederzeit aufgehoben werden kana. Zgillen kdnnen dann in das
proliferative Geschehen einbezogen oder der Diffaezung zugefihrt werden. Die Zellen
im unteren Stratum spinosum koénnen auch an deiproéferation teilnehmen, weil die
Keratinozyten wahrend der Differenzierung die F&bigzur DNA-Synthese Uber langere
Zeit behalten. Diese Fahigkeit geht erst nach &sthrittenem Differenzierungsvorgang im
oberen Teil des Stratum spinosum bzw. im Stratulangosum endgultig verloren.

Beim Ubergang vom Stratum granulosum zum Stratumezon vollzieht sich der Abschluss
der epidermalen Differenzierungsvorgange abrupe Binthese von Zytokeratinen im
Stratum basale stellt die Vorbereitung dieser Eifeldinzierung dar. Zusammen mit den im
oberen Stratum spinosum synthetisierten Profilaghiliden die Keratinfilamente Aggregate,
die im Stratum granulosum als Keratinohyalingransiehtbar werden. Das Profilaggrin

zerfallt und es entsteht das hochreaktive Filaggtas die Vernetzung der Keratinfilamente
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Allgemeiner Teil- Aufbau und Funktion der Haut

uber Disulfidbricken mit der Bildung des unl6sliohKeratins abschlief3t. Die ,cornified
envelope®, eine &aullerst stabile Membran von holmmescher Resistenz, umgibt den
keratinisierten Korneozyten. Ausgangspunkt fur &ietstehung dieser Membran ist die
Synthese mehrere Proteine im oberen Stratum spmoswbei dem Involucrin die grof3te
Bedeutung zukommt (Simon und Green 1984). Im Swagranulosum lagern sich die
Proteine an die innere Zellmembran der Keratinozyted werden bei der Enddifferenzierung
zum Korneozyten durch die Wirksamkeit von Transghihasen zu einer Hallmembran quer
vernetzt.

In den sog. Odland-Korpern, Zellorganellen im Stnatspinosum, erfolgt die epidermale
Lipid-Synthese. Die Lipide in den Odland-Kdrperndsiamellar angeordnet und werden in
den Intrazellularraum des Stratum corneum exozyf{Mro-Qiang et al. 1996). Die Lipide
werden enzymatisch zu den aus Ceramiden, Cholésteettsduren und Triglyceriden
zusammengesetzten interzellularen Lipidbilayern esvandelt.

Die Hornschicht ist nach dem allgemein akzeptier@egelstein-Mértel“-Modell, das auf
Elias und Friends (1975) zurtickgeht, aus zwei Katitpanten wie nach folgend beschrieben

aufgebaut:

« Korneozyten (verhornte Keratinozyten)

» Interkorneozytare, lamellare Lipidschichten

Dabei stellen die Korneozyten, gefillt mit dem Zpiibtein Keratin, die ,Ziegelsteine* und
die interzellularen Lipide den ,Mortel* dar. Dieterzellularen Lipide bestehen zu jeweils
einem Drittel aus Ceramiden, freien Fettsduren @hdlesterol bzw. dessen Derivaten. Eine
entscheidende Rolle kommt dabei der Sphingolipiiiivpa der Ceramide zu, die nach ihrer
Lipophilie in neun Untergruppen unterteilt wird. #mders wichtig sind die langkettigen
Ceramid-Fraktionen, bei denen eime-Hydroxyfettsdure mit Linolsdure verestert ist. Die
dadurch entstehende C36-Seitenkette ragt bis iméohste Lipiddoppelschicht hinein und
man spricht dabei von einer ,Nagelfunktion“. DerheoOrdnungsgrad des ,Mdrtels”, der
interzellularen Lipide, ist wichtig fur die Barrefunktion der Hornschicht. Eine 4 bis 5 nm
dicke Bilayer-Struktur wird von den Stratum cornelipiden gebildet, eine zweite von den
langkettigen Ceramiden (Cer), z.B. Cer EOS und EX@P E = Ester der Linolsaure, tUber
eine O = OmegaHydroxyfettsdure verestert mit einem S Sphingosin oder P =
PhytosphingosinGrundkorper). Uber diese Bilayer penetrieren WoKe in das Stratum

corneum.
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Dieses Ziegelstein-Mdortel-Modell erklart allerdingght die extreme Widerstandsfahigkeit
der Hornschicht gegen mechanischen Stress und emn&ewebedruck. Dieses bisher
angenommene Ziegelstein-Mértel-Modell vom Aufbau ¢ornschicht der Haut konnte
durch moderne elektronenmikroskopische Verfahreyéreat werden (Pfeiffer et al. 2000).
Nach den neuen Resultaten sind vier Strukturedi@iiBarrierefunktion und die Stabilitat des

Stratum corneum verantwortlich:

* hakenahnliche Strukturen der Korneozyten
* Korneodesmosomen
» die Bilayer des Stratum corneum und

» die Tight Junctions (Schlussleisten)

haken- oder klammerahnliche Strukturen der Korneejragen zur mechanischen Stabilitat
und damit zur Barrierefunktion bei. Punktférmige lekulare Verbindungsstellen von Zelle
zu Zelle sorgen fur zusatzliche mechanische StabiDiese Zell-Zell-Verbindungen werden
in lebenden Hautschichten gebildet und dienen zuire&hterhaltung und Gestaltung des
Zell-Gewebeverbands. Beim Ubergang vom lebendetuBtr granulosum zum toten Stratum
corneum werden diese Verbindungsstellen nicht adagelsondern mit weiteren Proteinen
erganzt und stabilisiert. Ein dichter Rasen vonn$maembranproteinen (Tab. 1), die die
Korneodesmosomen bilden, greifen im Interzellul@maineinander und ,vernieten* so die
Korneozyten miteinander. Diese ,Nieten* haben eiwesentlichen Beitrag an der Kohé&sion,

tragen aber nicht zur mechanischen Stabilisieraig b

Tabelle 1: Transmembranproteine im Stratum corneum

Strukturen im Stratum corneum Transmembranare Glycagproteine

Desmosomen Desmogleine 1-3

Desmocoline 1-3

Corneodesmosomen Corneodesmosin
Tight Junctions (Schlussleisten) Occludin
Claudine 1-15
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Man findet im Durchschnitt ein Korneodesmosom pran‘y d.h. etwa 400-600
Korneodesmosomen pro Korneozyt und Seite. In mikapschen Aufnahmen kann man
Oberflachen von ganzen Korneozyten mit punktférmigextur erkennen. Dadurch kdnnen
die Korneozyten ein komplexes und dichtes Netzveeidbilden. In einem intercorneozytaren
Netzwerk, zusammengehalten Uber Keratinfasern, esorigaken- und klammerahnliche
Korneozytenstrukturen zusammen mit Korneodesmosofilerie mechanische Stabilitat.
Erst so kommt ein stabiles Strukturgertst fur diméllare Organisation der hoch geordneten
interzellularen Lipidschichten zwischen den abgésioen Hautzellen zustande. Wasser
lagert sich bei UbermaRiger Wasseraufnahme al® lzngsschen die Korneozyten und sprengt
die Ebenen der Korneozyten auseinander, die mihé&mesmosomen belegt sind, bevor die
hakenéhnlichen Verzahnungen reil3en. Bei der Desaiam spielt der Abbau der
Korneodesmosomen eine sehr wichtige Rolle. Ein@izaur in embryonaler Haut bekannte
Barrierestruktur wurde auch in humaner adulter Hamtdeckt und beschrieben. Diese
Barrierestruktur wird am Ubergang von der lebendem toten Hautschicht aus Tight
Junctions (Schlussleisten) gebildet (Schliter e2@04). Ob diese zusatzliche Barriere als
molekularer Filter fur grol3e Molekile und als Sturklement zur Polarisierung der Zelle
dient wird diskutiert. Diese zusatzliche Barrieratsteht durch eine unterschiedliche
Zusammensetzung und Organisation der Membranendd@ersten Stratum granulosum-
Zellen an Stellen, an denen die Schlussleistenirem sind, im Vergleich zum Rest der
Zelle. Die Polarisierung beglnstigt zum einen derpdet der Hautlipide in den
interzellularen Raum nach auf3en hin zum Stratumezon und verhindert zum anderen, dass
die Hautlipide nach innen abgegeben werden. MiteHier Neutronendiffraktion kombiniert
mit innovativen Préparationsmethoden konnte die eldare Struktur der SC-Lipide
intensiver untersucht werden. So konnten erstmalsndlekularen Dimensionen sowohl der
hydrophilen und der lipophilen Strukturen der SCaper als auch die Dicke der
Wasserschicht zwischen den Kopfgruppen der Bildyestimmt werden. Die Dicke der
unpolaren Region betragt 2,8 nm und die der pol&egion 1,92 nm. Die Wasserschicht ist
hingegen nur 0,16 nm dick. Daraus folgt, das sicHriterzellularraum des Stratum corneum
sehr wenig Wasser (weniger als eine Monolage) definind somit auch wenig Raum und
Wasser fir die Diffusion hydrophiler ArzneistofferzVerfiigung steht. Als weitere Zellen
mit spezifischen Funktionen sind z.B. die zwischdie Basalzellen eingelagerten
Melanozyten, Lymphozyten und die intraepidermaleanderhans-Zellen hervorzuheben
(Abb. 1). Mehrere horizontal angeordnete Schichtié® zapfenartig in die darunter liegende
Dermis hineinragen, bilden den lebenden AnteilEEl@dermis.

18



Allgemeiner Teil- Aufbau und Funktion der Haut

Dermis (Corium, Lederhaut)

Die Basalmembranzone trennt die Epidermis von damnis. Die Dermis (0,04-16 mm dick)
erfullt die Aufgabe der Erndhrung und der Verankegruler Epidermis. Kollagene und
elastische Fasern, die gemeinsam mit verschiedZe#en, wie Fibroblasten, Histiozyten
(Gewebemakrophagen) und Mastzellen einschlie3listraeaskularer Leukozyten und
Lymphozyten in eine gelartige Grundsubstanz eirggetasind, bestimmen den Aufbau der
Dermis. Im Papillarbereich an der Grenze zur Epiderist ein aul3erst reaktives Gefalinetz

lokalisiert, das besonders an entztindlichen Prerassder Haut beteiligt ist.

Subcutis (Unterhaut)

Traubenformig angeordnete Fettzellen, die von Byedesbssepten unterteilt sind, bilden im
Wesentlichen die Subcutis. Haarfollikel und Schwleifsen ragen bis in die Subcutis hinein.
In Abhangigkeit von hormonellen, nervalen und riven Faktoren ist das subkutane
Fettgewebe unterschiedlich dick. Das subkutaneg&eibe dient v.a. als Nahrstoff- und

Wasserspeicher sowie zum Warmeschutz.
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3.1.2 Dermale Arzneistoffaufnahme

Bei einer dermalen Applikation kdnnen drei untersdhiche Ziele angestrebt werden:

* Epidermale Formulierungen, bei denen der Wirkstafif der Hautoberflache
verweilen und seine Wirkung auch dort entfalterl, sIB. bei einer Desinfekion, bei
(dekorativen) Kosmetika oder bei Mitteln zur Insatdbwehr

« Endodermale oder diadermale Formulierungen, beemlezine topische Applikation
eine dermale Penetration der Wirkstoffe in tiefdegionen der Haut wie die
lebendige Epidermis oder die Dermis zulasst. Eitsofption in den systemischen
Kreislauf ist nicht das Ziel.

» Das Ziel einer topischen Therapie kann bei eirerstiermalen Applikation auch eine

systemische Wirkung sein

Penetration - Wege durch das Stratum corneum

Entgegen der friheren Position, dass Arzneistofe 8C interzellular oder transzellular
uberwinden, kommt nach neuen Erkenntnissen eirtedrRenetrationsweg zusatzlich in
Betracht: der korneodesmosomale Weg. Abb. 2 zesgt Aufbau der Epidermis inkl. die
Desmosomen.

Stratum
corneum

-Stratum
__Iucidum

Stratum
granulosum

Stratum
spinosum

Stratum
basale

Basalmembran

& | :’: desmosomale Verbindung Xy Keratinflament @ Zellkern

3¢ Hemidesmosom & Keratohyalingranula ‘%}”3 Stachelzelle
Abb. 2: Epidermale Differenzierung
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Abb. 3: Schematischer Aufbau eines Desmosoms

Sehr unwahrscheinlich ist bei der Penetration damnkthicht der transzellulare Weg, da die
Substanzen abwechselnd durch lipophile und hydiepBchichten diffundieren mussten.
Denkbar ist auch eine Penetration Uber korneodesmals Strukturen (Abb. 2 und 3), die
einzelne Korneozyten molekular miteinander verbmdeedenkt man die hohe Zahl an
Korneodesmosomen pro Korneozyt (hydrophile RouEs.ist aber auch mdoglich, dass
lipophile Wirkstoffe die Hautbarriere durch lateraDiffusion entlang der lipophilen
Kohlenwasserstoffketten der SC-Lipide Gberwindenngn (interzellulare, unpolare/lipophile
Route). Nur Wirkstoffe mit einer ausreichenden lghitie, z.B. GC, kdnnen fir die dermale
Therapie eingesetzt werden. Bei dermaler Applikatiouss bertcksichtigt werden, dass
extrem lipophile Stoffe, wie z.B. Betamethasonwvatlein den lipophilen Bilayern des SC
kumulieren und ein Depot bilden. Nach intensivetddgsuchung der molekularen Struktur der
SC-Lipide konnte die polare/ hydrophile Route nashigsen werden. Wahrscheinlich sind
nur kleine hydrophile Molekile in der Lage Ubers#ieRoute zu diffundieren, wie z.B.
Harnstoff oder Propylenglykol. Die zuvor angenomsrenWege transglandular und
transfollikular scheinen aufgrund des geringen @&arenanteils von 0,1 bis 1 %
untergeordnet zu sein. Es wird allerdings in eiRablikation darauf hingewiesen, dass der
transglandulare Penetrationsweg Uber die Hautasigebgde (Haarschafte und
Drusenausfuhrgange) eine weitaus wichtigere Bedguamkommt als bisher angenommen
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(Schéafer und Lademann 2001). Die Penetrations@téirkstoffen tber die Adnexe kann je
nach Koérperregion bis auf das 10fache gesteigertieme Der Diffusionskoeffizient kann
dabei gegenuber dem interzellularen Weg erhdht 8senDiffusion von lonen verlauft nach
einem anderen Mechanismus als die Penetration abeutMolekile, namlich Uber sog.
wassergefillte Weichen. Diese Diffusionsart wirdctaufir Aminosauren und Peptide
diskutiert. Auch fur lipophilere Verbindungen, weB. GC, scheint die Beteiligung des
Porenwegs an der Penetration eine Rolle zu spi@®en.transepidermale Transport kann
angesichts der Zweikompartiment-Struktur der Hdmiwt interzellular und transzellular
erfolgen. Die Annahme, dass unpolare Substanzensclaliefilich lateral durch
interkorneozytare Lipide und polare Substanzentzlisi durch Korneozyten diffundieren,
erwies sich als nicht ganz richtig. Auch bei pahagtoffen dominiert der interzellulare Weg,
wobei die hydratisierten Kopfgruppen der Bilayddp als bevorzugtes Passagemedium
fungieren sollen. Der geringe Wassergehalt nictkduzkerter Korneozyten (5 bis 15 %) und
die Tatsache, dass von den hydrophilen Substanién gepacktes Keratin und &uf3erst
stabile Zellmembranen alternierend Uberwunden werdgissen, sprechen gegen den
transzellularen Weg. Physikochemische und physisthg Faktoren der Haut bestimmen die
Diffusion des Wirkstoffs. Die Beeinflussung der Hgthtion durch topische Applikation
einer Formulierung ist von groR3er Bedeutung. OkkkiB8edingungen (z. B. Transdermale
Therapeutische Systeme, Vaseline) behindern den LTEWas zu Hydratation und
Mazeration der Hornschicht fuhrt. Der Diffusionsetidgtand der hydratisierten Strukturen
gegen eindringende Substanzen ist reduziert. AucinksWgff-Haut-Wechselwirkungen
konnen auf die Penetration in tiefere Hautschiclgi@en nicht zu unterschatzenden Einfluss
haben. Chemische Bindungen (z.B. van der Waalst&rifd Wasserstoffbrickenbindungen)
sowie Biotransformationsreaktionen (z.B. OxidatiBeduktion) kénnen sich als Konkurrenz
zum Substanztransport in die Epidermis und Dernm@eisen und so den Anteil

bioverfugbaren Wirkstoffs verringern.

Enhancer

Da nur Wirkstoffe mit ausreichender Lipophilie insdSC penetrieren, wird nach Auswegen
gesucht, die Arzneistoffaufnahme zu verbessern ager erst zu ermdglichen. Dazu
verwendet man Penetrationsenhancer (Trommer undeéie@006, vgl. Tab. 2), die die
Wirkstoffpenetration verbessern, und geeignete ké&dbysteme. Neben diesen beiden

Mdglichkeiten wird noch an der lontophorese bzwdeagn elektrochemischen Methoden (in
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Form von Radiowellen und Mikronadeln) geforschtkihadeln und Radiowellen erzeugen
.Locher® im um-Bereich, die erst nach 20-30 h vddre Wie effektiv die seit Jahren
erfolgreich in der topischen Therapie eingeset&eabstanzen sind, hangt v. a. von ihren
physikochemischen Eigenschaften ab. Diese Eigefisohhestimmen, ob die Wirkstoffe
Uber die polare oder die apolare Route durch dag@angen. Die meisten verwendeten
Enhancer beeinflussen die lipophile Route, indesxdg SC-Lipide verflissigen.

Tabelle 2: Ubersicht zu einigen Penetrationsenhrance

Enhancer Verbesserung uber die Verbesserung uber die
polare (hydrophile) Route | apolare (lipophile) Route

Eutanol G X X

Azon X X

Dimethysulfoxid X X

Olsaure X

Mittelkettige Triglyceride X

Harnstoff X

Propylenglykol X

Es ist auffallig, dass Eutanol G, Azon und Dimesiifioxid aufgrund ihrer chemischen

Struktur sowohl die Penetration Uber die lipophdeplare als auch die Diffusion Uber die
hydrophile, polare Route beeinflussen. Bisher wukden in kommerziellen Zubereitungen

nicht verwendet, Dimethylsulfoxid fuhrt in hdheréonzentrationen wegen seiner guten
Lésungseigenschaften durch Mazeration der Stratamecm-Lipide zur Aufhebung der

Barrierefunktion. In dieser Arbeit wurde Eutanol &rwendet, ein verzweigtkettiger

Fettalkohol, der auch in zahlreichen kommerziedemereitungen zum Einsatz kommt (z.B.
Prednitof Salbe, Creme oder Fettsalbe mit dem ArzneistatiRicarbat) und beide Routen
beeinflussen kann.

Da bisher nur sehr wenige kleine Molekile bekannd,sdie durch die polaren Stratum

corneum-Strukturen diffundieren koénnen, bestehte egroe Herausforderung in der
Entwicklung von Enhancern fur diesen Weg. Durchclsel Penetrationsenhancer kénnten
auch Problemarzneistoffe, z.B. pharmakologischvaeki®eptide, die bislang nur parenteral
appliziert werden, oder Nukleinsauren zur Genthieragls dermale oder transdermale

therapeutische Systeme eingesetzt werden.
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Modulation

Eine Modulation kann in Form einer Erh6hung der éetion oder Permeation eines
Arzneistoffes erfolgen oder in einer Anreicherung definierten Hautschichten. Eine
Penetrationssteigerung und/oder Penetrationsbesthleng kann auch erreicht werden durch
physikalische Methoden, z.B. Schaffung von Okklaskeedingungen, Anwendung von
lontophorese oder Ultraschall. Sogenannte EnhariPenetrationsverbesserer), die die
Barrierefunktion herabsetzen, verdndern Vehikelktaristika und interagieren mit
Strukturen des Stratum corneum. Das Resultat is¢ érhéhung der Hautpenetration.
Wechselwirkung der Enhancer mit den LipidstrukturerB. Interkalation zwischen die
Alkylketten der Bilayerschichten, fihren zur Stéguhrer molekularen Organisation und zur
Abnahme der Rigiditdt. Weitere Ursachen dieser Witk sind z.B. Hydratation, Lipid-
extraktion und veranderte VerteilungsbedingungeeniVeine Verbindung das SC passiert,
ist auch eine Permeation mit Absorption in den IBkislauf und damit eine
Ganzkorperbelastung nicht auszuschliel3en. Das $iffismedium SC entspricht dem eines
Festkorpers, wahrend die tieferen dermalen Bereictheinem Hydrogel vergleichbar sind.
Wegen der Lipidexozytose in den Interzellularraumviszhen den Korneozyten sind
Diffusionsvorgange in den oberen Bereichen desBirgranulosum starker retardiert als in
darunter liegenden Schichten. Substanzen, dieeende Epidermisschicht erreichen, haben
hier eine deutlich hohere Diffusionsgeschwindigkadg im SC in Richtung des dermalen

Gewebes transportiert werden.

Arzneistoff-Eigenschaften

Neben den bereits behandelten Haut- und Formulisriiaktoren sind flr eine ausreichende
Penetration auch die Arzneistoff-Eigenschaftendmtislend. Die Stoffeigenschaften, die fur
eine nicht ausreichende Bioverfugbarkeit verantiabrtsind, haben Lipinski et al. 1997
zusammengefasst als die ,5er Regel“. Diese bedags, bei

* einer Molmasse > 500 Da;

e einem log P > 5 (Octanol/Puffer-Verteilungskoetizi der ungeladenen Form);

» einer Zahl der H-Donatoren > 5 und

e einer Zahl der H-Akzeptoren > 2 x 5
eine schlechte Bioverfiigbarkeit vorliegt. Ausnahmen dieser Regel betreffen Antibiotika,

Antimykotika, Vitamine und Herzwirksame Glykoside.
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Um auf einen klinischen Nachweis der Bio&quivalemzzichten zu kdnnen, wurde das
biopharmazeutische Klassifizierungssystem (BCSigedkilt in vier Klassen, entwickelt, die
die Loslichkeit, die Permeabilitait sowie die Fréiseg eines Arzneistoffs naher
charakterisiert (Lindenberg et al. 2004, Rinakakt2003, Wu und Benet 2005). Neben der
Loslichkeit und der Permeation ist weiterhin dieemhsche Stabilitat im Gastro-Intestinal-
Trakt, eine moglichst geringe Inaktivierung im Daamd in der Leber weitere wichtige, die
Bioverfugbarkeit beeinflussende Faktoren. Es soligch ein Ricktransport aus den
Mucosazellen in das Darmlumen durch Transportpmetevie z.B. das P-Glycoprotein
ausgeschlossen werden.

Die mTOR-Inhibitoren mit einer Molmasse deutlicheii00 Da werden bei intakter Haut als
Problemarzneistoffe beziglich der systemischen @ftigbarkeit und der Penetration,
angesehen. Anfanglich wurden auch die Calcineuniribitoren als nicht penetrationsféahig
angesehen, was durch die Zulassung mehrerer Pi&par&orm halbfester Zubereitungen
widerlegt wurde: Tacrolimus (Protofi®,03 % und 0,1 %) und Pimecrolimus (Eldl%
der Firma Novartis und Dougl&ri% von 3M Medica).

Es ist hochinteressant, dass Sirolimus anfanglials Antimykotikum eingesetzt werden
sollte, also einem Vertreter der Arzneistoff-Grupple als Ausnahme der ,5er Regel®
anzusehen ist, bevor die ausgezeichneten immuresgpen Eigenschaften erkannt wurden.
Everolimus, das sich in der chemischen Struktur sdunch eine zusatzliche Ethyl-Gruppe
unterscheidet kann als eine Weiterentwicklung vaoligus betrachtet werden kann. Die
Penetrationsfahigkeit von Everolimus an der Hautssnunoch untersucht werden.
Untersuchungen bezlglich der topischen Anwendung S8oolimus an der Haut deuten
darauf hin, dass dieser Arzneistoff in der Lagerisdie Haut zu penetrieren (Ormerod et al.
2005).
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3.1.3 Atopische Dermatitis

Das Hauptproblem der atopischen Dermatitis (AD}ddgsn einer gestdrten Barrierefunktion
der Haut, basierend vermutlich auf Mutationen indiecenden Gen fur Filaggrinpeptide.
Filaggrin ist im Stratum basale verantwortlich flie Vernetzung der Keratinfilamente und
damit die Bildung des unldslichen Keratins, sorgbdur eine intakte epidermale Barriere.
Zu dieser Barrierestérung kommt noch die Entzindrgaktion hinzu, die immer, auch
wéahrend der Remissionsphase vorhanden ist, selosh wie Haut oberflachlich unversehrt
aussieht. Diese permanent-subklinische Entzindigfgrd die Grundlage fir den néachsten
Schub. Die atopische Dermatitis (AD, auch Neurodigsratopica, atopisches Ekzem) ist eine
stark juckende, entzundliche Hauterkrankung mibolsch-rezidivierendem Verlauf. Sie ist
beim Saugling durch Milchschorf, bei Kindern undgdundlichen durch makulapapulése
Hauterscheinung, besonders an den Beugen der giGBlmke (Barnetson und Rogers
2002), bei alteren Personen durch juckende Knotapekennzeichnet. AD wird wie die

allergische Rhinokonjunktivitis und das allergiscAsthma bronchiale zum Formenkreis
atopischer Erkrankungen zugeordnet. ,Atopie“ besitltr eine genetisch determinierte
Uberempfindlichkeit von Haut und Schleimhaut gedmriUmweltfaktoren in Verbindung

mit einer erhohten IgE-Bildung und/oder einer vegten unspezifischen Reaktivitat
(Buchner 1991). Vier Hauptmerkmale fur die Diagrstebung der AD nach Hanifin und

Rajka sind:

* Pruritus

» typische ekzematése Morphologie

* Beugenekzeme bei Erwachsenen, Gesicht- und Streaksefall bei Sauglingen und
Kindern

* Chronisch-rezidivierender Verlauf und personlichéero familiare Anamnese fir
atopische Erkrankungen (vgl. Rudikoff und Lebw®48, Tab. 3)

Die genaue Atiologie der AD ist zwar unklar, denmaegird in der Pathogenese von einer
Kombination unbekannter genetischer Faktoren umdnderaktion zwischen der Umwelt und
dem Immunsystem ausgegangen. Dabei spielen die mologischen Veranderungen und die
verstarkte T-Zellaktivierung mit den entsprecheadesnierten inflammatorischen Zytokinen
eine wesentliche Rolle. Die Untersuchung dieseBdga@inesekonzepts umfasst die TH1/TH2-

Balance, die zugunsten der T-Helfer-2-Zellen (TH&)yschoben ist, die gesteigerte IgE-

26



Allgemeiner Teil- Atopische Dermatitis

Synthese, die Prédsenz von IgE-Rezeptoren auf derfl&the der Langerhans-Zellen,
Mechanismen der Staphylokokken-Superantigen-vest@tt T-Zellaktivierung und die
gestorte Barrierefunktion der Hornschicht (Rudikaffd Lebwohl 1998). Die letzten zwei
Punkte sind hochinteressant, weil in dieser ArlgEt verwendet wird. Diese Substanz ist
Bestandteil von Ceramiden und spielt bei deren I®g# eine entscheidende Rolle, die
wiederum bei der Barrierefunktion des SC eine vigghAufgabe erfillt. Weiterhin wurde bei
PS festgestellt, dass es gewisse antimikrobiellgert§chaften gegen bestimmte Erreger
aufweist, z.B. auch gegen Staphylococcus aureus).(dJntersuchungen brachten eine
Verbindung zwischen Ceramid-Mangel und atopischematitis zum Vorschein (Imokawa
et al. 1991,Yamamoto et al. 1991) In den letztet3@Wahren ist die Pravalenz der AD stark
angestiegen. Bei Kinder und Jugendlichen ist denKheit haufiger als bei Erwachsenen. Sie
manifestiert sich in 70 % der Falle vor dem 5. Ledj@hr. Etwa ein Drittel der Patienten
verliert bis zum Erwachsenenalter die Symptome,elo@m Drittel persistieren sie bis zum
Erwachsenenalter und bei einem Drittel treten seien Erwachsenenalter auf. Der Juckreiz
schrankt die Lebensqualitat der Patienten erhelgichSchlafdefizit, Infektionen wegen der

aufgekratzten Haut).

Tab. 3: Diagnosekriterien der AD nach Hanifin urgjka

Majorkriterien (mindestens 3) Minorkriterien (minde stens 3)

Pruritus Xerose

Typische ekzematdse Morphologie und Veridrositive Hauttests vom Soforttyp

lung

Beugenekzeme bei Erwachsenen, Gesicht- |Wrthdhtes Serum-IgE

Streckseitenbefall bei Sauglingen und Kindern

Chronischer oder chronisch-rezidivierengéteigung zu Hautinfektionen (Herpes
Verlauf simplex, Staphylococcus aureus,)

Eigen- oder Familienanamnese fir Atopiehthyosis, palmare Hyperlinearitat
(Asthma bronchiale, Allergische Rhinokonjunk-

tivitis, atopische Dermatitis)

Chronisches Hand- bzw. Fussekzem

Juckreiz beim Schwitzen u.v.m.
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Die AD lasst sich pathophysiologisch in drei Tym@nteilen:

* der intrinsische-Typ,

» der extrinsische-Typ und

» der gemischte Typ.
Beim intrinsischen-Typ fehlen die Allergien der Ateege (Respirationsallergie) und die
spezifische IgE-Bildung. Der ,extrinsic-Typ* zeiakinsich durch eine Sensibilisierung auf
Umweltallergene und erhéhte Serum IgE-Werte aus.gemischte Typ geht einher mit einer
Respirationsallergie und erhéhter Produktion voB. I§ine zentrale Rolle spielen dabei die
T-Lymphozyten. Die CD4+-Zellpopulation kann dabeizwei funktionelle Subsets unterteilt
werden. TH1-Zellen synthetisieren hauptséchlichMizekerzytokine Interleukin-2 (IL-2) und
Interferony (IFN y), TH2-Zellen hingegen u.a. IL-4, IL-5, IL-6, IL-1Qnd IL-13. TH2-
Zellen, die in der akut entziindlichen Phase der ddninieren, vermitteln in erster Linie
humorale Immunantworten. Durch IL-4 und IL-13 inde IgE-Synthese und durch IL-5
aktivierte Proliferation und Ausreifung der eosih@n Granulozyten sind charakteristisch
fur die TH2-vermittelte Immunreaktion. Eine pradoiemte TH1-Antwort mit vermehrter
Interferony-Expression ist das Kennzeichnen der chronischesd’der AD und assoziiert
mit einer zellularen Immunreaktion vom Spattyp. 4List einerseits das entscheidende
Zytokin fur die Induktion der IgE-Synthese und amuseits hemmt es die Generierung von
TH1-Zellen. IFNy hemmt die IgE-Synthese und die TH2-Proliferatidndert aber das TH1-
Zellwachstum (Béhm und Bauer 1997, Leung 2000).
Bei Uber 90% der Patienten mit AD ist die ladief®ut mit Staphylococcus aureus besiedelt.
Dieser Erreger produziert die Proteine Staphylokoldnterotoxine A und B und ,toxic-
shock-syndrome-toxin-1*, sogenannte Superantig@dieses Superantigen interagiert mit
HLA-Klasse-II-Molektlen, was zu einer Aktivierungon T-Zellen fihrt und somit die

Infiltration von T-Zellen in die Haut fordert.
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Therapie
Eine Leitlinie zur topischen Therapie mit GC hate diArbeitsgemeinschsft der
Wissenschaftlichen und Medizinischen Fachgeselfssm@dAWMF) erarbeitet. Dabei werden
der Klasse | die GC mit ausgeglichenem Verhdltros erwinschten zu unerwinschten
Wirkungen zugeordnet. Bei den GC der Klasse Il viegen die erwinschten Wirkungen
deutlich. GC sind bei akuten ekzematdsen Hautveramdien Mittel der Wahl. Kurzfristig
eingesetzt werden stark wirksame GC. Eine langtide Therapie sollte mit den schwach
wirksamen GC erfolgen. Einen Fortschritt in derisopen Therapie stellen die neuen nicht-
halogenierten GC (z.B. Prednicarbat, Mometasonfathatar, die ein deutlich verbessertes
Nutzen-Risiko-Verhaltnis aufweisen (soft steroidg)ne vielversprechende Alternative zu
den GC stellt die Substanz-Klasse der immunsuppessdlakrolide dar. Zwei Vertreter der
Calcineurin-Inhibitoren, Tacrolimus und Pimecrolisnu sind bereits als halbfeste
Zubereitungen zugelassen (s.0.). Sie sind von d#en2 mit den hochpotenten GC
vergleichbar, haben jedoch den grossen Vorteik deszu keiner Hautatrophie ftihren.
Derzeit findet bei der Therapie der AD ein Umdenkétt (s. PZ 23, 2009). Die Behandlung
mit Calcineurin-Inhibitoren oder topischen GC egtobei Erwachsenen und Kindern nicht
nur wahrend eines Schubes, sondern auch wahrenRemissionsphasen, um so den
Schiben entgegenzuwirken. Bisher erfolgt die Therapch Abklingen eines Schubes mit
Basistherapeutika (s. u.). Bei der neuen proaktiVearapie wird unverziglich zu Beginn
eines Schubes mit der GC-Therapie begonnen. Nadllingen der akuten Phase wird
intermittierend wie folgt mit GC behandelt:

» einmal pro Woche fur zwei Monate bei milder Form,

* bei moderater AD zweimal pro Woche Uber vier bishseMonate und

» zwei- bis dreimal pro Woche Uber sechs Monate tideger bei schwerem Verlauf.
Durch dieses neue Therapieschema konnte die Ha&iifigler Rezidive bei Erwachsenen
signifikant reduziert werden. Riickfettende, wirkteie Extrerna und Olbader stellen die
adjuvante Basistherapie dar. Die gestorte Baruetgfon der Hornschicht fuhrt zur
trockenen und empfind-lichen Haut bei Atopikernsteeerter TEWL, erh6hte Permeabilitat
und erhdhte Rauhigkeit sind charakteristisch fésdiBarrierestorung. Die Wiederherstellung
dieser gestorten Barrierefunktion und die Einspgruon topischen GC sind wesentliche
Therapieziele. Dazu werden u.a. O/W-Emulsionen tmgi eingesetzt, wie sie auch in
dieser Arbeit hergestellt und untersucht wurden.it¥vfein ware der Gebrauch Ceramid-
haltiger Formulierungen angebracht, wie von Yilnnazl Borchert 2005 und 2006 entwickelt

bzw. beschrieben wurden.
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3.2 Das Auge

3.2.1 Aufbau und Funktion

Das Auge, bestehend aus dem Augapfel mit dem Sehireggt geschitzt in der knéchernen
Augenhohle und ist von Fettgewebe umgeliger Augapfel ist kugelférmig und besteht aus
drei Schichten (Abb. 4):

e &aullere Augenhaut: Sklera und Cornea
* mittlere Augenhaut: Aderhaut, Ziliarkdrper und Iris

* innere Augenhaut: Retina

Conjunctiva
Corpus ciliare

/ /
Trabekel und Schlemm-Kanal /(7
/M

Cornea
Iris Sehachse
Linse / / \J ________________________
v ===
vordere Augenkammer Paplllenyf ..........
hintere Augenkammer .
Limbus : A Glaskorper f N optieus
Zonulafasern Q\ / Retina
Chorioidea
Sklera

Abb. 4: Querschnitt durch den linken Augapfel

Die Sklera (Lederhaut) und die Cornea (Hornhautyiei die &ufRere Augenhaut. Drei
hintereinander gelagerte, verschieden ausgebildbsehnitte, Die Aderhaut (Chorioidea),

der Ziliarkorper (Corpus ciliare) und die Iris (Redpogenhaut) bilden die mittlere Augenhaut
(Gefal3schicht des Auges), auch Uvea genannt. Dim&R€éNetzhaut) bildet die innere

Augenhaut.
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AuRere Augenhaut

Sklera

Die weil3e Sklera (Lederhaut), bildet die feste &aik#ille des Augapfels und sorgt somit fur
die Formbestandigkeit des Auges. Das eigene Blsterdsystem schimmert Dbei
Entziindungen subconjunctival rétlich durch. Die fDantiva bulbi bedeckt in den vorderen

Bereichen des Augapfels die Sklera.
Cornea

Die transparente Cornea (Hornhaut) unterscheidét ish Bau, im Stoffwechsel und in der
Physiologie von vaskularisierten Organen, weilk&me Blutgefal3e aufweist.

Ihr Aufbau wird weiter unten ausfuhrlicher erklart.
Mittlere Augenhaut (Uvea)

Aderhaut

Ein schichtartig Ubereinanderliegendes System vdotgBfalRen bildet die Aderhaut
(Chorioidea). Grol3e Arterienaste der Aorta cilianesl die Vortexvenen liegen scleralseitig

aul3en. Ein Netz von mittelgro3en Adern befinddt sieiter innen.
Ziliarkorper

Wie ein Kranz umfasst der im vorderen Drittel deggapfels liegende Ziliarkérper das
Fenster der Cornea. Ein zweischichtiges Epithekbledihn, wobei das aul3ere, muskelseitige
Blatt Pigment enthalt (pigmentiertes Ziliarepithend die innere Zellschicht ein
zylindrisches, nicht pigmentiertes Epithel ist. D&Barepithel stellt eine Diffusionsbarriere
(Blut/Kammerwasser-Schranke) zwischen den ZiliggkétKapillaren und dem
Extrazellularraum und der hinteren Augenkammer aet &uflleren Seite und dem
Extrazellularraum auf der hinteren Glaskorpersedar. Diese Schranke wird bei

Entzindungen, perforierenden Verletzungen oder t¥en@gen durchlassiger. Der
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Proteingehalt im Kammerwasser steigt fir Stundesr dik zur Beseitigung der Schadigung
stark an. Zwischen der Retina und dem ExtrazeHalan existiert eine dhnliche Barriere.

Iris

Die Iris ist eine vorn aus dem lockeren Irisstroomal hinten aus dem Pigmentblatt, einer

Fortsetzung des pigmentierten Ziliarepithels, abégee diinne Gewebescheibe.

Innere Augenhaut

Retina

Auf der aul3eren Seite der Retina liegen die Stabcimel Zapfen, die nach dem Auftreffen

von Licht elektrische Potentiale erzeugen, dieSianeswahrnehmung dienen.

Die Linse, die vordere und hintere Augenkammer, ahs klare Kammerwasser enthalten,
und der Glaskoérper befinden sich im Inneren desaptels.
Weitere wichtige Bausteine des Auges sind u.aCdirjunctiva (Bindehaut) und der Nervus

opticus (Sehnerv).

Linse

Die transparente elastische Linse hat keine Bléafggeefund Nerven und wird durch Diffusion
erndhrt. Die Masse der Linse, ein wesentlicher @eleil des optischen Systems, besteht fast
vollstdndig aus intrazellularem Material, das voimee festen, elastischen Kapsel aus
Glykoproteinen umhdllt ist. lhre Fahigkeit die Gasizu dndern kommt dadurch zustande,

dass sie durch feinste Faden (Zonulafasern) amrkiliper aufgehangt ist.
Vordere und hintere Augenkammer
Der Raum zwischen der Cornea und der Vorderseitéridewird als vordere, und der Raum

zwischen der vorderen Glaskérpermembran und deikdeite der Iris wird als hintere

Augenkammer bezeichnet.
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Beide Kammern sind mit klarem Kammerwasser geftdbis im Ziliarkérper gebildet wird
und durch die Pupille von der vorderen in die himt&ammer flie3t. Das Trabekelwerk
besteht aus Gewebekanélchen, die netzartig mitgémaverwoben sind und erstreckt sich
zwischen Cornea, Sklera und Ziliarkorper. Es steiit Filtersystem dar, durch den das
Kammerwasser in den Schlemm’schen Kanal sickert. Brucksteigerung im Auge
(Glaukom) kommt es, wenn der Zufluss des Kammerevrasgrofler ist als es aus der

Vorderkammer Uber die Trabekel in den Schlemm’sé&t@aral sickern kann.

Kammerwasser

Das Kammerwasser fullt als klare, wassrige Flussigklie Raume der Hinter- und
Vorderkammer aus. Abgesondert wird es im Ziliarlgrdurch Filtration und Sekretion aus
dem Blutplasma. Es umspdult die Iris und die Linsenetzt die Hornhautriickflache, flief3t
durch das Trabekelwerk in den Schlemm’schen Kanatl uweiter durch die

Kammerwasservenen transscleral tUber das vendssla(isystem der Conjunctiva ab. Es

enthalt Elektrolyte und nichtionische Komponentie, vergleichbar mit dem Plasma sind.

Glaskorper

Die Retina, die den Glaskérper umgibt, wird dureln dufbau des Glaskoérpers geschiitzt und
unterstitzt. Ein Gertst aus kollagenen Fibrilldddtidie gallertartige Masse des Glaskorpers.
Er besteht zu 98 % aus Wasser, das an nur 2 % tdyalure, genauer an die polaren
Gruppen der Schwefelsadureester, gebunden ist. Radukbnsaure, ein Glykosaminoglykan,
ist in die Licken des kollagenen Gerusts integrigdrmalerweise sind im Glaskdrper keine

BlutgefalRe enthalten.

Conjunctiva

Die Conjunctiva, eine Schleimhaut auf der Innemsaler Augenlider, beginnt an den
Lidrandern (Conjunctiva tarsi) und schlagt auf ¢ihe der Aquatorebene des Augapfels
wieder nach vorne um und vereint sich mit der Sk{€onjunctiva bulbi). Das conjunctivale
Stroma ist reich an Blut- und LymphgefaRen. Ein mkamchen aller Blutgefal3e der

Conjunctiva ist die Fahigkeit sich bei verschiedensReizen rasch und stark erweitern zu
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konnen. Eine entziindliche Schwellung (Conjuncsyiist das Ergebnis der Absonderung von
Exsudat und Blutzellen der Blutgefal3e in das castjuale Stroma.

Ein mehrschichtiges Epithel bedeckt die Oberfladee Conjunctiva und geht am Rand
(Limbus) in das Corneaepithel Uber. Die Bechermelleefinden sich zwischen den

Plattenepithelzellen. Das schleimige Sekret dehBexellen enthalt Glykoproteine (Mucin)

und leistet damit einen wesentlichen Beitrag zddu8ig des pracornealen Tranenfilms.

Nervus opticus

Durch eine siebartige Offnung (Lamina cribosa) anRiickseite des Augapfels verlaufen die
Nervenfasern aus der Retina. und vereinen sicingmeNervenstrang, dem Sehnerv (Nervus

opticus).

Tranenflussigkeit

Die Oberflache der Conjunctiva und der Cornea wenden der Tranenfllissigkeit bedeckt,
die eine Vielzahl wichtiger Funktionen erfillt. D&ranenfilm wird in den Tranendrisen
(Glandulae lacrimalis), den Becherzellen und derzes&orischen Tranendrisen der
Conjunctiva gebildet. Der Lidschlag und die Trahésgigkeit sorgen fir die Selbstreinigung
der Cornea und Conjunctiva. Ein Reflex, der zum stidag und folglich zur
Tranenausscheidung fuhrt, wird schon durch einengerReizung, z.B. ein Staubkorn,
ausgelost. Etwa 5-10 Mal pro Minute erfolgt der dabdlag auch im reizlosen Zustand
(Robinson 1993). Etwa 6-10 uL betragt ihr Volum@&wlfler 1990, Reim 1990). Tagsuber
wird alle 15 min die komplette Tranenflissigkeisgatauscht, d.h. die Gesamtproduktion an
Tranenflissigkeit pro Tag betragt ca. 1 mL, wobiei Broduktion nachts fast vollstandig
eingestellt ist. Die lokale Bioverflugbarkeit togisepplizierter Arzneistoffe wird durch die
Ableitung Uber die Tranenkanale zum Tranennasemkaeaingert. Je nach Tageszeit
schwankt ihr pH-Wert zwischen 7,14 und 7,82 (Caretegl. 1976).

Der Tranenfilm besteht aus drei Schichten. Einedykile, etwa 0,2 pm dicke Mucinschicht
(Schleimschicht) liegt auf der hydrophoben ObeH&des Corneaepithels. Sie grenzt an das
Epithel der Cornea. Eine wassrige Schicht mit medéekularen Substanzen und Proteinen
folgt nach auRen (ca. 10 pm). Weiterhin enthalseli&chicht Immunglobuline (vor allem
IgA), Vitamin A und Wachstumsfaktoren wie Epidern@owth Factor (EGF), Transforming
growth factor beta (TGFB), Tissue growth factor@H und Fibronectin, ein Glykoprotein,
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das eine Briuckenfunktion zwischen Kollagenfibrilleand anderen Molekilen der
axtrazellularen Matrix ausiibt, also eine Art Zadlbr ist.. Uber dieser wassrigen Schicht
liegt wie ein dinnes Hautchen eine Lipidschutzdahidie aus Fettsdureestern, Cholesterin,
Cholesterinestern, Triglyceriden und Phospholipidesteht (0,1 um).

Da die Cornea als Hauptdiffusionsbarriere eine h@sie Rolle spielt soll ihre Struktur etwas
ausfuhrlicher beschrieben werden.

Cornea

Die Cornea (Hornhaut) ist der glasklare, von Tréliessigkeit benetzte, gewolbte Teil der
aulBeren Augenhaut. Sie besitzt keine BlutgefalRestetd Uber ihren Rand (Limbus cornae)
mit der Sklera und der Conjunctiva in Verbindunge DHornhaut hat einen geringeren
Krimmungsradius und wolbt sich Uber der Iris und \derderkammer kuppelartig hervor.

Mit einem Durchmesser von 11-12 mm und einer Dl 0,52 mm im zentralen Bereich-

und 0,72 mm an den R&ndern ist die Cornea nichisriared, sondern etwas breiter in
horizontaler Richtung ist als in vertikaler (Coflinnd Augustin 1996).

Die Cornea besteht von auf3en nach innen aus fimél8en:

» Corneaepithel

* Bowman-Schicht

* Stroma (Corneaparenchym, auch Substantia propnieeae)
» Descemet-Membran

* Corneaendothel

Epithel

Ein 5-7schichtiges, 50-100 um dickes und nicht eartes Plattenepithel bildet das lipophile
Epithel. Untereinander durch Desmosomen verknigifid die Basalzellen des Epithels
aullerdem an der Basalmembran durch Hemidesmosomeramkert, was fir die hohe
Widerstandsfahigkeit des Epithels gegen mechaniBelamspruchung verantwortlich ist. Die
Basalmembran fungiert als Diffusionsbarriere figftgre Molekule.
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Bowman-Membran

Diese kraftige, zellfreie Membran mit einer Dickenv10-13 pm trennt das Epithel vom

Stroma.

Stroma

Das hydrophile Stroma stellt den grof3ten Anteidan Gewebemasse dar, wobei Keratozyten
nur 5-10 % des Volumens ausfillen und mindestens¥®@em extrazellularen Raum
zuzuordnen sind. Kollagene Fibrillen bilden den ptanteil des extrazellularen Materials,
zwischen denen eine interfibrillare Matrix aus PBomlykanen eingelagert ist. Der
gleichbleibende Abstand zwischen den kollagenerrillelb kommt durch die konstante
Proteoglykan-MolekilgroRe zustande. Die Transpardez Cornea ist das Resultat der
regelmafigen Anordnung der Fasern und der Abwegevdre Blutgefal3en. Da das Stroma
ca. 70 % Wasser enthalt, ist eine entsprechendesaNaslichkeit des Arzneistoffs

Voraussetzung fir die Diffusion.

Descemet-Membran

Zwischen dem Stroma und dem Endothel liegt die s&stische, 5-10 um dicke Descemet-

Membran. Sie ist die dickste Basalmembran des nhéioken Korpers.

Endothel

Das 5 um dicke Endothel besteht aus einer einzigemcht regelmafig angeordneter,
abgeflachter Zellen. Das Endothel ist verantwdrthigr den Stoffaustausch des Stromas mit
dem Kammerwasser und damit fur die Versorgung @en€a mit Nahrstoffen (z. B. Glucose
oder Aminosauren) und den Abtransport von Stoff@efdrodukten (z.B. Laktat). Die
Dehydrierung des Stromas und damit die richtigek®ignd Transparenz der Cornea erfolgt
uber aktive lonenpumpen des Endothels. Diese BICO;, Na-und K'-lonen ziehen auf
ihrem Wege Wasser aus dem Stroma mit, wodurch di@emolekulare Grundsubstanz des
Stromas dehydriert. Die Barrierefunktion des efodhilen Endothels ist durch die geringe

Schichtdicke abgeschwécht.
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3.2.2 Ophthalmologische Arzneistoffaufnahme

Aus galenischer Sicht scheint die lokale Therapoa \Augenerkrankungen nur wenig
Spannendes zu bieten. Dem ist nicht ganz so. Dexapie des hinteren Augenabschnittes
erfolgt z. B. mit Implantaten und Retardinjektadills galenische Innovationen, wahrend
Formulierungen zur Behandlung des vorderen Augemaitses nur Teil-Innovationen
darstellen.

Rund 95 % der Ophthalmika werden bei der Lokalthieraingesetzt. Davon stellen mit etwa
70 % wassrige Augentropfen den gréfdten Anteil, ealirGele und Salben zusammen nur
rund 22 % ausmachen. Das Auge ist zwar leicht zulgdm dennoch ist die Therapie oft
suboptimal. Der Grund liegt in der Reinigungsfuaktides Auges, die als das naturliche
Hindernis der Lokaltherapie betrachtet werden karéglich produzieren die Tranendrisen
etwa 1 mL Tré&nen, wobei der Tranenfilm insgesamwiael puL umfasst. Pro Minute werden
max. 50 puL Tranen lber die Tranenkandle in den éimsack und dann weiter zum
Nasengang abgeleitet. Der Hauptanteil der Arznéi8song oder -suspension von
applizierten Augentropfen mit einem Volumen von3fbp L wird innerhalb von 1-2 Minuten
durch den Auswascheffekt von der Oberfliche wedgespEs wird umso mehr
ausgewaschen, je hoher das getropfte Volumen istctD die Verdinnung mit der
Tranenflissigkeit nimmt die Arzneistoffkonzentratiauf ein Finftel ab, mit dem Ergebnis,
dass weniger als 5 % des applizierten Wirkstofleheal verfigbar sind. Die Gefahr von
unerwinschten Arzneimittelwirkungen durch den ressten Anteil, der ohne First-pass-
Effekt in den Blutkreislauf gelangt, steigt. Hinkemmt eine Verringerung der cornealen
Bioverfugbarkeit durch einen verstarkten Tranenfhi8lge von Irritationen.

Die Verweilzeit am Auge kann durch galenische $®g@n erhoht werden. Olige
Arzneiformen sind wenig patientenfreundlich, haftiitr aber gut. Polyvinylalkohol (PVA)
und Polyvinylpyrrolidon (PVP), sowie Cellulose-Deate (Hypromellose, Carmellose und
Hyetellose) erhdhen die Viskositat der Formulierupgloxamergele, deren Viskositat als ein
in-situ-System (Robinson und Mlynek 1995) erst Huile temperaturbedingte Umwandlung
(Gilbert et al. 1986) oder pH-Verdnderung (Gurnyaktl987) vom Sol zum Gel steigt sind
weitere Alternativen zur ophthalmologischen Applita. So erreichten Srividya et al. 2001
eine verzbgerte Freisetzung von Ofloxacin in io-sigelierenden, pH-abhangigen
Augentropfen. Als Gelierungsmittel wurde CarbSpa®40 und als Viskositatserhdher
Methocel ES50LV (Hydroxypropylmethylcellulose) eirsggzt. Auch eine Erh6hung der

Elektrolytkonzentration kann zur Viskositatserhtgurei Poloxamer-haltigen Augentropfen
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fuhren (Rozier et al. 1989). Dieses Prinzip nutaech Gan et al. 2009 in ihrer in vivo und in
vitro Untersuchung zur Freisetzung von Cyclospoen Kaninchenaugen aus einer
Mikroemulsion. Mit der Cyclosporin-Mikroemulsion koten im Vergleich zu zwei anderen
Formulierungen eine bessere Benetzbarkeit, langdéezweildauer auf und hohere
Konzentrationen in der Cornea erzielt werden. Haalekulare mucoadhésive Stoffe wie
Hyaluronsaure und Carbomer (Polyacrylsdure) sinchimberessant. Diese Polymere gehen
eine Wechselwirkung mit der Mucinschicht des Co+Bpdhels ein, wodurch eine
Verbesserung der Bioverflugbarkeit von Arzneistoffau erwarten ist. Solch ein
mucoadhasives System ist in den Fertigarzneimittdyogel’ oder Dispatim 0,1 %
Augengef (Arzneistoff Timolol), UltracortenSl GL (Arzneistoff Prednisolon) als Gelrfte
ein niedrig acetylierter Gellangummi, zugelassenab& handelt es sich um eine
Formulierung zur pH-abhangigen in situ Gelierung@dwch die Patienten-Compliance bei
nur einmal taglich erfolgender Applikation des Angels in Tropfenform verbessert wurde.
Wenn man sich die Zusammensetzung ansieht, stalit fiest, dass beide Arzneimittel eine
Kombination aus Carbomer und Polyvinylalkohol eftdra In einer in vivo Studie an 167
Probanden wurde die Effektivitit von Nyofelin Bezug auf due Senkungs des
Augeninnendrucks gegen herkdmmliche Timolol-haltiyagentropfen (0,5 % Timolol)
verglichen (Rouland et al. 2002). Dabei erwieserh dbeide Formulierungen als gleich
effektiv, wobei sich bei Nyog®8 weniger Probanden ({ber Brennen und eine
Bindehautentziindung beklagten.

So wurden in vivo mit einem Timolol-Carbomer-Augeh@m den Konzentrationen 0,05 und
0,025 %, sowie mit einer 0,1 % igen wassrigen Lgsnach einmaliger Applikation am
Kaninchen-Auge Wirkstoffkonzentrationen nach 30, 6@d 240 min im Blut, im
Kammerwasser und in der vom Auge heruntergewasoheaenulierung bestimmt (von der
Ohe et al. 1996). Im Blut war die Arzneistoff-Konmt@tion nach Applikation der wassrigen
Loésung am grof3ten, wahrend nach Applikation deS @0gen Gels im Kammerwasser und
in der runtergewaschenen Formulierung die groRndistoff-Konzentration messbar war.
Daraus folgerten die Autoren, dass die Verweildades 0,05 % igen Gels den anderen
Formulierungen Uberlegen war und somit eine vedress Bioverfugbarkeit im
Kammerwasser aufwies, aber eine geringere systamiResorption, was vorteilhaft ist, um
Nebenwirkungen zu reduzieren. Timololmaleat zeigteeiner Formulierung mit 3 %
Methylcellulose (Viskositatserhdher) und mit 25 @dxamer Pluronic F127 eine gesteigerte
oculare Bioverfligbarkeit verglichen mit einer wégsn Losung und anderen

Viskositatsernohern bzw. anderen Pluronic-Konzéiotnan (EI-Kamel 2002).
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Nano- und Mikropartikel, sowie Liposomen und Inseftihren auch zu einer langeren
Verweilzeit. Atropin als freie Base eingearbeitet Multilamellare Lipidvesikel bzw.
Liposomen mit positiver Ladung fuhrte an Kaninchargen zu einer signifikant langeren
Pupillen-Dilatation als negativ geladene oder uadgehe Liposomen und Atropin-Lésungen
(Meisner et al. 1989). Bezogen auf die grof3e Zahlhtersuchungen uber die Inserte ist die
Ausbeute an zugelassenen Fertigarzneimitteln minimaser Auffassung sind auch Saettone
und Salminen 1995, die sich in ihrer Arbeit u.at ®useft und NODS (New Ophthalmic
Delivery System) beschaftigten. OcuSegibt Pilocarpin tber einen Zeitraum von einer
Woche frei. NODS hat gegeniiber herkdmmlichen Inserten den VorwilBloabbaubarkeit
bzw. der Ldslichkeit des Freigabesystems.Vielversipender sind arzneistoffbeladene
punctum plugs, ,Stopsel* fur die Tranenkanale, uKdntaktlinsen mit langsamer,
kontrollierter Freigabe. Etwa 3-5 % der appliziartArzneistoffmenge gelangen in den
vorderen Augenabschnitt. Deutlich aufwendiger ist &/eg in den hinteren Abschnitt,
namlich systemisch oder intravitreal, d.h. Eingamt in den Glaskorper, z.B. bei
altersbedingter Makuladegeneration (AMD).

Die aul3erste lipophile Epithelschicht der Corneatddg aus einem 5-7schichtigen nicht
verhornten Plattenepithel. Die Tight Junctions zven den Zellen sorgen daflr, dass Wasser
und andere hydrophile Verbindungen das Epithelumaureichend durchdringen. Lipophile
Substanzen kodnnen allerdings gut durch das Epitdiflindieren. In der Regel haben
Substanzen mit einer Molmasse gro3er 1000 kaum ceéhadias Epithel zu passieren. Trotz
eines Anteils von 10 % an der cornealen Gesamtm&ssen das Epithel fir geeignete
lipophile Arzneistoffe als ein Depot dienen. Fud@ere Molekiile fungiert die Basalmembran
ebenfalls als Barriere. Das Stroma hat einen uhgefdWassergehalt von 70 %, was fur eine
rasche Diffusion dieser Schicht eine entsprecheWsserldslichkeit voraussetzt. Die
Barriereeigenschaft des Endothels ist aufgrundesajaringeren Schichtdicke verglichen mit
dem Epithel, das wie das Endothel auch einen epepHilen Charakter hat, geringer. Die
wichtigsten Barrieren beim Transport von Arzneifdof stellen das Corneaepithel und —
stroma dar (Huang et al. 1983). Die corneale Pédbitigd wird dabei hauptséachlich durch die
Lipophilie (Ahmed et al. 1987, Ashton et al. 1991ang et al. 1991) und den Octanol/Puffer
Verteilungskoeffizient (pH 7,4) bestimmt, der ime&dfall zwischen 100 und 1000 liegen
sollte (Schoenwald und Ward 1978, Schoenwald undngul983). Hydrophile Molekile
kénnen das lipophile Epithel und lipophile Stoffasdhydrophile Stroma am schwersten
passieren. Ausschlaggebend fiir eine corneale Pgomesind neben der Lipophile die
Wasserloslichkeit (Sieg und Robinson 1978), die éMolgroRe (Liaw und Robinson 1992),
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die Ladung (Liaw et al. 1992) und der lonisatiomsijfDoane et al. 1978, Brechue und Maren
1993, Sieg und Robinson 1978) eines Molekils. Dahtionisierte Form eines Molekils
kann die Cornea leichter passieren als die ionesieorm (Dolder 1990). Der Hauptanteil der
Arzneistoff-Absorption erfolgt Gber die Cornea, wolaber nicht vernachlassigbare Mengen
auch uber die Sklera und die Conjunctiva absorkrertien kdnnen (Watsky et al. 1988). Die
Conjunctiva ist fur hydrophile Verbindungen leiahtgassierbar als die Cornea und hat
verglichen mit der Cornea eine deutlich groRerertdmhe.

Der relativ hohe Widerstand der Sklera wird beirtraiskleralen Implantat MedidUf zur
Behandlung des diabetischen Makulabdems ausgeuantrztbefindet sich in Phase llI der
klinischen Prufung. Bis zu 36 Monate lang setzteilallas 3 mm lange System 0,6 mg
Fluocinolonacetonid pro Tag kontrolliert frei. Retif® enthielt den gleichen Wirkstoff und
musste operativ eingesetzt werden. Der Zulassutrggamwurde jedoch vom Hersteller
wieder zuriickgezogen. Ganciclovir im Implantat ®serf zur Behandlung der HIV-
assoziierten CMV-Retinitis wurde 2000 in der EU elagsen, aber wieder freiwillig durch
den Hersteller vom Markt genommen (EMEA). Alle degenannten Implantate haben den
Nachteil des chirurgischen Eingriffs nach Laufzeite, da die verwendeten Polymere nicht
bioabbaubar sind.

Trotz aller Versuche Alternativen zu etablierends intravitreale Injektion immer noch die

effizienteste Methode, um einen Wirkstoff im hirterAbschnitt zu applizieren.

Lokale immunologische Therapie

Zur lokalen Therapie am Auge kann eine Vielzahl Vdinkstoffen eingesetzt werden, die auf
unterschiedliche Art an den Wirkort gelangen. Die$¥irkort kann in der okularen

Oberflache, in der Vorderkammer oder auch in dgioralen Lymphknoten lokalisiert sein,

wobei Wirkstoffkonzentrationen in regionalen Lymploken bisher noch nicht untersucht
wurden. Die nach der Keratoplastik relevanten Wik@ur Prophylaxe und Therapie von
Immunreaktionen sind nicht vollig geklart, mit Secheit gehtren aber die okulare
Oberflache und die Vorderkammer dazu. Hier und auacher Konjunktiva kénnen hohe

Wirkstoffkonzentrationen verhaltnisméRig leicht eicht werden. Im Gegensatz zu
Erkrankungen der Oberflache gestaltet sich die lédokanmunsuppressive Behandlung
intraokularer Erkrankungen schwierig. Das liegt kaumum Teil daran, dass vorhandene
Glucocorticoid-Zubereitungen (z.B. Prednisolonajetxzellente Penetrationseigenschaften

vorweisen. Bereits nach 15-30 Minuten nach topisépplikation eines einzelnen Tropfens
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Prednisolons konnte der Wirkstoff im Kammerwassathgewiesen werden. Insgesamt ist
die corneale Penetrationsfahigkeit vieler Glucdcorte, z.B. Prednisolon(-acetat),
Dexamethason, Hydrocortisonacetat, FluoromethdRimexolon sehr gut. Die Messlatte fir
neue immunsuppressive Wirkstoffe ist demzufolgehreragelegt. Bis auf die Glucocorticoide
erfolgt bisher die postoperative Therapie in Stndirach der Keratoplastik zur Prophylaxe
von Abstol3ungsreaktionen systemisch u.a. mit deir@arin-Inhibitoren Ciclosporin A,
Tacrolimus und mit dem mTOR-Inhibitor Sirolimus.Gessen an der Breite der zum Tell
schwerwiegenden Nebenwirkungen (Tab. 4) ist eifk@léo Anwendung dieser Substanzen

winschenswert.

Tab. 4: Einige Immunsuppressiva zur systemischapiiRation nach der Keratoplastik

Wirkstoff Hemmung von Therapeutischer | Nebenwirkungen
Bereich
Ciclosporin A | Calcineurin 100-400 ng/mL|  Nephrotatir, Hypertonie,

Gingivahyperplasie, Hirsutismus

Tacrolimus Calcineurin 5-20 ng/mL Knochenmarkdegpias,

Infektionen, Haematurie

Sirolimus mMTOR 12-20 ng/mL Hyperlipidamie, Diarrhoe
Knochenschmerzen, Anamie,

Leberfunktionsstérungen

Zusatzlich zu den bereits untersuchten Immunsupmasach der Keratoplastik, gibt es noch
den mTOR-Inhibitor Everolimus. Eingesetzt wird EsMenus bisher zur Prophylaxe nach
Herz- und Nierentransplantationen, bei denen drksame Blut-Konzentration im Bereich

von 3-8 ng/mL liegt (Fachinformation Novartis Phajm

Den Goldstandard bei der lokalen Therapie nach Klatoplastik stellen die seit etwa
50 Jahren verwendeten und am haufigsten verordnédmcocorticoide dar. Das

Zusammenspiel von mehreren antiinflammatorischefekign, und nicht ein einzelner

Angriffspunkt, fihrt zur guten intraokularen Wirkskeit der Glucocorticoide. Einige dieser

Wirkungen auf okulare Gewebe sind:
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 Hemmung der Fibroblasten-Transdifferenzierung

* Reduktion der GefaRpermeabilitat, die entzindurtyadpg ist
* Verminderung der zellularen Immunantwort

e Stabilisierung der Blut-Kammerwasserschranke

«  Hemmung der entzindlichen kornealen Neovaskul@isat

* Hemmung der Epithelproliferation

» Verzbgerung der Wundheilung

* Erhdhung des intraokularen Drucks

» Forderung der Kataraktentstehung

Neben diesen klassischen Glucocorticoiden (GC) isirtén letzten Jahren neue GC-Derivate
entwickelt worden, mit der Absicht die Nebenwirkengv.a. die Erhéhung des intraokularen
Drucks, zu vermeiden. Loteprednol (Loterfipynd Rimexolon (Vex&l) haben im Vergleich
zu Prednisolonacetat eine deutlich verminderte Adgeckerhéhung. Trotzdem macht es das
Nebenwirkungsprofil der Glucocorticoide erfordenlioceue Immunsuppressiva oder bereits
zugelassene Immunsuppressiva mit einem anderenuwgsiprofil als Glucocorticoide in

topisch applizierbarer Arzneiform zur Anwendung Aaoge zu etablieren.

Immunsystem des Auges

Der wichtigste Faktor bei der Immunologie des Augsisdie Tatsache, dass das Auge
praktisch keinen lymphatischen Abfluss aufweist.Zemtralen Bereich der gesunden Cornea
sind keine Langerhans-Zellen, T- und B-Lymphozytemrhanden, dafir aber Antigen-
prasentierende Zellen, die durch proinflammatoesgitokine (IL-1, TNF) zur zentripetalen
Migration stimuliert werden kdnnen (Dekaris et &4B99). Hinzu kommt, dass unreife
Antigenprasentierende Zellen in der zentralen Hawubhzur Expression von MHC I
stimuliert werden. FAS-Ligand wird vom Endothel @rpert und die Bindung an den FAS-
Ligand induziert die Apoptose in T-Lymphozyten. &S-Ligand bildet eine Barriere, die
das gesamte Auge umgibt. Allerdings sind einige Chdd CD8 T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten und Makrophagen am Limbus um die Gefand im peripheren Cornea-
epithel sowie im oberen Stromabereich anzutref@&héiffarth et al. 1986, Vantrappen et al.
1985.). Zahlreiche Langerhans-Zellen befinden siclder Conjunctiva, weniger dicht am

Limbus, in den unteren Schichten des Epithels werd dberen Stromaraum (Rodrigues et al.
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1981, Gillette et al. 1982, Katami 1995). Im koritimalen Epithel wurden T-Zellen,
Makrophagen, seltener B-Zellen und Neutrophile imdStroma T- und B-Zellen, Makro-
phagen, Plasmazellen, Naturliche Killer-Zellen, Ma#ien und Neutrophile identifiziert
(Hingorani et al. 1997). In der Conjunktiva kommdhA (Humane Leukozyten Antigene)-
DR exprimierende antigenpréasentierende Zellen (AR@igen Presenting Cells) als CD68-
positive Makrophagen und Langerhans-Zellen voriier Untersuchung zur Verteilung des
lymphoiden Gewebes an kompletten Conjunktiva-Pedparen von menschlichen
Leichenaugen wurde das Prinzip des Conjunktiva ziissten lymphatischen Gewebes
(L,CALT") bestétigt (Knop uns Knop 2000): Immungldime erreichen die Hornhaut durch
Diffusion aus den LimbusgefalRen. MHC | wird von tBpizellen, Keratozyten und Endothel-
zellen exprimiert. Epithelzellen werden von Zytakin z.B. IFNy oder IL-1, stimuliert MHC

Il zu exprimieren. Zudem sind im Kammerwasser hidbazentrationen von TGB-ermittelt
worden. In die Augenvorderkammer eingebrachte Feartigene konnen zu einer Toleranz-
entwicklung des Organismus gegen diese Fremdauwtifighren (Streilein et al. 1980). Zur
Beschreibung dieses Phanomens wurde der Begriffumpnivileg eingefuhrt und fir die
Vorderkammer, das Hornhautstroma, den Glaskorpet-den Subretinalraum, aber auch fur
andere Organe wie z.B. das Gehirn, die Hoden, ldizeRta und die Haarfollikel beschrieben
(Grisanti 1998).

Das Immunprivileg sorgt in der Regel dafir, dasge diugenstrukturen von starken
Entzindungen verschont bleiben, die sonst zu ethgésktem Sehvermdégen fuhren kénnten.
Die zellularen und humoralen Bestandteile des Insystems werden von der
Blut/Kammerwasser-Schranke und der Blut/Retina-&uke zurtickgehalten. Bei ausreichend
starken Entziindungsreaktionen bricht das Immuripg\allerdings zusammen.

Ein wichtiges diagnostisches Kriterium zur Beuted des Voranschreitens von
AbstoRRungsreaktionen ist die Vaskularisierung dern€a, bei der die Blutgefalle vom
Limbus her in die Cornea hineinwachsen. Diese mEiscimgen deuten auf eine, der
eigentlichen Immunreaktion vorausgehende, unsgehi Entziindungsreaktion hin.
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3.2.3 Keratoplastik

Im Jahre 1906 wurde eine HornhauttransplantationvVenschen erstmals beschrieben. Die
Hornhaut ist, abgesehen von der Bluttransfusiors, @& hé&ufigsten Ubertragene humane
Gewebe. Die jahrliche Zahl von Hornhauttransplaotan in den USA wird auf 44 000
beziffert, in Deutschland sind es immerhin nochaB\000. Zur Bewertung des Erfolgs einer
Transplantation werden die visuelle Rehabilitatiomd das Transplantat-Langzeitiberleben
herangezogen. Neben dem Immunsystem stellt auchcltenische Endothelverlust eine
ernsthafte Bedrohung flr das Langzeitliberlebenseiransplantates dar. Etwa 60 % aller
Hornhauttransplantate tberleben laut einer austtadin Analyse mindestens 10 Jahre (Coster
2000 und 2005). Bei Nierentransplantationen betfigge Quote schon 1994 bis zu 90 %
(Opelz 1994). Die haufigste Ursache fiir einen Misedg nach der Keratoplastik liegt in der
Transplantatdekompensation, wobei akut und chrbnigerlaufende Immunreaktionen
wesentlich dazu beitragen. In einer Studie untdr @kompensierten Transplantaten ist die
AbstoRRungsreaktion mit 34 % als die haufigste Lheaangegeben (Vail et al. 1996).
HLA (Human Leukocyte Antigens)-Antigene des Immusteyn vom Empfanger sind wie bei
anderen Organen auch bei der Cornea an der Erkgnumi@és Spendergewebes als
Fremdgewebe durch Immunsystem das beteiligt. Eiifferenzierte Verteilung dieser
Proteine im Epithel, Stroma und Endothel wurde gaehiesen (Mayer et al. 1983).
Ein morphologisches Einteilungsmuster der Abstol¥amm wie folgt formuliert werden:

» Epitheliale AbstoRung

* Subepitheliale Infiltrate

» Stromale Abstof3ung

« Endotheliale Abstol3ung
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4 Kolloidale Tragersysteme

Allgemeines

Etwa 40 % der in den letzten Jahren neu entdedkten synthetisierten Wirkstoffe haben
eine schlechte Loslichkeit (Tab. 5), die eine anggsane Resorption verhindert und somit in
der Regel auch zu einer geringen Bioverfugbarkdirtf Das Resultat ist eine verminderte
oder eventuell gar keine Wirkung. Die Entwicklundeo Synthese eines neuen Arzneistoffes
allein ist nicht ausreichend um einen wirklichentschritt in der Therapie zu erzielen. Hinzu
kommt, dass erfolgsversprechenden, in vitro erhatte klinisch-experimentellen Daten
haufig enttauschende in vivo Ergebnisse folgen.vidohtiger Grund fir so einen Therapie-

Misserfolg ist z.B. eine schlechte Léslichkeit.

Tab. 5:Einteilung der Loslichkeiten nach Ph. Eur.

Bezeichnung Ungefahre Anzahl Volumenteile Losungstbel in Milliliter je

Gramm Substanz

sehr leicht l6slich weniger als 1 Tell

leicht 16slich von 1 Teil bis 10 Teile

Loslich von 10 Teilen bis 30 Teile
wenig loslich von 30 Teilen bis 100 Teile
schwer l6slich von 100 Teilen bis 1 000 Teile

sehr schwer 16slich von 1 000 Teilen bis 10 O0eTe

praktisch unldslich Uber 10 000 Teile

Eine Moglichkeit diese Probleme zu beheben liegtder Entwicklung von geeigneten
Tragersystemen fir Arzneistoffe. Das in vivo-Scialkvon Arzneistoffen wird nicht haupt-
sachlich von den Arzneistoffeigenschaften dominisondern auch von den Eigenschaften
des Tragersystems. Diese Tragersysteme sollerkemeollierte und lokale Freisetzung des
Arzneistoffs entsprechend den Therapieanforderuregeroglichen. Die GroRe des Tragers
hangt vom erwinschten Applikationsweg ab und geloin veinigen Nanometern
(Nanopartikel) bis Mikrometer (Mikropartikel) undogar bis zu einigen Millimetern
(Implantate). Fir eine parenterale Applikation dimolbbaubare Materialien wiinschenswert,
die, z.B. bei Implantaten einen chirurgischen Bffigur Entfernung des Implantates nach

vollstandiger Freisetzung des Arzneistoffs erlbrigBolche Materialien wirden auf3erdem
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die parenterale Applikation von Nanopartikeln erfigigen. Solche Mikropartikel und
Implantate sind allerdings fir ein drug targetirdgioeine i.v.-Applikation zu grof3. Deshalb
hat das Interesse an nanopartikularen Tragersysteme den letzten Jahren stark
zugenommen. Nanopartikel sind kolloidale Systemeeaimer GroRe von 10 nm bis 1 pum.
Eine vergleichende Darstellung der Eigenschaftem vMdanoemulsionen gegenuber
Mikroemulsionen ist in Tab. 6 wiedergegeben. Derkatoff liegt dabei gelost, verkapselt
oder adsorbiert in der Formulierung vor. Zu denapamtikularen Formulierungen zahlen u.a.
feste Lipid Nanopartikel (solid lipid nanoparticlesSLN), Nanosuspensionen und
Nanoemulsionen, aber auch Mikroemlsionen, deren éNartiimlich eine Partikelgré3e im
Mikrometer-Bereich suggeriert.

Die Existenz von unterschiedlichen Tragersystemetft die Frage auf, welche von diesen
Systemen die geeignetste flr die beabsichtigte iRgipdn darstellt. Selbstverstandlich kann
man diese Frage nicht so einfach beantworten. Marssmdaher folgende Aspekte
bertucksichtigen:

* Arzneistoff-Beladung

« therapeutische Zielstellung und mégliches drugeting

e Trager-Schicksal in vivo, d.h. wie steht es mitehaktionen mit der biologischen
Umgebung, der Abbaurate und der Akkumulation inaDem

» akute und chronische Toxizitat

* Herstellung im Grol3malf3stab

» physikalische und chemische Lagerstabilitat

¢ Kosten

Eine hohere Arzneistoff-Beladung, z.B. durch eirebesserte Ldslichkeit, und auch ein
maogliches drug-targeting kénnen zu einer Dosisrédokfihren, was eine geringere
Belastung des Organismus bedeutet.

Einer der Hauptvorteile von Nanopartikeln ist deatimliche Ursprung und somit die
Bioabbaubarkeit der Lipide, was die Gefahr einexiditit praktisch ausschlief3t.

Der Gebrauch von Polymeren in Nanopartikeln betehalie Probleme des Rest-Gehaltes an
organischen  Ldsungsmitteln,  Polymer-Zytotoxizitat ndu die  Umstellung des
Herstellungsprozesses auf den GroRmal3stab. EireregitProblem stellt die Polymer-
Hydrolyse wahrend der Lagerung dar, weshalb ot eyophilisation erforderlich ist, um den

Polymerabbau zu verhindern.
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4.1 Nanoemulsionen

Emulsionen sind per definitionem disperse Systemgezavei miteinander nicht mischbaren
Fllssigkeiten. Sie sind von Natur aus thermodynemisstabil, kbnnen aber mit Hilfe von
Emulgatoren stabilisiert werden.

Nanoemulsionen sind Emulsionen mit einer Teilchéfgrvon 100-500 nm.

Tab. 6: gibt eine kurze Ubersicht (iber die Unteiesibd zwischen Nanoemulsionen und Mikroemulsionen

Nanoemulsion Eigenschaft Mikroemulsion
< 500 nm (< 1000 nm) Partikelgrof3e 10-100 nm

Nein Optische Isotropie ja

Milchig Erscheinung transparent
Kinetisch Stabilisierung thermodynamisch
durch Energieeintrag Entstehung spontan

statisch Mikrostruktur dynamisch

~50 mN m' Grenzflachenspannung ~0mN n'
Niedrig Tensid-Konzentration hoch

In den 1950er Jahren wurden die Lipid Nanoemulsioma Rahmen der parenteralen
Ernahrung eingefuhrt. Als Lipidphase dienten pflate Ole, z.B. Sojadl, oder mittelkettige
Trigylceride (z. B. Miglyof) verwendet, deren Anteil in der Regel 10-20 % Beulsion
ausmachte. Weitere Bestandteile waren Phospholifigg1,5 %, zur Stabilisierung) und
Glycerol (2,25 %, fur Osmolaritat). Im Laufe dehdahat man erkannt, dass dieses System
auch als Trager fur lipophile Arzneistoffe genwtarden kann, und so wurde eine Reihe von
Formulierungen eingefuhrt (Wretlind 1981, Collingl® et al. 1990, Prankerd und Stella
1990, Venkataram et al. 1990, Davis 1974 und 1%16az et al. 1993, Mduller und
Heinemann 1994, Klang et al. 1998).

Einige Beispiele von bereits im Handel befindlichepid-Emulsionen als Fertigarzneimittel

sind in Tab. 7 aufgefuhrt.
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Tab. 7:Beispiele Handelspraparate wirkstoffhaltigigid Emulsionen

Wirkstoff Handelsname Indikation Hersteller
Diazepam Diazepam-Lipufo Sedativum Braun
Diazepam Stesolfd Sedativum Alpharma-Isis
Etomidat Etomidat-Lipurd Anastheticum Braun

Propofol Propofof? Lipuro 1 %/-2 % Anastheticum Braun
Propofol Disoprivafi 1 %/ 2% Anastheticum Astra Zeneca
Propofol Propofd! 1%/2% Fresenilfs Anastheticum Fresenius Kabi

Rojanasakul et al. 1992 zeigten in ihrer Arbeisgdaiele Gewebe auf ihrer Oberflache eine
negative Ladung aufweisen. Diese negative Ladutstedrt durch den isoelektrischen Punkt
des Proteins Keratin (3,7-5) bei einem Haut pH-Wert etwa 5,5-6,5. Die Lipide auf der

Hautoberflache bestehen u.a. aus Triglyceridenddieh bakterielle Lipasen in Mono- und

Digylceride sowie freie Fettsduren gespalten werdadurch entsteht ein pH-Wert auf der
Hautoberflache von 5,5-6,5. Um die negative LaddeigHaut auszunutzen, wurden vermehrt
positiv geladene Formulierungen, z. B. Nanoemuksioantwickelt, die durch Anziehung der

entgegengesetzten Ladungen zu einer verstarkteraktion mit der Hautoberflache fiihren.

Hauptvorteile von Nanoemulsionen sind:

* Ldsungsvermittlung schlecht wasserléslicher Arziodie

» toxikologische Unbedenklichkeit

« hoher Anteil an Lipidphase, dadurch héhere Beladuitglem Arzneistoff
» Herstellung im Grol3malf3stab, z. B. per Hochdruckhgenisation

» Sterilisierbarkeit des Endproduktes

» Stabilisierung hydrolyseempfindlicher Arzneistoffe

Aufgrund der geringen Partikelgro3e von Nanoemuaksiound des flissigen Zustands des
Tragers ist eine kontrollierte Arzneistofffreisetgu stark limitiert. Fir die meisten
Arzneistoffe wurde eine schnelle Freisetzung festjk (Magenheim et al. 1993, Benita et
al. 1986a und 1986b). Es wird geschéatzt, dass wnsigerte Arzneistofffreisetzung sehr
lipophile Arzneistoffe erfordert, deren Octanol/\WasVerteilungskoeffizient groRer als
1 000 000: 1 sein sollte (Nishikawa et al. 1998).
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4.1.1 Dermale/ Transdermale Anwendung

Die Hauptbarriere der Arzneistoffpenetration stdbis Stratum corneum (Hornschicht) dar.
Man bedient sich physikalischer Verfahren (Hydiatat lontophorese, Warmebehandlung)
und chemischer Prinzipien (Prodrugs, Penetratidresgser) Verfahren, um diese Barriere zu
Uberwinden (Kalbitz et al. 1996). Die Verwendungnvdenetrationsenhancern zur
Verbesserung der dermalen Arzneistoffpenetratianjedoch haufig mit Hautirritationen,
Toxizitdt und Sensibilisierung verbunden (Neubert &. 1996). Liposomen und
Nanoemulsionen haben in ihrem Aufbau gewisse Sitréknlichkeiten. Phospholipide stellen
die Grundbausteine flr Liposomen dar, die als Kigeige Vesikel aus einer (unilamellar)
oder mehreren (multilamellar) Lipiddoppelschichtemfgebaut sind. Hinsichtlich der
Penetrationserhbhung von Arzneistoffen fir die ddemApplikation gibt es zahlreiche
Untersuchungen (Neubert et al. 1998). Eine verstafkechselwirkung der Phospholipide mit
dem Stratum corneum fihrt zu einer vollstadndigesidhierung der Phospholipide mit den
lamellaren Lipidstrukturen der Haut und damit zmeei Penetrationserhdhung (Amselem
1998). Die Diffusionseigenschaften positiv und riegageladener Nanoemulsionen mit
Miconazol und Econazol wurden an der weiblichenrlbgan Ratte getestet (Piemi et al.
1999). Dabei wurden bei den positiv geladenen Newutgonen sowohl bei Miconazol als
auch bei Econazol hohere Arzneistoffmengen im Ataepedium, in der Dermis und in der
Epidermis und somit auch eine hdhere Gesamtmen@endgn. Friedmann et al. 1995
untersuchten den Einfluss von Nanoemulsionen asifAdesmalf3 der Penetration und auf die
Effektivitat. Die Corticosteroide Betamethasonvatarnd Betamethasondipropionat bzw. die
NSARs Diclofenac, Indomethacin, Naproxen und Prawi zeigten dabei, verglichen mit
herkdbmmlichen halbfesten Zubereitungen, eine vedrés Penetration bzw. bessere
Effektivitat bezuglich der antiinflammatorischen Miing.

4.1.2 Parenterale Anwendung

Levy und Benita 1989 beschrieben in ihrer Arbed Entwicklung einer Nanoemulsion zur
parenteralen Applikation von Diazepam und verweenletiabei zur Stabilisierung eine
Kombination aus den Emulgatoren Ei-Phospholipid &udoxamer 188. Die Verwendung
von Stearylamin (SA) zur intraventsen Applikatiagimkte wegen der relativ hohen kritischen
Mizellenbildungskonzentration (CMC) problematischeins Die verwendete SA-

Konzentration in diesen Untersuchungen ist wesdntioher als die CMC. In Tiermodellen
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wurde zwar die Toxizitat von positiv geladenen Namalsionen mit SA als eher niedrig
bewertet (Klang et al. 1994), dennoch weist schenHkrsteller Sigma Aldrich GmbH auf
die Haut- und Schleimhautirritation hin. Die Obadheneigenschaften von gemischten
Phospholipid-SA Monolayern und dessen Interaktion@h einem nichtionischen Tensid
(Poloxamer) wurden in vitro untersucht (Korner letl@94). Wegen des Verdachts von SA in
reiner Form irritierend zu sein, wurde SA in Komdtion mit einem Phospholipid in einer
positiv geladenen Nanoemulsion flinf Tage lang diciméam Kaninchenauge appliziert und
problemlos, ohne eine toxische oder entziindlichevart gut vertragen (Klang et al. 1994).
Uber einen Zeitraum von 30 Tagen filhrte die Bohjektion derselben Nanoemulsion zu
keinem Todesfall der Kaninchen, was fur das Feldgrer akuten Toxizitdt spricht. Die
gleiche an Ratten durch die Jugular-Vene appliigobsitiv geladene Nanoemulsion
verursachte keine Neurotoxizitat (Korner et al. 49%ine verlangerte analgetische Wirkung
von Nalbuphin, ein Morphin&hnlicher Arzneistoff, durseiner Prodrugs Nalbuphinbenzoat
und Nalbuphinenanthat war das Ziel einer Untersnghton Wang et al. 2006. Die in vivo
verlangerte analgetische Wirkung an Ratten zeigie gute Korrelation mit dem in vitro
Freisetzungsprofil. Es wurden auch parenterale Eiornugn mit einer PartikelgrofRe < 200 nm
fur die Applikation von Chlorambucil als Krebsthpeatikum entwickelt (Ganta et al. 2008).
An Ratten mit Colon-Karzinom zeigte diese Emulsion Nanometer-Bereich eine
verlangerte therapeutische Aktivitat. Seki et @042 verglichen in einer Untersuchung u.a.
die Plasmaspiegel von Dexamethasonpalmitat nacdtedgsarenteraler Applikation an Ratten
mit Hilfe von Lipid Nanospharen (LN, Lipid-Emulsionen in Nanometer-Bereich, gegen
gewohnliche Lipid-Emulsionen. Die signifikante Rfenz im Plasmaspiegel nach
Applikation von Lipid Nanospharen war erst nachff@unden ausgeglichen. Wang und
Cory 1999 haben eine Uberséttigte stabile Nanoeéomulsiit Tirilazad zur parenteralen
Applikation entwickelt. Das besondere hierbei wadass die Arzneistoffkonzentration in der
Nanoemulsion mit ausgezeichneter physikalischail8tt, mehr als doppelt so grol3 war wie

in einer herkdmmlichen Emulsion.

3.1.3 Perorale Anwendung

Eine Nanoemulsion mit Primaquin wurde peroral abidd-Mausen angewendet und mit
einer Primaquin-LOsung verglichen. Die Nanoemuldidmrte im Vergleich zur Lésung zur
Reduktion der antiparasitaren Aktivitat um 25 %e Dintersuchung bezglich der Verteilung

des Arzneistoffs ins Plasma, in die Leber, die &herdas Gehirn, die Milz, die Lungen und
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das Herz ergab signifikant hohere KonzentrationenPaimaquin bei Anwendung der
Nanoemulsion verglichen mit der gewohnlichen Los{8qgh und Vingkar 2008). Eine
orale Cefpodoxim-haltige Nanoemulsion wurde an étatjegen eine alkoholische Lésung,
eine Suspension, eine herkdbmmliche Emulsion und parenterale Lésung hinsichtlich der
Absorption bzw. der absoluten Bioverfugbarkeit Vietgen (Nicolaos et al. 2003). Die
Nanoemulsion und die normale Emulsion waren in Zlsgammensetzung identisch. Unter
den oralen Formulierungen erzielte die Nanoemulsiie grof3te Bioverfligbarkeit,
vergleichbar mit der der parenteralen Losung. Ienal. 1996 verglichen die orale
Bioverfugbarkeit von Desmopressin in Form zweietyRPer-haltiger (Carbopol 940 und
Methocel K4M) mucoadhasiver Nanoemulsionen gegeme einicht-mucoadhdasive
Nanoemulsion und eine Salzlésung. Beide mucoadé@sianoemulsionen fihrten zu einer
Erh6hung der oralen Bioverfligbarkeit, fir die steftretend die antidiuretische Aktivitat

ermittelt wurde.

3.1.4 Ophthalmologische Anwendung

Ein wichtiger limitierender Faktor fur die Anwendyzahlreicher Arzneistoffe am Auge ist
die geringe Wasserloslichkeit. Diese Arzneistofféssen die Barrieren (z.B. Hornhaut) des
Auges Uberwinden, um an den Wirkort zu gelangensmdine Wirkung zu entfalten. Diese
Permeation als der geschwindigkeitsbestimmendetSstallt ein weiteres Problem dar, well
in der Cornea sowohl hydrophile als auch lipopfiawvebsbarrieren vorhanden sind. Téglich
produzieren die Tranendriisen etwa 1 mL Tréanen, iadreTranenfilm insgesamt etwa 7 pL
umfasst. Der Hauptanteil der Arzneistofflosung odeuspension von applizierten
Augentropfen mit einem Volumen von 25-50 pL wireh@nhalb von 1-2 Minuten durch den
Auswascheffekt von der Oberflache weggespult (Marchind Benita 1994). Diese geringe
okulare Bioverfligbarkeit nach einer ophthalmololyest Applikation eines Arzneistoffs ist in
der Arbeit von Prausnitz und Noonan 1998 belegtdeor Diese mit wassrigen Lésungen
verglichene schlechte Bioverflugbarkeit von lipophilArzneistoffen am Auge wurde mit
zahlreichen Formulierungen verbessert (Tab. 8).

Die Wechselwirkungen Ciclosporin-haltiger durch &yamin positiv. und mit
Deoxycholsaure negativ geladener Nanoemulsionendeiit Auge wurden am Kaninchen
untersucht (Abdulrazik et al. 2001). Dabei zeigie positiv geladene Nanoemulsion einen
ausgepragten Reservoir-Effekt von mehr als 8 Stunide cornealen und conjunktivalen

Gewebe des Kaninchenauges. In einer weiteren Stwdiede die elektrostatische
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Wechselwirkung einer positiv geladenen Nanoemulsith der Cornea gezeigt, die bei

physiologischem pH-Wert eine negative Ladung autv@Rojanasakul und Robinson 1989).

In einer Ex-vivo-Untersuchung konnten die besséenetzungseigenschaften einer positiv

geladenen Nanoemulsion an der Kaninchencorneagjereiden (Klang et al. 2000).

Die topische Applikation einer Nanoemulsion am Aufidrt vermutlich wegen der
Elektrolyten der Tréanenflissigkeit zum Brechen 8moemulsion. Die Wasserphase der
Nanoemulsion flieRt dabei ab, wahrend die arznéfisttadene Olphase als ein Depot im
Bindegewebssack (Sackgasse) fur eine lange Zeltleiet. Aufgrund der Lipophilie der
Arzneistoffe in O/W-Nanoemulsionen scheint die s@mnjunktivale Penetration wichtiger zu
sein als die klassische transcorneale PenetrddieBindehaut hat verglichen mit der Cornea

die Vorteile der gro3eren Oberflache und der hdh&ermeabilitdt. Eine Nanoemulsion als

Applikationssystem erhoht die lokale Bioverfligbatrkbalt den pharmakologischen Effekt

des Arzneistoffs aufrecht und senkt die systemis®tebenwirkungen eines Arzneistoffes.

Tab. 8: Ubersicht einiger O/W-Nanoemulsionen zustbalmologischen Anwendung

Literatur Ladung der | Arzneistoff Anwendung
Nanoemulsion

Melamed et al. 1994 negativ Adaprololmaleat  Glaukom

Ding und Olejnik 1997 negativ Ciclosporin trockenes Auge

Ding et al. 1995, Sall et al. 2000

Small et al. 2002, Brignole et al.

2000 und 2001, Kunert et al.

2000, Turner et al. 2000

Muchtar und Benita 1994,negativ Dexanabinol und | Glaukom

Naveh et al. 1994 und 2000 Pilocarpin (Base)

Muchtar et al. 1997 negativ Indomethacin Entziindung

Calvo et al. 1996

Zurowska-Pryczkowska et glnegativ Pilocarpin (Base)| Glaukom

1999, Garty et al. 1994

Muchtar et al.1992 negativ A®-THC Glaukom

Klang et al. 2000 negativ und positiy  Indomethacin | Entziindung

Wehrle et al. 1996 negativ und positiv = Miconazol |ziAfektion

Klang et al. 1999 positiv Piroxicam Entzindung
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4.2 SLN/NLC

Wenn man anstelle des Ols (fliissiges Lipid) der déamulsionen (s. 3.1) feste Lipide
einsetzt, erhalt man feste Lipidpartikel (SolididipNanoparticles, SLN) oder bei Mischungen
aus einem flissigem und einem festem Lipid NLC @$&aructured Lipid Carrier).

Die ersten festen Lipidmikropartikel, ,Nanopelletgid ,Lipospheres” wurden in den 1980er
Jahren durch Spruhtrocknung oder durch Disperggeronit hochtourigen Ruhrern und
Ultraschall hergestellt (Domb 1993, Speiser 199@®s wurde nach alternativen
Herstellungsmethoden gesucht, da diese Formulierurgjnen hohen Mikropartikelanteil
aufwiesen und somit fir eine i.v. Applikation ungget waren. Physikalische Instabilitéaten
und der relativ hohe Tensidgehalt zur Erzielungnide Partikel waren weitere Nachteile
dieser Formulierungen. Feste Lipid-Nanopartikel deur Anfang der 1990er Jahre als ein
neuartiges Tragersystem mit deutlich verringerternkrdpartikel-Gehalt etabliert (Gasco
1993, Muller und Lucks 1996).

SLN bestehen aus festen Lipiden oder lipidéahnlicBebstanzen physiologischer Herkunft
oder solchen mit einer GRAS Einstufung. Die mitl&artikelgrofie liegt bei ca. 100-500 nm.
Zahlreiche Untersuchungen (Ahlin et al. 2000, Claealal. 1996, Domb et al. 1995, Heiati et
al. 1996, Jenning und Gohla 2001, Lukowski et @D@® Mduller et al. 1997a, Santos Maia et
al. 2000, Siekmann und Westesen 1994, Yang et 399,1Zhang et al. 2000) sowie
allgemeine, zusammenfassende Ubersichtsarbeitehn@eund Mader 2001, Miiller et al.
1995, Mller et al 2000a) beschaftigten sich mit Herstellung und Charakterisierung von
SLN. Eine gute und zusammenfassende Ubersicht anemferalen Applikation von Lipid-
Nanopartikeln wurde von Joshi und Muller 2008 esédd.

Durchgesetzt haben sich als Verfahren bei der Rtau von SLN die Hochdruck-
homogenisation, in beschranktem Mal} die Prazipiataus O/W-Emulsionen und die
Herstellung aus einer Mikroemulsion (Gasco 1997hi&and Dingler 2001, Marengo et al.
2000, Muller und Lucks 1996, Miiller et al. 2000&)s&6m et al. 1995). Der Gebrauch von
und der Rest-Gehalt an organischen Losemittelbastden letzten beiden Verfahren als ein
Nachteil einzustufen. Bezuglich ihrer physikalisth&tabilitat, Struktur, Kristallinitat,
Sterilisierbarkeit, Trocknung, Weiterverarbeitungu zGlobuli, Tabletten, Cremes,
Wirkstoffinkorporation und kontrollierter Wirkstatbgabe lipophiler und hydrophiler
Wirkstoffe fur unterschiedliche Applikationsartgmd., i.v., i.p., dermal) wurden SLN in vitro
und in vivo intensiv charakterisiert (z.B. Freitasd Muller 1999, Heiati et al. 1998, Mller et
al. 1997b, Mdller et al. 2000, Westesen et al. 19@ra et al. 1999).
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Vorteile von SLN gegeniber anderen Arzneistofftradeei dermaler Applikation sind:

» Schutz labiler Wirkstoffe gegen chemische Zersajz{ibingler 1998, Jenning 1999,
Jenning und Gohla 2001)

e Einarbeitung in Cremes und Hydrogele (Dingler 19E8)ning 1999)

« Wirkstoffanreicherung in bestimmten Hautschichtdenfing et al. 2000b, Santos
Maia et al. 2000)

» Kontrollierte Wirkstoffabgabe inkorporierter Wirkdte (Dingler et al. 1998, Jenning
et al. 2000a)

4.3 Nanosuspension

Nanosuspensionen (NS) mit einer Teilchengréf3e snlbgstehen lediglich aus Arzneistoff,
Emulgator und Wasser. Mogliche Herstellungsmethaileth z.B. per Kugelmuhle (Merisko-
Liversidge et al. 1996) oder Hochdruckhomogenisa(iduller und Peters 1998, Ford et al.
1999). Tab. 9 gibt eine kurze Ubersicht Uiber bsmigelassene NS Arzneimittel.

Tab. 9: Beispiele einiger Nanosuspensionen alsgaerneimittel

Produkt Arzneistoff Hersteller
Rapamune Sirolimus Wyeth
Ritalin LA Methylphenidate Novartis
Emend Aprepitant Merck

Bei dem Fertigarzneimittel Rapamheird der Arzneistoff Sirolimus zuerst mit dem Tihs
Poloxamer 188 als Nanosuspension vorformuliert. s®ieNanocrystal8 werden
anschlieBend zu einer Schicht-Tablette verarbditetiir wird ein inerter Tabletten-Kern aus
Lactose, direkt komprimiert mit PEG 8000 und Talkuranerst mit einem Schellack-Siegel
und dann mit einer Zucker-Andeckschicht tUberzogParauf wird die aktive Schicht
bestehend aus Nanosuspension, Zucker und mikralknst Cellulose aufdragiert.

Eine gute Ubersicht tiber verschiedene Herstell@sbsiken und Patente findet sich in der
Arbeit von Keck und Muller 2006.
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4.4 Mikroemulsionen

FUr Arzneistoffe, die nicht als wassrige LOsungemmiuliert werden konnen, stellen
Mikroemulsionen (ME) u.a. neben Nanoemulsionen eieéersprechende Alternative dar.
ME sind thermodynamisch stabile, einphasige, njediskose und opaleszente Systeme und
bestehen aus einer lipophilen, einer hydrophilemgonente, einem Tensid und einem Ko-
tensid. Der Begriff Mikro im Namen suggeriert immilich eine Partikelgréf3e im pum-Bereich.
Tatsé&chlich sind ME etwa 10-100 nm Klein. Der Aigtedf muss dabei in einer geeigneten
lipophilen Komponente, z.B. in Fettsauren, Fettséstern, Fettalkoholen oder Triglyceriden,
gelést werden Am meisten verwendet werden Isopropystat und Isopropylpalmitat. Es ist
bekannt, dass lipophile Komponenten mit einer sahgen Kohlenstoff-Kette, z.B. Sojadl,
problematisch sind bei der Bildung von ME. Kompaeenmit einer mittleren Kettenlange,
z.B. MCT oder Fettsaureester hingegen sind geagndfandidaten. Die pharmazeutische
Anwendung von ME ist durch die physiologische \Vagtichkeit der eingesetzten Tenside
bzw. deren hohe Konzentrationen stark eingeschr@nkich die Wasseraufnahme sinkt die
in der wasserfreien Mischung der ME-Komponenterhandene Sattigungsloslichkeit eines
lipophilen Arzneistoffs. Wenn beim Uberschreitenr &ttigungsloslichkeit der Arzneistoff
nicht auskristallisiert, entsteht eine Ubersattigigégsung mit hoher thermodynamischer
Aktivitat. Der Arzneistoff strebt so schnell wie giith das Verlassen des Systems an. Dieser
Vorgang kann zu einer Erhdhung der Bioverfugbarken schwerléslichen Arzneistoffen
und somit zu einer langeren Wirkdauer fuhren. Z&ele, die oft bei Arzneistoffen
angestrebt, aber oft nicht erreicht werden. DereArgines Tensids in einer gewdhnlichen
Emulsion ist sehr gering, 0,1 — 10 % des Gesamtdesii In einer ME betragt dieser Anteil
mindestens 10 %. Dieser hohe Anteil ist erfordbrlizveil der Anstieg der Grenzflache
zwischen der wassrigen und der lipophilen Phase geifd ist. Das Kotensid spielt eine
entscheidende Rolle in ME, indem es das Tensidrstitet die Grenzflachenspannung zu

reduzieren und so die thermodynamische Stabilit@gexvahrleisten.

4.4.1 Dermale/Transdermale Anwendung

Positiv geladene Miconazol-haltige Mikroemulsiornegigten gegeniber negativ geladenen
eine mehr als doppelt so groRe Akkumulation in®gweinehaut (Piemi et al. 1999).
Eine ausfiihrliche Ubersicht (ber die dermale bzwanddermale Anwendung von

Mikroemulsionen gibt die Arbeit von Heuschkel et @008 wieder. Dabei wurde die
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Penetration bzw. Permeation sowohl in vitro alshairc vivo an zahlreichen Tier-Spezies
(Ratte, Maus, Kaninchen, Schwein und Rind) und aaoh Menschen untersucht. Die
Auswahl der in dieser Ubericht wiedergegebenen plgen, hydrophilen und auch
amphiphilen Arzneistoffe ist sehr vielfaltig undatet dabei von NSAID’s, Lokalanasthetika
bishin zup-Blockern. Kemken et al. 1992 erreichten mit eiBddung einer Uberséattigten
Bupranolol-haltigen Mikroemulsion aus einer wasseeh Mikroemulsion einen gesteigerten
Arzneistoff-Flux und somit einen erhdhten pharmakw@imischen Effekt in Albino-
Kaninchen. Die hydrophile Komponente bestand naistWasser. Kochsalz-Losung (pH 7,4
bzw. 0,01 molar), Acetatpuffer und PBS-L6sung (gkisdene pH-Werte) waren eher die
Ausnahme. Die Auswahl der lipophilen Komponenteemtiert sich vor allem an den
Losungseigenschaften fur die Arzneistoffe. Typisdipophile Komponenten sind z.B.
Olsaure, Isopropylmyristat, Isopropypalmitat und MCBesondere Sorgfalt ist bei der
Auswahl der Tenside und Kotenside geboten, sie edirhicht irritierend sein.
Sorbitanfettsdure-Ester, Polysorbate, (PEGyliert@)ycerolfettsdure-Ester, PEGylierte
Fettalkohole und Poloxamere zahlen zu den am nmeggbrauchten Tensiden. Als Co-Tensid

werden vor allem Alkohole, wie z.B. Ethanol, (Isérppanol und Propylenglykol verwendet.

4.4.2 Parenterale Anwendung

Date und Nagersenker 2008a geben eine Ubersicht fids@nterale Mikroemulsionen.
Dieselben Autoren untersuchten auch das PotenaialMikroemulsionen zur parenteralen
Applikation von Propofol (Date und Nagersenker 28)08abei zeigte eine ausreichend
physikochemisch stabile Propofol-haltige Mikroenmusvernachlassigbare Hamolyse und ist
damit eine geeignete Alternative zum bereits vodeaen Diprivafi. Rhee et al. 2007
entwickelten eine Mikroemulsion zur parenteralen plation und verglichen das
hamolytische Potenzial dieser Mikroemulsion mit d&ertigarzneimittel Sporan8xund
einer PEG 400-L6sung mit Itraconazol. Dabei zesith eine Uberlegenheit der entwickelten
Mikroemulsion gegeniiber SporarffoArzneistoff Itraconazol) und Bioaquivalenz mitrde
PEG-400-LOsung. Park et al. 1999 untersuchtendieaPlasmaspiegel von Flurbiprofen nach
Injektion einer Mikroemulsion, einer wassrigen Logu(PBS, pH 7,4) und von Lipf&n
(enthilet Flurbiprofenaxetil als Prodrug) in Rattdereits nach 15 min zeigte sich bei der
Mikroemulsion ein signifikant hoherer Plasmaspiet¢@le und Patravale 2008 entwickelten
erfolgreich eine physikalisch und chemisch stahitgazepam-haltige Mikroemulsion mit

sehr niedrigem hamolytischem Potenzial als Altéveazum bereits erhéltlichen Ativ&n
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Eine Mikroemulsion mit Rifampicin, einem saurelapil Tuberkulostatikum, wurde von
Ahmed et al. 2008 entwickelt, u.a. die Freisetzuwmgl die physikochemische Stabilitat

untersucht und als eine alternative Formulieruridadirt.

4.4.3 Perorale Anwendung

Die wohl bekannteste orale Applikatio einer Mikradsion ist die von Cyclosporin
(Sandimmufi Optoral 100 mg/ml Lésung zum Einnehmen) u.a. zwopRylaxe der
Transplantat-Absto3ung nach allogenen Transplamkti von Niere, Leber, Herz, Lunge und
Pankreas. Gui et al. 2008 formulierten eine Mikraion zur oralen Anwendung von
Berberin, einem Isochinolin-Alkaloid aus der Beitmy mit schwacher antibiotischer
Wirkung und einer Bioverfiigbarkeit von weniger &l8 nach i.v.-Gabe am Kaninchen. Sie
untersuchten vergleichend die Resorption ihrer mheiten Mikroemulsion mit einer
Suspension, hergestellt aus Tabletten, an Rattee. mBlative Bioverfigbarkeit der

Mikroemulsion betrug gegeniber der Tablette 647 %.

4.4.4 Ophthalmologische Anwendung

Trotz einiger Nachteile haben Mikroemulsionen \bai der Applikation am Auge auch
Vorteile:

» thermodynamische Stabilitat

» einfache Herstellung

* Transparenz

» gute Tropfbarkeit.

Weiterhin haben Untersuchungen gezeigt, dass biedimgh eine verbesserte Loslichkeit und
Stabilitat der verwendeten Arzneistoffe eine Vesgeesng der okularen Bioverflugbarkeit
erreicht werden kann. Man darf auch nicht vernadidien, dass ein Kotensid-Anteil von
>15 % selbstkonservierend wirkt (Keipert 1997, ¥@amme 2002). Indomethacin und
Atropin wurden als schwerlosliche Arzneistoffe inikkbemulsionen mit den Tensiden
Polysorbat 80 und Lecithin eingearbeitet und soStabilitdt von Indomethacin verglichen
mit wassriger Losung erhoht (Siebenbrodt und Keip@81). In einer weiteren Untersuchung
zeigten sich bei in vitro Freisetzungstests vehglic mit wassrigen Pufferldosungen eine
verzogerte und im Vergleich zu Augendlen eine sltbreeFreisetzung von Chloramphenicol,
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Indomethacin und Diclofenac-Natrium, die zusammeit dem nichtionischen Tensid
Poloxamer 184 in Mikroemulsionen eingearbeitet wardSiebenbrodt und Keipert 1993).
Keipert und Schulz 1994 entwickelten Mikroemulsiormait Saccharoseestergemischen als
Tenside, um die ophthalmologische Vertraglichkeitverbessern. Im HETCAM-Test wurde
gezeigt, dass die Formulierungen nicht irritieréiid Schleimhaute sind. Pilocarpin als
Modellarzneistoff in einer Mikroemulsion mit Lecithund Miranol zeigte einen verzdgerten
Wirkeintritt, aber langere und intensivere Wirkumgrglichen mit wassrigen Augentropfen
(Naveh et al. 1994). Eine verzogerte Freisetzung Ylocarpinhydrochlorid in einer
Mikroemulsion auf Lecithin- und Macrogol-1500-glyo&icinat-Basis wurde von Hasse und
Keipert 1997 erreicht. Radomska und Dobrucki 200@wikelten und charakterisierten
verschiedene Mikroemulsionen mit Polysorbat 60 u8@ und Sojalecithinen zur
ophthalmologischen Anwendung von Vitamin A (Ret)nahd seinen Estern, die Uber 6
Monate physikalisch stabil waren. Eine gut vericigt Dexamethson-Mikroemulsion wurde
entwickelt und mit einer Dexamethason-SuspensioAlaimo-Kaninchen verglichen (Fialho
und da Silva-Cunha 2004). Es wurden zu verschigdeteten nach ophthalmologischer
Applikation Kammerwasser-Proben genommen und auf @ehalt an Dexamethason
untersucht. Der Zeitpunkt der maximalen Konzergratder Mikroemulsion wurde schon
nach 30 min erreicht, bei der Suspension hingegeh 60 min. Die maximale Konzentration
der Mikroemulsion war verglichen mit der Suspensioppelt so gro3. Diese Mikroemulsion

wurde vom Kaninchen-Auge gut vertragen.
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5 Materialien
5.1 Lipide

5.1.1 Eutanof G

Eutanof G (EG, Fa. Caesar & Loretz, Caelo, GmbH, Hildem} hls an Position 2
verzweigter, einwertiger Alkohol einen Schmelzbelneil °C bis +1 °C. Er ist eine universell
einsetzbare ,Olkomponente®, ist farb-und geruchltescht loslich in fetten Olen aber
praktisch unléslich in Wasser. EG hat eine Dichtm 0,84 g/cm (Sicherheitsdatenblatt
Caelo) (0,83-0,85, Fiedler 1996: 0,8463), eine dyisahe Viskositat von 60 mPa s (20 °C)
und einen gemessenen Brechungsindex von 1,456.e&itzb gute LOseeigenschaften fur
verschiedene Wirkstoffe und verbessert das Peiwtsaermdgen von Salben und Cremes
bzw. deren Wirkstoffen.

Caelo macht folgende Angaben zur Toxizitat: LD &fal, Ratte) betragt >5000 mg/kg und es
besteht keine Reizwirkung auf Haut und Augen (OE@®/405). Weiterhin wurde an
haarlosen Mausen, an Ratten, am Kaninchen und amsd¥len (Patch-Test, Burckhardt-Test)
die Prifung auf lokale Vertraglichkeit durchgefuhfiusammenfassend wurde festgestellt,

dass Eutan8IG praktisch ungiftig und gut lokal vertraglich.ist
5.1.2 Tegosoft CT

Tegosoff CT (Capriyltriglycerid) ist ein natirlichen Triglyceriden nachefundenes
kosmetisches Ol mit angenehmem Hautgefiihl. Esnigtslich in Wasser, farblos bis gelblich
mit schwachem Eigengeruch und hat eine Dichte v88%g/ cni (20 °C). Es besitzt ein
gutes Losungsvermdgen fur ollésliche Wirkstoffe ubd/-Filter. Es ist ein universell
einsetzbares Emollient mit pflegenden Eigenschafiasierend auf pflanzlichen Rohstoffen.

5.1.3 Tegosoft OP

Tegosoff OP Octylpalmitat) ist ein universell einsetzbares Ol mieginden Eigenschaften
und guten Losungseigenschaften fur Wirkstoffe. &sunldslich in Wasser, gelblich mit

schwachem Eigengeruch. Die Dichte betréagt bei 20,857 g/ cril
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5.1.4 Tegosoft DEC

Tegosoff DEC Diethylhexylcarbonate) ist ein sehr leichtes Ol mit sehr niegirigiskositét
und sehr gutem Spreitvermdgen. Es ist unldslidvasser, 6slich in Ethanol, hat eine Dichte
von 0,88 g/ cribei 20 °C. Es zeichnet sich durch ein gutes Losuernogen fir kristalline
Wirkstoffe aus. Es ist als einzigartiges Emollieesonders gut geeignet fir leichte und nicht-

6lige Hautpflege und Sonnenschutzprodukte.

Alle Olkomponenten der Tegosoft-Reihe wurden voguBsa, Personalcare, Essen bezogen.
5.1.5 Miglyol®

Das flussige Triglycerid Miglyol (Fa. Caesar & LtoreécmbH, Hilden) besteht hauptsachlich
aus den Estern dergy, Fettsduren. Es wird als 6lige Komponente mit gugereitungs -
und permeationsfordernden Eigenschaften fur Sugpess Losungen, Salben; Cremes und
als Losungsvermittler eingesetzt. Miglyol besitzinee niedrige Viskositat und einen
Erstarrungspunkt von -22 °C bis -50 °C, je nach Mikation.

5.1.6 Propylenglykol

Propylenglykol (1, 2-Propandiol) ist eine klarerbiase, fast geruchlose, mit Wasser und
Ethanol mischbare, aber mit fetten Olen nicht-miseh Flissigkeit. Es wird als Kotensid in
Mehrkomponentensystemen angewendet und forderBittleing von O/W-Emulsionen. Es
kann die Loslichkeit und die Resorption verschienteWirkstoffe verbessern. Durch seine
antimikrobielle Eigenschaft sind weitere Konseruiggsmittel nicht erforderlich. Das Haut-
Irritationspotenzial ist konzentrationsabhangigaeEd0 %ige wassrige Losung wirkt an der
Schleimhaut nur leicht irritierend. 50 % ige Losangverursachen am Kaninchenauge keine
Reizungen, eine unverdinnte Anwendung fuhrt jedach schwachen Ro6tungen der
Konjunktiva. 70 % ige Propylenglykol-Salben zeigtiem Humanversuch keine Reizungen
und Schadigungen (Grant 1993).
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5.1.7 Triacetin

Triacetin (1, 2, 3-Propantrioltriacetat, Alfa Aes#arlsruhe, Deutschland) ist eine farblose,
klare und viskose Flussigkeit. Triacetin hat eimeirgge Mischbarkeit mit Wasser und wird

u.a. als Weichmacher in Materialien fur Tablettesrizfige verwendet.

5.2 Tenside

Emulgatoren dienen zur Stabilisierung von Emulsiorfeus der grof3en Vielfalt an Tensiden
ist aus toxikologischen Griinden nur eine kleinelZ&éh pharmazeutische Formulierungen
verwendbar, wie z.B. Lecithine naturlichen Ursprsimgler synthetische Polymere, wie z.B.
Pluronic F68 (Poloxamer 188) oder Tween 80 (Polya80).

Die alte Bezeichnung Lecithin steht fir eine Misapovon nattrlichen Phospholipiden (s.u.).

5.2.1 Tweeff 80

Tweer 80 (Firma Unigema, Everberg, Belgien) (Polysorigd Polyoxyethylen (20)
sorbitanmonooleat) ist ein nichtionischer sterisdm@ulgator mit einem HLB-Wert von 15,3.
Polysorbate, Polyoxyethylen-Sorbitanfettsaureesigry Mischungen von Partialestern des
Sorbitans und seiner Anhydride mit Fettsdurenndie20 mol Ethylkenoxid pro mol Sorbitan
copolymersiert sind. Es ist eine gelb gefarbtekase Flussigkeit, 16slich in Wasser und
Ethanol, unléslich in Mineral6l, Erdnussdl. Von ddumanhaut und dem Kaninchenauge
wird das Produkt reaktionslos vertragen. Der LD56rWbei Ratten wird mit 38 g/kg
angegeben (Fiedler 1996). In zahlreichen oraleB. (Adalaf’ retard), parenteralen
(CordareX, Masern Impfstoff Merieu), ophthalmologischen (IsopteDex Augentropfen),
und dermalen (Flammazifie Creme, Cortidexason Salbe N, KariSonSalbe)
Fertigarzneimitteln ist Twe&rB0 als Hilfsstoff zugelassen (Rote Li%t€008).

5.2.2 Phospholipide

Verwendet wurden zur Herstellung der NanoemulsioBerulgatorgemische aus Soja- (S)
und Eiphospholipiden (E) (Lipoid KG, Ludwigshafen)e als amphiphile Emulgatoren mit
einer hervorragenden Hautvertraglichkeit in die gpeider Phosphoglyceride gehéren:
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- Lipoid E 80 (LESO)

« Lipoid S 75-3N (LS75-3N)
« Lipoid S 100-3 (LS100-3)
« Lipoid S 80-3 (LS80-3)

Tab. 10: Zusammensetzung verwendeter Phospholipide

LE8O LS 75-3N LS 100-3 LSL 80-3
Phosphatidylcholin (+LPC) 80,0-85,0 min. 70,0 n¥6,0 78,0-88,0
Phosphatidylethanolamin 7,0-9,5
Lysophosphatidylcholin (LPC) max. 3,0 15,0-25,(

Lysophosphatidylethanolamir max. 0{5

Sphingomyelin 2,0-3,0

5.2.3 Poloxamere

Poloxamere sind eine Gruppe von mehr als 50 vexdehien, amphiphilen, nicht-ionischen
Block-Copolymeren, die durch Polykondensation voropiglenoxid und Ethylenoxid
hergestellt werden. Polyoxypropylen (POP) stelltn daydrophoben Mittelteil und
Polyoxyethylen (POE) die hydrophilen Endteile im Islail. Im Namen der verschiedenen
Poloxamere sind Kennziffern wie L, P oder F. L stin flissig, P fur pastenartig und F fur
flocken- oder pulverférmig. Weiterhin steht im Nam&ne zwei oder dreistellige Ziffer. Mit
dem Faktor 10 multipliziert gibt die letzte Ziffelen ungefahren relativen Massenanteil der
Ethylenoxideinheiten in Prozent an. Die relative Idkiilmase des Polypropylenglykol-
Blockes wird durch die vorangehende(n) Ziffer(nedérgegeben. Alle Produkte zeichnen
sich durch eine praktisch nicht vorhandene Toxiatis (Fiedler 1996).

Poloxamer 188 (Lutrol F68 BASF, Ludwigshafen) ist ein praktisch nicht takiss, zur
parenteralen Anwendung zugelassenes sterischeshtionisches Polyoxyethylen-

Polypropylen-Blockpolymer (n = 75, m = 30, HLB 29).
Poloxamer 184 (Synperoffid. 64, C.H. Erbsloh, Dusseldorf-Hafen, Deutschlaizd)eine

viskose Flusigkeit{ = 720 mPa s, 25 °C) mit einem mittleren Molekuéavgcht von ca.
2900 (n =13, m = 30, HLB 15)
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5.3 Immunsuppressiva

5.3.1 Topische Glucocorticoide

Prednicarbat

Prednicarbat (PC) ist ein weil3es bis fast weil3dgelPupraktisch unléslich in Wasser, leicht
l6slich in Ethanol und Aceton, wenig l6slich in Pytenglykol. In wassriger Losung findet
bei pH <3 und >12 Hydrolyse statt. Es hat eine Sdhtemperatur von 110 bis 112 °C und
eine weiteren Schmelzpunkt der zweiten kristallifenm bei 183 °C. Eine 1 % ige wassrige

Suspension hat einen pH-Wert zwischen 6,5 und 6,7.

O

Abb. 5: Strukturformel von Prednicarbat

Prednicarbat (Abb. 5) gehért zu den neueren Setteitten, deren Kennzeichen ein besonders
gunstiges Nutzen-Risiko-Verhaltnis ist. Die Resmmpthach topischer Applikation ist gering
(nur 1 bis 10 % der Dosis) und abhéangig vom Haatared von der galenischen Zubereitung.
In der Haut wird PC rasch zu Prednisolon-17-ethlonat (PD-17-EC) metabolisiert, das
eine ca. 8fach starkere Affinitdt zu GC-Rezeptdranals PC selbst, und zerfallt langsam zu
Prednisolon (PD), das renal eliminiert wird.

Die antientziundliche, immunsuppressive, antipraodifi’e, apoptotische und auch
vasokonstriktorische Wirkung von Glucocorticoidellét die Grundlage der therapeutischen
Anwendung bei entzindlichen Erkrankungen der Habkrhebliche unerwinschte
Arzneimittelwirkungen, z.B. der Abbau von Skeletskulatur und Unterhautfettgewebe
(Hautatrophie), Zunahme und gleichzeitige Umveutegl von Fettreserven (Cushing-
Syndrom), Hemmung des Knochenaufbaus und damitheebdRisiko einer Osteoporose,

fuhrten zur Lokaltherapie mit einer deutlich besseNVertraglichkeit als bei peroraler
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Therapie. So fuhrt eine kurzfristige topische Andimg zu keiner Stbrung in der
Nebennierenrindenfunktion und ebenso ist die GefnrOsteoporose und des Hochdrucks
eher niedrig einzustufen. Die antiinflammatorisc8rkung beruht vor allem auf dem
Eingriff in die Zytokinsynthese. MembranstandigezBgatoren werden stimuliert, so dass IL-1
und TNF- o eine Signalkette auslosen, die zu einer zytopldsoien Freisetzung des
Nuklearen_laktorskB (NF«B) fiihrt. NFB ist ein Transkriptionsfaktor, der im Ruhezustand
Uber die Bindung an ein zytoplasmatisches Inhipratein (IKBa) inaktiviert ist, wandert in
den Zellkern, bindet an die Promotorregion seinahlzichen Zielgene, rekrutiert
Coaktivatoren und dsale _Tanskriptionshktoren (BTF) und leitet den Zutritt der RNA-
Polymerase und damit die Ablesung des kodierendsdls der Zielgerade ein. Dazu gehdren
z.B. die Gene von Zytokinen (IL-1, IL-2, IL-4, IL;8L-13, TNF-), Adhasionsmolekile
(ICAM-1, VCAM-1), chemotaktische Faktoren (GM-CSKJCP-1) und die Gene von
Enzymen (induzierbare Formen von Cyclooxygenase N@dSynthase, Phospholipasg) A
die Entzindungsmediatoren bilden. Die Tatsaches blaisallen Pharmaka, die mit der t-
Wirkung interferieren, antientziindliche und immumgstessive Wirkungen miteinander
verbunden sind, verdeutlicht die zentrale Stellungpn NRB. Auch andere
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. das Aktivator-1RA) bzw. der Nukleare Faktor aktivierter
T-Zellen (NFAT) fordern die Zytokinsynthese, wirkaher weitgehend spezifisch auf das IL-
2 Gen, anders als MB. Die Mediatorfreisetzung fuhrt zu einer zunehmamdeEntziindung
und bei Keratinozyten zu einer Differenzierungast@: Glucocorticoide greifen in diesen
Kreislauf durch Hemmung der Synthese von Interleeikj Chemotaktischen Faktoren,
Adhasionsproteinen und Mediatoren ein. Die Hemmuleg Zytokinsynthese fuhrt zur
Ruckkehr der aktivierten Zellen in den Ruhezustand zur Abnahme der Chemotaxis der
Entzindungszellen. Die T-Lymphozyten-Zahl sinkt tauiefolge der antiproliferativen und
antiapoptotischen Wirkung der GC.

Wirkmechanismus

GC binden an cytosolische GR, der GC-GR-Komplexdi@ziert vom Cytosol in den
Zellkern und bindet an spezifische DNA-Sequenzeg, &lucocorticoid Response-Elemente,
die aus einer charakteristischen Basenfolge best&hese Response-Elemente, von denen es
positive und negative gibt, befinden sich in zalblven DNA-Abschnitten (u.a. Promotoren),
die die Genexpression steuern. Der GR steuert dieeBindung an die Response-Elemente

und der damit verbundenen Dimerisierung ligandeénably die Transkription bzw. die
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Expression vieler entzindungsrelevanter Gene, wabaschen direkten und indirekten
Effekten unterschieden werden kann. Bei der direlRegulation der Expression befinden
sich die Response-Elemente im Promotor des jeweiliGens. Der indirekte Effekt beruht
auf der Inaktivierung der TranskriptionsfaktorendBFund AP-1 (Eberhardt 2003). Die Folge
ist eine Hemmung der Expression vieler proinflamoriather und immunstimulierender
Gene wie INOS (induzierbare NO-Synthase), versdamned Interleukine und

Adhasionsmolekile. Die stark entziindungshemmendeimmunsuppressive Aktivitat der
GC Dberuht auf einer Senkung der Expression entzigeddrdernder und

immunstimulierender Gene, wahrend die Expressiontzi@adungshemmender und
immunsuppressiver Gene gesteigert wird. Bei derumsuppressiven Wirkung spielt u.a. die
verminderte Transkription von ILBL IL-6 und TNFx in Monozyten/Makrophagen und von
ILK-2 in T-Zellen eine Rolle.

Genomische Glucocorticoidwirkungen

Glucocorticoide (GC) binden spezifisch an einen rargllularen Rezeptor
(Glucocorticoidezeptor, GR), dessen Oberflachenstruktur dadurchndert wird. Diese
Anderung befahigt nun den Rezeptor zu weiteren \&&dalirkungen, z.B. mit DNA. Der
Glucocorticoid-Glucocorticoidrezeptor-Komplex (GCa&mMplex) bindet unter
Homodimerisierung an spezifische Sequenzen in demétorregion von Glucocorticoid-
sensitiven Genen, denldgocorticoid-esponsiven Ementen (GRE). Nach Anlagerung von
basalen Transkriptionsfaktoren (BTF) steigt beiifpeen GRE die Expression der Zielgene.
Diesen Eingriff in die Genexpression bezeichnet nads Transaktivierung. Neben der
Transaktivierung konnen GC auch Uber die Transsspre in die Genexpression eingreifen.
Dabei interagieren die GC-GR-Komplexe mit entzirgdddrdernden BTF und deren
Bindung an die Promotorregion der durch diese B®oRtdollierten Gene blockieren. Auf
diesem direkten Weg interferieren GC z.B. mit deindBng von NKkB an seine
Bindungssequenz, die in der Promotorregion zaliegi€ntztiindungsgene vorhanden ist. Die
Hemmung der Bildung verschiedener Entziindungsnmaeiatdurch GC kann so erklart
werden (Schéfer-Korting und Korting 2003).

Die antientzindlichen Wirkungen der GC werden mér diransrepression und die

Stoffwechseleffekte mit der Transaktivierung in Medung gebracht.
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Glucocorticoidrezeptoren: Regulation der Bildung bé atopischer Dermatitis

Der Uberwiegende Teil der Effekte von GC wird Ulske Bindung an den ubiquitar
verbreitetenu-Subtyp des humanen Glucocorticoidrezeptors (@ARrmittelt. Von diesem
wurden zwei Unterformen A und B entdeckt (h&sR und hGRu-B), die sich N-terminal
unterscheiden. Die Existenz einer weiteren Splei8nte des GR-Gens, des hgRst schon
langer bekannt. Diesdi-Subtyp besitzt aber aufgrund seines verkirztenef@ainus, im
Gegensatz zum-Subtyp, keine intakte Bindungsstelle fur GC. Esummstritten, ob hGRdie
Aktivitat von hGRux inhibiert, evtl. durch Bildung eines h@RGRB-Dimers. Eine Hemmung
der Glucocorticoidwirkung durch h@Rbei Keratinozyten und Fibroblasten ist wenig
wahrscheinlich, zumindest bei kurzer Expositioni Bagerer Exposition bewirken GC eine
Downregulation von hG& wahrend fir hGR sowohl eine Zu- als auch eine Abnahme

beschrieben wurden.

Entwicklung spezieller, dermaler Glucocorticoide mi gunstigem Nutzen/Risiko-

Verhéltnis (soft steroids)

Entztndliche Hauterkrankungen sind chronisch-remsvend und stellen daher besondere
Anforderungen an die Therapievertraglichkeit. Déshaurden spezielle GC entwickelt, die

bei dermaler Anwendung gut ins Gewebe penetrietabgei rasch die Entziindung und die
Uberschiel3ende Immunreaktionen hemmen, rasch zigevgrotenten GC abgebaut werden,
die eine geringere Affinitat zum GR haben.

Eine Veresterung einer oder beider Hydroxylgruppefn C17 bzw. C21 fuhrt zu einer

besseren Penetration zum Wirkort. Die 21-Ester $ijpobhiler als die korrespondierende

alkoholische Form. Die 17-Monoester besitzen eieffach hohere Rezeptoraffinitat als die

Ausgangssubstanz, wahrend nur kleine 21-Monoestéigmlos mit der Bindungsstelle des

Rezeptors interagieren (Lange et al. 2000). Drugddsann die systemischen, teilweise auch
die lokalen Nebenwirkungen reduzieren. So sinddéienal angewendeten GC nicht nur von
sehr unterschiedlicher antientziindlicher Potengichgbotente GC unterscheiden sich in der
lokalen Vertraglichkeit. Bestimmte GC rufen nureeigeringe Hautverdinnung hervor, welil

sie eine schwéachere Wirkung auf Fibroblasten halt#ne starke bzw. lang anhaltende
Hemmung der Kollagenbildung bzw. der Proliferatiaon Fibroblasten hat eine zunachst

reversible, spater irreversible Hautatrophie mita®bildung zur Folge.
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Prednicarbat bildet den Goldstandard der topiscB€é€h mit verbessertem Nutzen/Risiko-
Verhéltnis. Die zweimal tagliche Applikation von d@nicarbat, Mometason und
Betamethasonvalerat Gber 6 Wochen fuhrte zu denelrg, dass Prednicarbat zu einer
Abnahme der Cutis-Dicke von 13 %, Mometason zu reiABnahme von 17 % und
Betamethasonvalerat zur Abnahme von 24 % fuhrtemt(®g et al. 2002). Anhand eines In-
Vitro-Testsystems, welches auf der IL-1-Bildunguigr kann das Hautverdiinnungspotenzial
bestimmt werden. Bei Keratinozyten bewirkt IL-1 eirntzindliche Reaktion und bei
Fibroblasten fordert es die Proliferation.

In einer weiteren Studie wurden die pharmakodyneneis Effekte auf epidermale und
dermale Zellen von PC, seinen Metaboliten PD-17¢8@ PD gegen Betamethasonvalerat
(BMV), Betamethason (BM) und Desoximethason (DMjgliehen (Lange et al. 1997). Als
Parameter fur die antiinflammatorische Aktivitatrde die TNFe stimulierte Abnahme der
IL-1 a —Synthese in Keratinozyten gemessen. PC, PD-1thitCBMV zeigten verglichen
mit BM, PD und DM eine hohere antiinflammatorisdPetenz. In Fibroblasten hingegen ist
der antiproliferative Effekt von PC weniger ausgeprals z.B. von BMV oder DM. Zur
Therapie der AD ist eine hohe antiinflammatoriscAktivitat in den Keratinozyten
erwunscht, eine antiproliferative Wirkung in Fiblakten dagegen unerwinscht. Diese
Kriterien werden von PC durchweg erfillt, womit ke Arzneistoff wie oben erwahnt den
Goldstandard der topischen AD-Therapie bildet.
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5.3.2 mTOR-Inhibitoren

Wirkmechanismus

MTOR-Inhibitoren bilden mit dem zytoplasmatischent®in FKBP-12 einen Komplex. Die
wachstumsfaktorstimulierende Phosphorylierung dée-$6-Kinase wird gehemmt. Der
MTOR-Inhibitor-FKBP-12-Komplex bindet an mTOR undguliert so dessen Funktion.
MTOR regelt als regulierendes Schlusselprotein Zeimetabolismus, das Wachstum und
die Proliferation. Die Unterbindung der mTOR-Fuokti fihrt zur Unterbrechung des
Zellzyklus. Die Wirkung von mTOR-Inhibitoren ist alit auf T-Zellen beschrankt. Sie
hemmen allgemein die durch Wachstumsfaktoren siamelProliferation, damit die klonale
Expansion antigenaktivierter T-Zellen, von hadmastggechen und nicht hdmatopoetischen
Zellen, z.B. von vaskularen glatten MuskelzelleimeEVerletzung der Endothelzellen 6st
eine durch Wachstumsfaktoren stimulierte Proliferatler vaskularen Muskelzellen aus und
fuhrt zur Bildung einer Neointima und spielt somithe Schllsselrolle in der Pathogenese der
chronischen Abstof3ung.

Anders als bei den Calcineurin-Inhibitoren (4.3kBmmt es hier nicht zur Hemmung von
Calcineurin, sondern zur Inhibierung von mTOR. mT@&&mmalian_Brget_ & Rapamycin)
ist eine Proteinkinase, die durch Phosphorylieruegschiedene Translationsinitiatoren und
Elongationsfaktoren aktiviert, die ihrerseits diafslation von Regulatoren des Zellzyklus in
T- und B-Lymphozyten steuern. Die mTOR-Inhibitioihft zur Unterdriickung der
Progression des Zellzyklus von der G1- in die Ssehand hemmt damit die Lymphozyten-
Proliferation und —Aktivierung. Everolimus wirktsateversibler Proliferationsinhibitor, d.h.
es inhibiert auf zellularer Ebene die wachstumsiatimulierte Zellproliferation unabhéangig
von der Zellabstammung oder dem Wachstumsfaktorst&spt die klonale Expansion von
aktivierten T-Zellen von der {5 zur S—Phase. Calcineurin-Inhibitoren, Ciclospoiirund
Tacrolimus hemmen die Aktivierung von T-Zellen durohibition des Ubergangs von der
Go- zur G—Phase.
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5.3.2.1 Everolimus

Everolimus (RAD, M = 958) ist ein Makrolid-Immunsuppressivum und wiadrch eine

chemische Verédnderung des natirlichen ProduktesirBus gewonnen (Abb. 6). Ziel der
Behandlung mit Everolimus ist die Pravention detivikrung und/oder Proliferation von T-
Zellen. Eine pharmakodynamische Synergie wird dul@h verschiedenen Wirkmodi fur
Everolimus und Calcineurin-Inhibitoren  begriindet. ie D Hauptmetaboliten  sind
Hydroxylverbindungen (24/25 OH RAD, 46 OH RAD) mdffenem Ring und 40-

Phosphatidylcholin-RAD (PCh-RAD). Es gibt aktuekike Hinweise in der Literatur zur
dermalen Anwendung von Everolimus. Im Rahmen diédgbeit wurde die Permeation an
der Schweinecornea untersucht. Ausgehend von deiineschten Everolimus Plasma-
Konzentration von 3-8 ng/ml nach einer Organtraasiaition, wurde eine Konzentration von
8,64 ng/ml in Ex-vivo-Untersuchungen schon nach r@@h erreicht. Vorhergehende
Untersuchungen bezuglich Sirolimus waren wenigdolgneich (Blich et al. 2006). Die
EMEA hat im Jahr 2009 eine positive Empfehlung Eirerolimus zur Behandlung des

metastasierenden Nierenzellkarzinoms ausgesprochen.

Abb. 6: Strukturformel von Everolimus
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4.3.2.2 Sirolimus

Sirolimus (Rapamune L6sung 1 mg/mL) wird angewendetr Prophylaxe der
TransplantatabstoBung nach Nieren- und Herztranggian. Ormerod et al. 2005
untersuchten mit Hilfe von Franz-Zellen die Per&irain das Stratum corneum zweier
Sirolimus-haltiger Losungen mit den Konzentratio@¢hund 8 %. Nach Applikation der 8 %
igen Losung wurde eine hohere Konzentration im Akzenedium gemessen als nach
Applikation der 2,2 % igen Formulierung. Somit weardie Penetration bzw. Permeation von
Sirolimus (M = 914) bewiesen. Tabelle 11 beinhaltet weiteresjele zur dermalen

Applikation von Sirolimus.

Abb. 7 Strukturformel von Sirolimus
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Tab. 11: gibt eine Ubersicht zu den bisherigen i8tudber die topische Applikation von Sirolimus

Studie Indikation Ergebnis

Javier et al. 1997 Psoriasis Sirolimus inhibierte dstammzellen-Proliferation
von Keratinozyten

Ormerod et al. 2005 Psoriasis Sirolimus penetifiedias Stratum corneum

Reitamo et al. 2001| Psoriasis Nicht Sirolimus alenbtherapie, sondern nur als
Kombination mit  Ciclosporin  fihrte  zur
Verbesserung des PASI

Bich et al. 2007 Keratoplast|kSirolimus permeiert nur unzureichend durch |die
Schweinecornea

Olsen et al. 1994 KeratoplastikJberleben des Cornea-Transplantates an Ratten
wurde verlangert

Ohia et al. 1997 EIU EIU an Kaninchen wurde inhibie

Reis et al. 2001 KeratoplastikDie beste Uberlebensrate an Ratten in Kombingtion

mit CyA

Abkirzungen: PASI = Psoriasis Area and Severitglnd/E = Mikroemulsion;

EIU = Endotoxin induzierte Uveitis
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5.3.2.3 Immunmodulatoren

Fingolimod (alt: FTY-720)

Die verschiedenen Klassen der Immunsuppressiveewitler eine Blockade der T- oder B-
Zellaktivierung, der Zell-Proliferation, der Zytalproduktion oder der Antikorperproduktion.
FTY-720 (2-Amino-2-(2-[4-octylphenyl]ethyl)-1,3-ppandiol-hydrochlorid) wirkt nach
einem ganz anderen Prinzip. Fingolimod ist ein lsgtisches Derivat des naturlich in dem
Pilz Isaria sinclaria vorkommenden Wirkstoffs Myio (Abb. 8). Es gibt Klinische
Untersuchungen von Fingolimod zur Indikation bei Ityiler Sklerose, nach

Nierentransplantationen und bei chronischen Vitfie&itnonen.

H,N
OH
/
/ OH
OH
OH HO
\ 0
\ /P/
o~ \
OH
NH,
CH,OH
CH,OH
NH,

Abb. 8: Vergleich der Strukturformeln von Phytogmgwosin, Sphingosin-1-Phosphat und FTY 720

Wirkmechanismus

Anders als bisher verfugbare Immunsuppressiva itggolimod Immunzellen nicht ab oder

hindert sie an der Vermehrung. Fingolimod hemmtAliswanderung von Lymphozyten aus
den lymphoiden Organen in das Blut.

Das Enzym Sphingosin-Kinase-2 beschleunigt nach Elenahme die Umwandlung von

Fingolimod zu FTY720-Phosphat (FTY720-P), welchasrdan die Sphingosin-1-phosphat —
Rezeptoren (S1P-R) S1R;R51P-R S1P-R, S1P-R binden kann, die an der Zelloberflache

72



Materialien - Immunsuppressiva — Immunmodulatoren

von u.a. B- und T-Zellen lokalisiert sind. DiesezBptoren haben bei der Wanderung von
Lymphozyten in die Lymphknoten eine wichtige Fuokti Lymphozyten durchwandern
normalerweise den Korper. Sobald sie auf AG-StmattuBakterien, Viren) treffen, werden
sie aktiviert, wandern daraufhin in die Lymphknotend proliferieren dort. Wenn sich
genugend Lymphozyten in den Knoten angesammeltnhalvandern sie wieder in den
Blutkreislauf und bekampfen dort die Infektion. Digmphozyten reduzieren zunéchst bei
dieser Wanderung in die Lymphknoten die Expressien S1P-Rezeptoren. Sobald die
Lymphozyten die Lymphknoten wieder verlassen, werddie Rezeptoren erneut
hochreguliert. FTY-720 wirkt auf zwei verschiedefrten als Immunsuppressivum (Paugh et
al. 2003, Bohler et al. 2005). S1P-Rezeptoren am&-Proteine gekoppelt und werden durch
Ligandenbindung und  Autophosphorylierung oder  durcligandenunabhéngige
Phosphorylierung durch andere Kinasen aktivierthigosin-Kinasen phosphorylieren in
mikromolaren Konzentrationen FYT-720 zu FYT-720HY.T-720-P hat eine hohe Affinitat
zu den Rezeptoren S1R;RS1P-R S1P-R S1P-R, verandert das Ceramid-S1P-
Gleichgewicht und fuhrt zur Apoptose der betroffeneellen. In nanomolaren
Konzentrationen entfaltet FTY-720 klinisch relevaiVirkungen. FTY-720 bindet bevorzugt
an S1P-Rund S1P-R mit geringerer Affinitat auch an S1R-RNach der Bindung von FTY-
720 werden die Rezeptoren internalisiert, aus ddim@&mbran ins Zellinnere verlagert und
abgebaut und stehen somit fir die Wanderung dempbgamyten aus den Lymphknoten nicht
mehr zur Verflgung. So reduziert FYT-720 die Redekion der Lymphozyten in die
Blutbahn und in das periphere Gewebe, damit auakinnTransplantat. Die Lymphozyten
werden stattdessen von Entzindungsherden und Taateien abgezogen und im
sekundaren lymphatischen Gewebe festgehalten. IBinghophenie, also eine Reduktion
der Lymphozytenzahl im Blut und im entziindlicherm@be, was beispielsweise nach einer
Organtransplantation erwiinscht ist, ist das Resulizeshalb ist FTY-720 eher als

~Immunmodulator” und nicht als Immunsuppressivumzeistufen.

Klinische Studien

Die tagliche intraperitoneale Injektion von Fingotid nach der Corneatransplantation von
Ratten zu Mausen zeigte eine dosisabhéngige Vemmdgeder TransplantatabstoRung
(Sedlakova et al. 2005).

In einer Phase-lI-Studie wurden 281 Multiple Sk$erdPatienten peroral mit Fingolimod

behandelt. Verglichen mit der Placebo-Gruppe konath sechs Monaten eine Verringerung
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der aktiven Herde von bis zu 80 % und eine Redualdier Schubrate von ca. 50 % festgestellt
werden. Es konnte gezeigt werden, dass diese $sligen positiven Ergebnisse in einer
offenen 18-monatigen Anschlussstudie anhielten.

Nach Nierentransplantaionen in Kombination mit @sglorin angewendet zeigten sich in der
Phase-IIl der klinischen Priifung Nebenwirkungen KMa-Odeme), v. a. bei Diabetikern mit
Pradisposition zur diabetischen Retinopathie. Bisch transplantierten Nieren war eine
leichte Funktionseinschrankung zu beobachten. Daikation der Transplantatabstol3ung
wurde schlie3lich aber aufgegeben, da die Resulatglichen mit Mycophenolatmofetil in
der Kontrollgruppe nicht besser waren.

In einer 2008 an Mausen mit lymphozytarer Chorioimgitis durchgefihrten Studie
verschwand der Virus nach dreitdgiger niedrig dosiel herapie mit Fingolimod vollstandig.
Dieses Resultat steht eigentlich im Widerspruchdeu immunsuppressiven Wirkung von
Fingolimod. Die Ursache daflr konnte in der selmizkn Behandlung und der sehr niedrigen
Dosis liegen, die dazu fuhren, dass die virus-$igeben Lymphozyten in den Lymphknoten
kurzzeitig zurtckgehalten werden und so deren ad&amAktivierung erlauben. Die
aktivierten Lymphozyten wandern nach Absetzen vangd#limod an den Ort der

Virusinfektion und tdten das Virus ab.

Sphingosin-1-Phosphat

Sphinhosin-1-Phosphat (S1P) ist das Lysophosploliger Phosphorséaure-Ester des
Sphingosins. Es hat einen groRen Einfluss auf diezeéBse der Zellproliferation,

Zellmigration und der Zelldifferenzierung. S1P ¢etd aus dem Sphingolipid

Sphingomyelin. Das Enzym Sphingomyelin-Phosphoédiase hydrolysiert Sphingomyelin

unter Abspaltung eines Phosphocholinrestes zum n@éraDieses Ceramid wird durch

Ceramidase weiter zu Sphingosin hydrolysiert. DghiSgosinkinase beschleunigt unter
ATP-Verbrauch die Ubertragung eines Phosphatremtiésiie Hydroxylgruppe, es entsteht
S1P.

Der Abbau erfolgt einerseits als Umkehrung destdetSchritts der Synthese (S1P wird zu
Sphingosin und Phosphat hydrolysiert), anderesgitdtet Sphinganin-1-phosphat-Aldolase
(auch Sphingosin-1-phosphat-Lyase) S1P in Hexa@décer Phosphoethanolamin.

Wie schon bereits erwahnt, erflillt S1P als Sign#kid vielfaltige intra- und extrazellulare

Aufgaben:
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* S1P dient als Schutzfaktor bei toxischen Ereigmissed steigert die Zellproliferation.
Eine vermehrte Bildung von S1P fuhrt zur Verringgywon Sphingosin und Ceramid,
welche der Apoptose forderlich sind.

« Durch Aktivitatssteigerung zytoskeletaler Bewegudugktionen (S1P1-Rezeptor-
Aktivierung) und innergeweblicher Verankerungen R34Rezeptor-Aktivierung)
verstarkt S1P als Gewebshormon bei der Zellmignatiolas gerichtete
Wanderverhalten einzelner Zellen. Als Folge wirde dRezirkulation von
Lymphozyten gehemmt.

» Die Endothel-Durchlassigkeit fur grof3e Molekule ufellen wird reduziert, indem
das VE-Cadherin-System/adherens junction aktivart. Die Wirkung des VEGF
wird gehemmt. Unter VE-Cadherin-System/adherenstjon wird eine Gruppe von
Adhasionsverbindungen zusammengefasst, die eingingemg zwischen den Aktin-
Filamenten zweier Zellen herstellen und sie dadarebhanisch verstarken.

* Viele Vorgange der Angiogenese, z.B. Induktion @adothelialen NO-Synthase
(eNOS), Proliferation und Migration von Endothelesl und Gefalireifung durch
glatte Muskelzellen werden unterstitzt.

* S1P-Bildung erfolgt in den Blutplattchen, wo estagespeichert und bei Aktivierung
sezerniert wird. In den Plattchen ist kein abbaeeis&doffwechselweg verfugbar.

e SI1P stimuliert COX-2 zur Produktion von PGE2. Cadhfiphosphat fuhrt zur
synergistischen Induktion der cytosolischen Phobpase A2

75



Materialien - Immunsuppressiva — Calcineurin-Intaken

5.3.3 Calcineurin-Inhibitoren

Die Aktivierung von Calcineurin erfolgt durch Bindg und Erkennung von (Auto-)
Antigenen durch den T-Zell-Rezeptor auf der Obeh&von T-Lymphozyten. Calcineurin ist
eine cytosolische Proteinphosphatase, die NFAT |éam&r Faktor aktivierter T-Zellen)
dephosphoryliert, worauf dieser in den Zellkermstaziert und als Transkriptionsfaktor die
Transkription von IL-2 und weiterer T-Zell-Zytokinevie IL-4 und IL-5 induziert.

Ciclosporin, Tacrolimus und Pimecrolimus bindenl@munophiline, wobei Tacrolimus und
Pimecrolimus mit dem Immunophilin FKBP-12, Ciclosipomit Cyclophilin interagieren.

Die Immunophilin-Wirkstoffkomplexe binden an Caleurin, hemmen die Calcineurin-
vermittelte Dephosphorylierung von NFAT, mit demgébnis, dass die Bildung und
Freisetzung verschiedener Zytokine wie IL-2 und @i&ell-Aktivierung unterdrtickt wird.

Die Calcineurin-Inhibitoren sind bei T-Zell-verngtten Immunerkrankungen indiziert und

haben sich u.a. bei Organtransplantationen undsatogr Dermatitis als wirksam erwiesen.

5.3.3.1 Ciclosporin

Ciclosporin, ein Stoffwechselprodukt des BodengilZEolypocladium inflatum, ist ein
neutrales, zyklisches und sehr lipophiles Pept&l gli Aminosauren (M= 1202) mit einer
ungewohnlichen C9-Aminoaure in Position 1. Die @date, dass von den elf
Stickstoffatomen der Pepidbindungen sieben methyBend, tragt wesentlich zur hohen
Lipophilie und zur Proteasestabilitit bei. Die lieeen vier Stickstoffatome bilden
transannellare Wasserstoffbriicken zu Carbonylfonkin aus. Ciclosporin wird peroral und
parenteral appliziert u.a. zur Prophylaxe und Tpieraler Transplantatabstof3ung (klinisch
untersucht auch nach Keratoplastik, Tab. 12) uridsbleweren Psoriasis-Formen, AD und
rheumatoider Arthritis (Rote Liste 2008). Obwohle dhervorragende Wirksamkeit von
Ciclosporin bei AD belegt ist, schrankt das Risikan potenziellen Nebenwirkungen wie
Nephrotoxizitat und arterielle Hypertonie den Eizsain (Brockow et al. 1999).
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Abb. 9: Strukturformel von Ciclosporin

Tab. 12: Beispiele klinischer Studien lber die syssche Applikation von Ciclosporin nach der Kepdastik

Studie Ergebnis

Hill 1989 Verbessertes Transplantatiiberleben nach
Hochrisikokeratoplastiken
Hill 1994 Steigerung der Reversibilitat und Redoktder Inzidenz
von Hochrisikokeratoplastiken
Miller et al. 1988 Verbessertes Transplantatiiberieb
Reinhard et al. 1997 Verbesserung der Prognosélachrisikokeratoplastiken
Reinhard et al. 1999 Bei Patienten mit atopischenniatitis Prognose verbessert

Robert et al 1997 Keine Verbesserung der Prognose

Die ungunstigen pharmakokinetischen Eigenschafiem,z.B. das hohe Molekulargewicht,
niedrige Wasserldslichkeit und die extreme Lipapghilimitieren die lokale Applikation am
Auge. Tab 13 gibt eine Ubersicht tUber die intraekujemessenen Konzentrationen von

Ciclosporin in verschiedenen Geweben.
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Tab. 13: Ubersicht uiber die in verschiedenen okal@Beweben gemessenen Konzentrationen von Ciclaspor

nach topischer Applikation als Augentropfen

Studie Spezies Dosis KW K KO

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Althaus et al. 1996 Mensch 2% 81 - -
Pfau et al. 1995 Mensch 2% 33 10 -
Bell und Hunnisett 1986 Kanincherl % 27 - -
Kaswan 1988 Kaninchenl % 85 - > 400
Mosteller et al. 1985 KanincherlO0 % 62 - 557
Stamer et al. 1989 Kaninched % 1 133 551
Wiederholt et al. 1986 Kanincher? % - - 900 - 1400

KW = Kammerwasser; K = Konjunktiva; KO = Korneas keine Angabe

Tab. 14: Verschiedene Applikationen von Ciclospatin Behandlung der atopischen Dermatitis

Studie Arzneiform bzw. c¢[CsA] Ergebnis
eingearbeitet in
Griffiths et al 1987  Salbengrundlage 2 % K. V.
Bousema et al 1990 Oleogel 10 % k.V.
Schulze etal. 1990  Decoderm- 5% k.V.
Basiscreme
Jahn 2002 Mikroemulsion 2% Erythem, Infiltratiomdu
Schuppung verbessert
Lopes et al 2005 MO + PG Verbesserte Penetratidn u
Permeation am Schweineohr
Egbaria et al 1990 Lipidvesikel Penetration Vegdees keine
Permeation

CsA = Ciclosporin-Konzentration; k.V. = keine Vegserung; MO + PG = Monoolein und Propylenglykol

Bei dermaler Applikation ist Ciclosporin unwirksanda es normalerweise zu keiner
Penetration der obersten Hautschichten kommt. \ésdyée Penetration und Permeation von
CsA werden nur unter Verwendung hoher Tensidkomagohen, z. B. in Mikroemulsion,
und mit Penetrationsenhancern wie Propylenglykol, onbblein, Olsaure oder
Dimethylsulfoxid erreicht (Tab. 14). Die Vertradikeit dieser Substanzen ist aber bei

vorgeschadigter Haut, wie z.B. bei atopischer Déitirmaeingeschrankt.
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5.3.3.2 Tacrolimus

Tacrolimus, ein Stoffwechselprodukt des Pilzes @tmmyces tsukubaensis, hat keine
strukturelle Verwandtschaft mit Ciclosporin. Verwden wird Tacrolimus sowohl topisch bei
atopischer Dermatitis als auch systemisch zur Bilagh der Transplantatabstol3ung. Tabelle
15 gibt eine kurze Ubersicht tiber Untersuchungertapischen Applikation von Tacrolimus

nach der Keratoplastik.

Tab. 15: Ubersicht zum topischen Einsatz von Taoues nach der Keratoplastik

Studie Spezies Transplantatiberleben

Benelli et al 1996 Mensch, Ratte  Transplantatiiberieverlangert
Hikita et al. 1997 Ratte TransplantatabstoRungogea
Okada et al. 1996 Ratte Transplantatiiberlebennggié

Tchah und Lim 1999 Mensch, Ratte  Transplantatiberideicht verbessert

S

A ~

Abb. 10: Strukturformel von Tacrolimus

2002 wurde Protopft (Tacrolimus 0,1%/ 0,03 %) zur Behandlung der rsitleweren bis
schweren AD bei Erwachsenen und Kindern ab 2 Jaltienvorher auf andere Therapien

nicht angemessen reagiert oder diese nicht veriragben, zugelassen.
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5.3.3.3 Pimecrolimus

Pimecrolimus ist strukturell eng verwandt mit Tdeonws und wird zur Therapie der
atopischen Dermatitis verwendet (Marsland 2002t Z302 ist Pimecrolimus in Form einer
1 %-igen Creme (Elid& Douglaf) zur Kurzzeitbehandlung und intermittierenden
Langzeitbehandlung fiur Kinder ab 2 Jahren mit feichbis mittelschwerer atopischer
Dermatitis zugelassen. Billich et al. 2004 vergéioldie in vitro Permeation von den beiden
Calcineurin-Inhibitoren  Pimecrolimus und Tacrolimugegen die Glucocorticoide
Betamethason-17-valerat, Clobetasol-17-propiondtifiucortolon-21-valerat. Dabei zeigte
es sich, dass die Permeationsrate von Pimecrohenggichen mit den anderen Arzneistoffen

kleiner war. Tortzdem konnte eine eindeutige Petimeaachgewiesen werden.

0

P ~

Abb. 11: Strukturformel von Pimecrolimus
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Hautselektivitat der topischen Calcineurin-Inhibitoren

Topisch angewendete Arzneistoffe zur BehandlungAdesollen idealerweise in das Stratum
corneum penetrieren und in der Epidermis und Dermistherapeutisch relevanten
Konzentrationen vorliegen, ohne in die Blutbahn zgelangen. Lipophilie und
Molekulargewicht sind fur die Absorption und Pemstn entscheidend. Calcineurin-
Inhibitoren sind lipophiler als GC und besitzen Blolekulargewicht von beispielsweise 822
Da fur Tacrolimus und 810 Da fiur Pimecrolimus. Dietakte Epidermis hat eine
Barrierefunktion fur Molekule, die groRer als 80@ Bind. Tacrolimus und Pimecrolimus
Uberwinden jedoch die im Rahmen der AD gestOrtdesmale Barriere.

FUr die Therapie der schweren und mittelschweren wWirde Tacrolimus als Salbe
zugelassen und entspricht der Starke potenterclogisGC, z.B. Betamethasonvalerat. In
insgesamt funf Studien in den USA und Europa anaEhsenen, Minderjdhrigen und
Kindern tber 2 Jahren mit AD wurde eine signifilkanterbesserung des Erythems, der
Lichenifikation, des Odems, des Nassens, der Semgppnd des Juckreizes festgestellt. Die
Wirksamkeit einer Pimecrolimus-Creme wurde in &tidien an Erwachsenen, Kindern und
Kleinkindern bewiesen.

Widersprichlich sind die Literturangaben bezigligs Vergleichs der Potenz mit GC. So
gibt es einerseits Quellen, die besagen, dass dikstdftke schwacher ist als die Potenz
wirksamer GC. Es gibt aber auch Angaben, dass diks@mkeit von Pimecrolimus mit der
von hochpotenten GC, z.B. Clobetasolpropionat, leerigbar ist (Smith 2000, Hanifin und
Chan 1999)

Karzinogenitat

In préklinischen Langzeit-Karzinogenitatsstudienrdeugezeigt, dass sowohl Tacrolimus als
auch Pimecrolimus keine Karzinogene darstellentdNaozinogenitatsstudien zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Vehikel und rolmus in der klinisch angewandten
Dosierung. Die Inzidenz von weil3em Hautkrebs imikthen Studien mit Tacrolimus wurde
bei fast 10 000 Erwachsenen untersucht mit demliigedass keine tUber das normale Mal3
der US-Kontrollbevolkerung hinausgehenden Inzideoiegt (Koo et al. 2005, Frieling et
al. 2000).
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Stellungnahmen zum Gebrauch topischer Calcineurinihibitoren

In einer Stellungnahme der Food and Drug Administma(FDA) im Jahre 2005 beziglich
des Auftretens von tber 20 Fallen von Lymphomersargéedener histologischer Subtypen
und von 10 kutanen Tumoren wurde bekanntgegebess daerexperimente in drei
unterschiedlichen Spezies unter extremen Bedingunget oraler Medikation con
Calcineurin-Inhibitoren in hoher Dosierung zu ke&ilgymphomen fuhrte. Bedenkt man, dass
weltweit mehr als 40 000 Patienten in Studien naitrdlimus und Pimecrolimus und etwa 7
Millionen nach der Zulassung von Tacrolimus und &mlimus zur dermalen Anwendung
behandelt wurden, ist die Anzahl der wenigen Fabenachlassigbar. Der Europdaischen
Arzneimittelagentur (European Medicines Agency, ENIEvurden 19 Falle zu Neoplasien
nach dermaler Tacrolimus-Therapie sowie 10 Fallehndermaler Pimecrolimus-Therapie
gemeldet. Nach lokaler Anwendung von Pimecrolimasl Tacrolimus in diesen Studien
konnten nur bei wenigen Patienten und auch nurbeygehend extrem niedrige Blutspiegel
gemessen werden.

Die FDA empfiehlt die topischen Calcineurin-Inhdoién als ,Second-line-Therapeutika“ fur
die Kurzzeittherapie und die intermittierende Lagigherapie fur Patienten mit AD
einzusetzen, die entweder schlecht auf andere pieeraansprechen oder diese nicht
tolerieren. Die FDA empfiehlt weiterhin auf dieskeFapie bei Kindern unter zwei Jahren zu
verzichten.

Die EMEA hat jedoch eine andere Sichtweise zur Siokit dieser beiden Produkte bei
Kindern ab 2 Jahren. Hinzu kommt, dass verschiedérazhgesellschaften und
Expertenkomitees weltweit Bedenken in Bezug auf\dahalten der FDA geéaul3ert haben.
Auf der Tagung der Deutschen Dermatologischen Gebelft (DDG) im Jahre 2005 in
Dresden wurde darauf hingewiesen, dass das Inzidikaz fir Lymphome, nicht-

melanozytaren Hautkrebs und fur Melanome deutlidieruderen Spontaninzidenz liegt.
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5.4 Welitere Materialien

5.4.1 Phytosphingosin

Phytosphingosin (Firma Degussa, Essen) ist eini, framphiphile Sphingoidbase (2S-
Amino-1, 3S, 4R-octadecantriol) mit einemgpWert von ca. 9 (Strukturformel s. Abb. 8). Es
ist damit verantwortlich fur die positive Aufladurdger untersuchten Nanoemulsionen bei
einem eingestellten pH-Wert von ca. 5,5. Im humasratum corneum kommt es in hohen
Konzentrationen vor (Bibel et al. 1992, 1993 un®3)9 Phytosphingosin sowie Sphingosin
sind naturlich vorkommende, entzindungshemmend#eStat hemmenden Eigenschaften
auf Mikroorganismen (vgl. Wolf et al. 1997, Lambersd Streekstra 1998, 2002, Lersch und
Schick, 2003).

5.4.2a-Tocopherolacetat

a-Tocopherolacetat (Synopharm, Barsbuttel, Deutschlavurde in einer Konzentration von

0,03 % in den Nanoemulsionen als Antioxidationsshgingesetzt.

5.4.3 Kaliumsorbat

Als Konservierungsmitel wurde Kaliumsorbat in eik@nzentration von 0,1 % verwendet.

5.4.4 Fettsauren

Zur Herstellung negativ geladener Nanoemulsionenrdem verschiedene Fettsauren
(Stearinsaure, Laurinsaure, Palmitinsdure und Mgs&ure) in Eutanol G Gberpruft.

Alle Fettsauren wurden von Carl Roth GmbH & Co, KGylsruhe, Deutschland bezogen.

5.4.5 Wasser

Das in dieser Arbeit verwendete Wasser zur Hewstgllder Nanoemulsionen und fur
analytische Zwecke (HPLC) ist Reinstwasser (bitlestes Wasser), gewonnen uber die

Anlage Millipore der Firma Schwalbach, Deutschland.
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6 Methoden

6.1 Hochdruckhomogenisation

Micron LAB 40

Schon vor mehr als 100 Jahren wurde der erste Huockilomogenisator zum
Homogenisieren von Milch verwendet. Er besteht auser Hochdruckpumpe, die die
Flissigkeit in ein Ventil presst. Die Flussigkd€iuft dabei durch einen schmalen Spalt und
erfahrt einen sehr starken Anstieg der Stromungsgeadigkeit, weil dasselbe
Flissikeitsvolumen in derselben Zeit durch einegindren Stromungsquerschnitt fliessen
muss. Die Flussigkeit entspannt nach DurchgangSgedts. Das Zerkleinerungsprinzip der
Hochdruckhomogenisation beruht auf der Kavitatieie. lauft nach der Bernoulli-Gleichung,
die besagt, dass in einem durchstromten SysterSuhieme aus dem statischen Wanddruck
(Pst, sich innerhalb einer ruhenden Flussigkeit eitestelem Druck) und dem dynamischen
Druck (Ryn aus der Stromungsgeschwindigkeit resultierenderack) der Flissigkeit
konstant ist:

Pst + Poyn = K

b |
&
2
[}

Pd}'n =

K ist eine Konstante die Dichte der Flussigkeit unddie Stromungsgeschwindigkeit.
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Abb. 12 Schematischen Darstellung der rechten Yhéiitie eines Kolben-Spalt-Homogenisators
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Wird eine Flussigkeit durch einen engen Spalt gegtr&immt die Stromungsgeschwindigkeit
und folglich der dynamische Druck 4B der Flussigkeit zu und im Gegenzug nimmt der
Bernoulli-Gleichung folgend der statische Wanddr{@k) ab (Abb. 12). Sinkt der statische
Druck soweit ab, dass der Dampfdruck der Flussigkeiterschritten wird, fangt die
Flissigkeit an zu sieden und es kommt es zur Atishg von Gasblasen (Kavitationsblasen)
und von Schock- bzw. StoRwellen. Beim Spaltaustriiet die Verengung, der Flissigkeit
steht pl6tzlich ein sehr gro3es Volumen zur Verfiguind die Stromungsgeschwindigkeit,
damit auch der dynamische Druck, fallt abrupt ab.Gegenzug nimmt der statische Druck
bis Uber den Dampfdruck der Flissigkeit sprunghaftDer Verdampfungsvorgang kommt
zum Stehen und der in den Gasblaschen entstandemepfDkondensiert an deren
Aussenwand. Es kommt in den Gasblaschen zu einarkest Unterdruck, wodurch die
Blaschen implodieren. Jedes Blaschen sendet beplodheren Schockwellen und kleinste
Flussigkeitsstrahlen mit sehr hoher Geschwindigkaiit Auswirkung auf die nahere
Umgebung. Dadurch werden die in der Flissigkeihatenen Oltropfchen beschleunigt,
verformt, zerrissen und zerkleinert. Dieser Vorgahgi dem durch Druckschwankungen
Hohlraumen gebildet und wieder aufgelost werdemnhenan Kavitation (lat.: cavitare =
aushohlen). Dabei entstehen kurzzeitig Dricke visrzbb mehreren tausend bar. Neben der
Kavitation tragen auch Stromungs- und ScherkraftePartikelzerkleinerung bei.

Die Mindestmenge fur diesen Homogenisator LAB 4@r{dl Deutschland) betragt 20 ml, die
Hochstmenge 40 ml. New chemical entities (NCEs) heac es aus Kostengrinden
erforderlich auf kleinere Probenmengen zurtckzdgneiZu diesem Zweck kann man den

EmulsiFlex C5 mit einem Mindestvolumen von 7 mlwenden.
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EmulsiFlex-C5

Der Hochdruckhomogenisator EmulsiFlex-C5 (Aveskanada) besteht aus den Elementen

Pumpe, Ventil, Manometer und Temperierbad.

Pumpe

Dieser Homogenisator besitzt eine druckluft-/ungcigasbetriebene Hochdruckpumpe, ohne
produktberiihrende Dichtungsringe. Die einzige Kstodtdichtung ist eine Kolbendichtung,
bestehend aus Ultra High Molecular Weight Polyethgl Er arbeitet durch ein spezielles

Pumpenmotorsteuerventil besonders leise.

Ventil

Das pneumatisch regulierbare, dynamische Venth&@nkeine Dichtungsringe aus Gummi.
Ein Teflonring zur Abdichtung des Ventilsystems @é einzige Kunststoffdichtung. Alle
anderen Dichtungen sind Metall-auf-Metall- oder Mleauf-Keramik-Dichtungen.

Dieser Homogenisator erreicht einen Durchsatz wénl1h, der vom eingestellten Druck
abhangig ist. 7 mL betragt die kleinstmdgliche Rrobhenge, der Substanzverlust liegt unter
1 mL. Ein Druckbereich zwischen 30 und 2000 bafrgtwaéahlbar. Das gesamte Gerat kann
zum Temperieren des Probenmaterials in ein Wasseibgetaucht werden.

Ein Vorteil ist die leichte Reinigung des Gerates heillem Wasser, Ethanol, Aceton und
anderen Losungsmitteln, die durch das Geréat gepuveptien kdnnen. Auch durch Spilen
mit Druckluft/-gas kénnen verbliebene Rickstanddeent werden. Das gesamte Gerat inkl.
Ventil kann zur Reinigung und Wartung zerlegt wexdalle Teile, die mit dem Produkt in
Kontakt stehen, kdnnen autoklaviert werden. Fir é&msungen im Labormalfistab reicht zum
Betreiben ein Stickstoffbehalter oder ein kleinemifressor.
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6.2 Partikelgréf3enanalytik und Partikelladung

6.2.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Dabei handelt es sich um ein dynamisches Streukctathren, bei der die durch Diffusion der
Teilchen hervorgerufenen Schwankungen der Streuliemsitat erfasst werden (Muller und
Schuhmann 1996). Man erhalt als Ergebnis den mattl€®artikeldurchmesser der Probe im
Messbereich zwischen 5 nm und 3-5 um und den Pggdsitatsindex (Pl), als Maf3 fur die
Breite der Verteilung. Kleine Partikel werden dudike Brownsche Molekularbewegung der
sie umgebenden Flussigkeitsmolekile zu einer sldraal Bewegung angeregt, weil sie eine
geringere Tragheit besitzen als grof3e Teilchen. HMEhotomultiplier erfasst die

Intensitatsschwankungen. Eine Autokorrelationsfiomktwird mit Hilfe eines Korrelators

berechnet und an eine theoretische Korrelationsiomig(). angepasst. Die mathematische
Abweichung zwischen der gemessenen und der thednet Korrelationsfunktion beschreibt
der PI, der dimensionslos ist. In der Praxis sprioan bei Werten zwischen 0,03 und 0,06
von Monodispersitat, zwischen 0,1 und 0,2 von eerggen, bei Werten zwischen 0,25 und
0,5 von einer breiten und bei Werten 0,5 von einaultimodalen Verteilung. Die

Diffusionskonstante D wird Uber die theoretischeriémtionsfunktion ermittelt und in die

Stokes-Einstein-Gleichung eingesetzt. Der Radiug ber Durchmesser der Hauptpopulation

kann wie folgt berechnet werden:

(= ke T
G6e 7o+ D

r = mittlerer Teilchenradius

k = Boltzmann-Konstante

n = dynamische Viskositat des Me3mediums
T = absolute Temperatur

D = Diffusionskonstante

Diese Zusammenhange gelten jedoch nur fur kugeiffnPartikel, wobei auch die
Temperatur und die Viskositat des Mel3mediums eatdehd sind. Die Tropfchen der durch
Phytosphingosin positiv geladenen Nanoemulsion gumar spharisch, aber nicht einheitlich

rund, sondern eher leicht deformiert. Verwendetdeuarfir die Messungen ein Zetasizer 4
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und ein Zetasizer Nano ZS (beides Malvern InstrumedK). Beim Zetasizer 4 wurde ein
Laser mit einer Wellenlange von 632,4 nm verwengled in einem Winkel von 173°
gemessen. Die Proben wurden mit bidestilliertem 3&iasauf die empfohlene
Streulichtintensitat verdiinnt, um Mehrfachstreuumge vermeiden.

Da mit diesem Verfahren die mittlere Teilchengr@Bmittelt wird, aber keine Aussage zu
eventuell vorhandenen Partikeln im Mikrometer-Belnemaoglich ist, wird zusatzlich das
Verfahren der Laserdiffraktometrie herangezogen die Partkelgrof3e (-nverteilung)

festzustellen.

6.2.2 Laserdiffraktometrie

Wenn Teilchen unterschiedlicher Grol3e in den Straddng eines (Laser-)Lichtstrahls
eingebracht werden entstehen Beugungsmuster. idekber Partikel ist, desto starker ist die
Krummung seiner Oberflache, desto grof3er ist demgBegswinkel. Das Verfahren der
Laserdiffraktometrie nutzt die Analyse dieser Beuggmuster mittels mathematischer
Ermittlung der PartikelgroRe und der -verteilunged® Beugungsmuster sind charakteristisch
sind fur den Partikeldurchmesser (Muller und Schaimm1996).

Es handelt sich um ein VorwartsmeRverfahren, bei der Laserstrahl durch ein optisches
System aufgeweitet wird. Eine Fourier-Linse, die Beobe nachgeschaltet ist, sorgt dafir,
dass die Beugungsbilder unabhéngig von der LagePdeikel im Mel3volumen an einer
Stelle des aus Ringsegmenten aufgebauten Multieleleektors fokussiert werden.

Durch die Verwendung zweier Fourier-Linsen und eirddetektoren (low-, mid- und high-
angle-detector) und der Kombination mit der PIDSHr®logie im Gerat LS230 der Firma
Coulter Electronics, ergibt sich ein Mel3bereichsoien 40 nm und 2000 um. PIDS steht fur
Polarization Intensity Differential Scattering uedmdglicht eine exakte Bestimmung von
PartikelgréRen im Submikronbereich aufgrund unteestlicher Streuung polarisierten
Lichtes. Durch ein Filterrad wird jeweils nur daght einer Polarisationsebene (senkrecht
oder parallel zur Streuebene) und dreiverschied@elienlangen (450, 600 und 900 nm) aus
der geblndelten weil3en Lichtquelle herausgefilt®echs PIDS-Detektoren im Winkel von
60°, 75°,90°,105°,120° und 146° erfassen die Symendes Streumusters.

Die mathematische Auswertung der LD-Beugungsbidfaigt nach der Fraunhofer- oder der
Mie-Theorie. Die Fraunhofer-Auswertung ist fur kifgemige Partikel ratsam mit einer
GrolRe Uber der Wellenlange der verwendeten Licliguleier ein Halbleiterlaser mit etwa

750 nm. Da die mittlere PartikelgréRe der im Rahnuieser Arbeit verwendeten
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Nanoemulsionen deutlich unter 500 nm liegt, wurde Mie-Theorie herangezogen. Diese
mathematische Auswertung setzt aber die Kenntrssrel@len Brechungsindex der Partikel
sowie des durch die Partikel absorbierten Anteds Haserlichtes (imaginarer Teil) voraus.
Der Brechungsindex der Nanoemulsionen wurde al$61dnd als Lichtabsorption 0,01
festgelegt. Alle Proben wurden nach ausreichenagedihnung dreifach gemessen.

Das Ergebnis der Messung ist eine Gesamtverteikungs, die eine Volumenverteilung
darstellt und eine Aussage Uber die prozentualeteilnbestimmter Partikelgro3en an der
Gesamtpopulation zulasst.

Die Durchmesser LD50, LD90, LD95 und LD99 wurdes aharakteristische Parameter
festgelegt. In dieser Arbeit wurde ausschliel3lielh HD99-Durchmesser angegeben. Dieser
besagt, dass 99 % der detektierten Partikel eihgineken Durchmesser aufweisen als der
genannte Wert. GroRere Partikel werden starker ajget, weil es sich um eine

volumenbezogene Verteilung handelt.

6.2.3 Zetapotenzial

Ein Mal} fUr die elektrostatischen Abstol3ungskréfté damit fur die Lagerstabilitat disperser
Systeme wie z. B. Nanoemulsionen ist das Zetapiate(ZP). Partikel disperser Systeme
besitzen eine meist negative Oberflachenladungn@idPotenzial). Negative dehydratisierte
lonen lagern sich an die Oberflache an (innere Helta-Schicht) und positive Gegenionen
lagern sich auf diese Schicht (dul3ere HelmholtzsthiDie innere und aul3ere Helmholtz-
Schicht werden zusamman als Sternschicht bezeicbiete Schicht ist fixiert und kann
nicht abgeschert werden. Hydratisierte Kationea,rdehr Platz beanspruchen, kénnen nicht
zu einem vollstandigen Ladungsausgleich fuhren. Stasnpotenzial weist immer noch einen
negativen Wert auf. Eine diffuse Schicht aus hysiexten Kationen und Anionen, die das
Teilche wie eine Wolke umgeben, fuhrt zur as ymptben Ladungsannaherung gegen Null.
Es kommt durch die unterschiedlichen Ladungsventgién zu linearen Potenzialverlaufen in
der Sternschicht und zum exponentiellen Abfall Besenzials in der diffusen Schicht. Bei
der Diffusionsbewegung der Teilchen wird die difusnicht fixierte Schicht durch
Reibungskrafte teilweise abgestreift. Das Teilclsnnach aussen nicht mehr neutral und
kann nach dem Anlegen eines elektrostatischen &ellg entgegengesetzt geladenen
Elektrode hin beschleunigt werden. Diese Beschipurg fuhrt zur weiteren Erhéhung der
Reibungskrafte, was wiederum eine weitere Abstngifder diffusen Schicht zur Folge hat.

Ein ausreichend starkes elektrisches Feld strigftliffuse Schicht bis kurz vor dem fixierten
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Sternpotenzial. Die Hydrathille der Sternschichit kdén Rest der diffusen Schicht. Das
Potenzial an der Scherebene nach dem Abstreifeth als&r Zetapotenziak) bezeichnet. Je
groRer die elektrostatische Absto3ung zwischen Bartikeln ist, desto groRer ist das
Zetapotenzial und desto groRBer ist somit die Stabilder Dispersion. Betrage von
Zetapotenzial-Werten > 30 mV stehen fur stabilet&ye, wobei es auch Ausnahmen von
dieser Regel gibt. Die Messung des Zetapotenzialslge Uber die Laser-Doppler-
Anemometrie. Durch Anlegen eines elektrischen Felomvegen sich die Partikel abhéngig
von der angelegten Feldstarke mit einer bestimn@&aschwindigkeit in Richtung der
entgegengesetzt geladenen Elektrode. Um ein Abschaer gesamten diffusen Schicht zu
gewahrleisten, muss das elektrische Feld entspndciesgewahlt werden. Die Probe mit sich
bewegenden Partikeln wird mit einem Laser bestrdeit gestreut wird. Das Resultat ist eine
Frequenzverschiebung der Wellenlange des gestréwatserlichts (Doppler Effekt), wobei
die Grol3e dieser Verschiebung von der Partikelgeischigkeit abhéngig ist. Durch Messung
der Frequenz des gestreuten Laserlichts kann aufl éilchengeschwindigkeit geschlossen
werden. Diese Teilchengeschwindigkeit ins Verhaltgesetzt zur angelegten Feldstarke
ergibt die elektrophoretische Mobilitdt, die die ilfleengeschwindigkeit und somit die
Ladung unabhangig von der angelegten Feldstarkeziegchnet. Die elektrophoretische
Mobilitat wird nun nach Helmholtz-Smoluchowski iragl Zetapotenzial umrechnet (Mdiller
1996). Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir die Meg®&n ein Zetasizer 4 bzw. ein Zetasizer
Nano ZS (beides Malvern Instruments, UK) verwend2e Messungen erfolgten nach
Einstellung des pH-Wertes auf 55 + 0,1 und entdgeder Verdinnung der
Nanoemulsionen mit bidestilliertem Wasser, das Koithsalz auf eine Leitfahigkeit von 50

pnS/cm eingestellt wurde.
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6.3 HPLC-Analytik

Die Retentionszeit von Prednicarbat nach der Methads dem Europaischen Arzneibuch
betragt ca. 17 min. Es wurden verschiedene Flig8imischungen und eine

Gradientenmethode getestet. Die Gradienten-Metlsog@e die verschiedenen Uberpriften
FlieBmittelmischungen erwiesen sich bei der vengesd HPLC-Anlage als unbrauchbar,
ebenso wie die verschiedenen, getesteten Flielkmigtzhungen.

Fur die Kalibriergeraden (Abb. 13 und 14) und dieh@ltsbestimmungen der Nano-
emulsionen mit Prednicarbat, Everolimus und SiraBmwurden die in der Tab.16

aufgefihrten HPLC-Parameter verwendet.

Tab. 16: HPLC- Analytik von Prednicarbat, Everolsmund Sirolimus

Prednicarbat Everolimus Sirolimus
Saule LiChrosphef RP18, LiChroCaft 125-4 (5 pm) (Merck, Darmstadt)
Vorsaule LiChrosphe? RP18, LiChroCalt 4-4 (Merck, Darmstadt)
Pumpe L6200A (Merck Hitachi, Deutschland)
Autosampler AS 2000-A (Merck Hitachi, Deutschland)
Detektor DAD-Detektor, L-4500 (Merck Hitachi, Deutschland)
Wellenlange [nm] 254 278
Mobile Phase ACCI\.I ' Wass§r Acetonitril/Methanol/Wasser (38/34/28)
(5 Teile + 6 Teile)
Flussrate 0,7 ml/min 0,8 ml/min
Temperatur 25°C 70 °C
Injektionsvolumen 20 pl
Laufzeit [min] 22 10
Retentionszeit [min] 17,4+0,8 5%0,2 4+0,2
Konzentrationsbereich
fur Kalibrierfunktion 1-100 pg/ml 1-100 pg/ml 1-100 pg/ml
g]era?j)engleichung A =18914 c + 14706 A=23708 c— 10183 A =265H410277
R? 0,9998 0,9995 0,9997

AcCN = Acetonitril, A = Peakflache, R = Regressimaffizient,
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Abb. 13: Kalibrierfunktion fur Prednicarbak(+ s; n = 6).
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Abb. 14: Kalibriergerade fiir Everolimus und Siralisi(X +s; n = 6).
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6.4 Penetrationsuntersuchungen an exzidierter Humdraut

Negativ geladene Nanoemulsionen

Um die Penetration der positiv geladenen Nanoewmlgiegen die der negativ geladenen
vergleichend zu untersuchen, wurde Uberprift, @b F#ttsauren Stearinsaure, Laurinsaure,
Palmitinsaure und Myristinsaure zu 1 % in Eutandb§ich sind. Stearinsaure war in dieser
Konzentration in Eutanol G nicht |6slich, Laurinséiwnd Palmitinséure fielen nach 3 Tagen
Lagerung bei 25 °C wieder aus. Somit war von deegjeten Fettsauren nur Myristinsaure
geeignet und wurde zur Herstellung negativ geladeridanoemulsionen per
Hochdruckhomogenisation bei 50 °C mit 10 Zyklen B0 bar eingesetzt. AnschlieRend
wurden die Partikelgré3e und —ladung charaktetisier

Ex-vivo-Penetrations-Untersuchungen mit Franz-Zella

Die Haut fur die Penetrationsuntersuchungen stanvartePatientinnen zwischen 18 und 55
Jahren und wurde maximal 24 Stunden vorher chsahgientfernt. Das subkutane
Fettgewebe wurde mit Skalpell und Scheren, dasmBIiuPBS-L6sung entfernt und die Haut
mit Zellstoff trocken getupft. Mit einem Locheisefdi=30 mm) wurden Hautproben
ausgestanzt und in Petrischalen (d=50 mm) eingetkgtmit 1,5 mL Dulbeccos Modified
Eagles Medium-Nahrldsung beftllt waren. Die Hautk&iwurden bei 4 °C gelagert und die
Penetrationsuntersuchungen innerhalb von 72 Stuatdlgeschlossen, um die Viabilitat der
Haut zu gewabhrleisten. Die Franz-Diffusionszellerurden mit einer PBS-LOsung
(Akzeptorvolumen 7 mL) befillt, die Haut aufgespaaond eine Stunde so temperiert, dass
die Temperatur auf der Hautoberflache 32 °C bettagieils 500 pL der positiv bzw. negativ
geladenen Formulierungen, entsprechend einer P@#eon 1250 pg, wurden auf die Haut
aufgetragen. Nach Inkubations von 1, 2, 3, 6 undS2dnden wurden 300 pL Probe
entnommen und durch frische, temperierte PBS-Lo®Isgtzt. Nach 24 Stunden wurde die
Uberschissige Formulierung vorsichtig von der Heatfernt und die Hautoberflache
vorsichtig mit 5 mal 1 mL Isopropanol abgespulte BPlautoberflache wurde jeweils zweimal
mit einem trockenen Tupfer und zweimal mit isoprogéeuchtem Tupfer vorsichtig
abgetupft. Die Tupfer wurden in geeignete Vialsgelegt und mit Ethylacetat benetzt.
AnschlielRend wurden die Vials eine Minute auf deart&xer geschuttelt und fur 30 Minuten

in einem Ultraschallbad behandelt. Danach wurdekthglacetat abgenommen, die Tupfer
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sorgfaltig ausgewrungen. Das Etyhlacetat sowielsbpropanolwaschflissigkeit wurden am
Rotationsverdampfer vollstdndig eingeengt. Die Ritikde wurden in 1,0 mL Methanol
aufgenommen, 5 min bei 14 000 U/min zentrifugiert awlie Arzneistoffmenge mittels HPLC
bestimmt. Zur Bestimmung der Arneistoffpenetratiordie Haut wurden nach Abschlul3 der
Penetrationsversuche die Hautstlicke mit einem Eimedium auf Probentische gestellt und
bei -80 °C eingefroren. Mit einem Gefriermikrotonunden 100um dicke Schnitte hergestellt

und der Arzneistoff extrahiert.

Wabhl eines geeigneten Extraktionsmittels und eineExtraktionsmethode

Zur Extraktion von PC und seinen biologisch aktivetetaboliten wurde nach einem
geeigneten Extraktionsmittel und einer geeignetedtraktionsmethoden gesucht. Dafir
wurden nach Auftragen von jeweils 500 pl der Nanalsran auf die Haut und Inkubation
von 24 Stunden die Haut mit Hilfe eines Einbettrnea bei — 80 °C auf Probentischen
eingefroren und in 100 um dicke Schichten gesamiten verschiedene Extraktionsmittel

und Extraktionsmethoden getestet.

Extraktionsmittel

Mit jeweils drei geschnittenen Hautproben wurddgdade Extraktionsmittel Gberprift:

* Ethanol (96 %, V/V)

» Ethylacetat bzw.

e ein Gemisch aus Acetonitril und Wasser (6+4)
Ethylacetat erwies sich dabei als das Extraktiotieimnit dem das meiste Prednicarbat aus
geschnittenen Hautproben extrahiert werden korivitejeweils drei weiteren Hautstiicken

wurde nun Uberprift, welche der u.g. Extraktiongraden am Besten geeignet war.

Extraktionsmethode

Methode 1

Bei dieser Methode wurden die geschnittenen Haekstliiin einem Eppendorf-
Reaktionsgefald nacheinender dreimal mit 0,5 mL |IBteyat versetzt, eine Minute auf dem
Vortexer geschuttelt und jeweils 30 min in einentrdfichallbad extrahiert. Die Ethylacetat-

Phasen wurden abgenommen. Dieser Vorgang wurdeareiiederholt, die abgenommenen
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Ethylacetatphasen vereinigt und am Rotationsverdamipis zur Trockne eingeengt. Der
Ruckstand wurde in 1,0 ml Methanol aufgenommen, b&i 000 U/min 5 min lang
zentrifugiert und der Gehalt an PC inkl. der Metdabo per HPLC bestimmt.

Methode 2

Drei Hautsticke wurden in einem Eppendorf-Reaktieféf3 mit 0,5 mL bidestilliertem
Wasser versetzt, eine Minute auf dem Vortexer dasel, in flissigem Stickstoff
eingefroren und auf einem Wasserbad bei 37 °C wiaedégyetaut. AnschlieRend wurden
0,5 mL Ethylacetat dazugegeben, eine Minute auf Yemexer geschattelt, 5 Minuten bei
14 000 U/min zentrifugiert und die Ethylacetat-Rhabgenommen. Der weitere Vorgang ist

der Methode 1 analog.

Methode 3

Bei der Methode 3 wurden die vorhergehenden Metimddand 2 kombiniert, d.h. nach der

Prozedur des Einfrierens mit fliissigem Stickstoffl lAuftauens auf dem Wasserbad erfolgte
eine Extraktion im Ultraschallbad (30 min).

Die vereinigten Ethylacetat-Phasen wurden am Rwotatierdampfer eingeengt, in Methanol
aufgenommen, wiederum eingeengt und in 1,0 mL Methaufgenommen, um anschlieRend
eine HPLC-Analytik durchzufuhren. Bei dieser Metho8l konnte das meiste Prednicarbat,
inkl. der Metaboliten extrahiert werden.

Zur Beurteilung der Wiederfindung wurde Betametimasterat als interner Standard

eingesetzt.

Extraktion und Analyse des Prednicarbats und seineMetabolite aus den Mikrotom-
Schnitten

Nach dem Schneiden am Gefriermikrotom wurden dieutstdnitte in Eppendorf-

Reaktionsgefal3e platziert, mit 0,5 mL bidestilkent Wasser versetzt, eine Minute auf dem
Vortexer geschuttelt und in flussigem Stickstoffiggfroren. Nach dem Auftauen auf dem
Wasserbad bei 37 °C, wurden 0,5 mL Ethylacetat dgegeben, eine Minute auf dem
Vortexer geschuttelt, funf Minuten bei 14 000 U/maantrifugiert, die Etyhlacetat-Phase
abgenommen und in einem Vial vereinigt. Dieser ‘o wurde insgesamt finfmal

wiederholt. Danach wurden die Hautschnitte mit)3thylacetat 30 min im Ultraschallbad
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extrahiert und die Ethylacetatphasen erneut abgemembDie vereinigten Ethylacetat-Phasen
wurden am Rotationsverdampfer vollstandig eingeengid in 1,0 mL Methanol
aufgenommen. Anschliel3end erfolgte eine HPLC-Aralggr Bestimmung des Gehalts an
Prednicarbat und seinen Metaboliten Prednisolon),(PBednisolon-17-Ethylcarbonat (PD-
17-EC) und Prednisolon-21-Ethylcarbonat (PD-21-Eftjukturformeln s.Abb. 15).

Abb. 15: Vergleich der Strukturformeln von Prednmit, Prednisolon, Prednisolon-17-Ethylcarbonat und
Prednisolon-21-Ethylcarbonat

96



Methoden — Freisetzung

6.5 Freisetzung

Mit Hilfe von Franz-Diffusionszellen wurde die Fsetzung von Prednicarbat in positiv bzw.
negativ geladenen Nanoemulsionen vergleichend suntbt. Da der Arzneistoff in Wasser
praktisch unléslich ist, ware PBS als Akzeptormadiein limitierender Faktor. So wurden
verschiedene Mischungen aus Ethanol und PBS heliggson Ethanol/PBS 80:20 bis zu
20:80) und die Loslichkeit von Prednicarbat in diedMischungen Uberprift. Die Franz-
Diffusionszellen, mit einer NephropHaMembran, wurden mit 7 ml einer Ethanol-PBS-
Mischung (1:1) als Akzeptormedium beflllt und 1r&te temperiert. 500 pL der positiv bzw.
negativ geladenen Formulierungen als Donatormedivas, einer PC-Menge von 1250 ug
entspricht, wurden aufgetragen, nach 1, 2, 3, 6 24dStunden 500 pL Probe aus dem
Akzeptorkompartiment entnommen und durch friscleepgerierte Ethanol-PBS-Mischung
ersetzt. Nach 24 Stunden wurde die Uberschussigeufierung vorsichtig von der Membran
entfernt und die Membran vorsichtig mit 2 mL Ethlogéat gewaschen und in Vials eingelegt
bis zur weiteren Analyse bei - 80 °C gelagert. Qials mit Ethylacetat wurden eine Minute
auf dem Vortexer gemischt und fir 30 Minuten in Hitraschallbad gelegt. Danach wurde
die Membran sorgfaltig ausgewrungen, das Ethylaceddogenommen und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Membran wurdmtls mit Etyhlacetat versetzt, eine
Minute auf dem Vortexer gemischt und fir 30 Minuten ein Ultraschallbad gelegt.
Ethylacetat wurde abgenommen und mit der Ethylfgetse der Waschfllissigkeit vereinigt
und vollstdndig eingeengt. Die Ruckstdnde wurdenl, mL Methanol aufgenommen,
zentrifugiert (5 min, bei 14 000 U/min) und die W&toffmenge mittels HPLC bestimmit.

6.6 Herstellung der Everolimus-haltigen Mikroemulson

Triacetin und Poloxamer 184 wurden bei 180 °C fiim8n heil3luftsterilisiert (Heraeus SUT
6200, Hanau, Deutschland) und die Propylenglyko8¥¢aMischung bei 121 °C und 2 bar
fur 15 min autoklaviert (Selectomat S 2000, MinaremMedizin Mechanik GmbH,
Deutschland). Mit 2,0 g Triacetin wurden 10 mg Blenus angeldst und anschlieBend 1,5 g
Poloxamer unter Ruhren zugefugt. Unter weiteremr&iilwurde eine Mischung aus 4,0 g
Propylenglykol und 2,5 g Wasser zugefugt und diige Mikroemulsion durch ein 5 pm
Polytetrafluorethylen Filter (Sartorius, Gotting@&gutschland) filtriert.
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6.7 Permeationsuntersuchungen an der Schweinecornea

Fur die Durchfihrung der in-vitro Permeationsutehaingen wurden sog. Ussing-Kammern
aus Acrylglas (Grindberg Kunststoffe, Rédermarkut®ehland) mit einer Oberflache von
0,5 cnf verwendet (Siefert und Keipert 1997, Scholz 20@3% gewéhrleisten eine sichere
Fixierung der Cornea zwischen beiden Halbzellen evatie anatomische Krimmung der
Cornea erhalten bleibt. In einem Wasserbad (Laud&duda Dr. R. Wobser GmbH & Co.
KG, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland) werden dieedeluf 33 + 1 °C temperiert. Bezogen
wurden die Augen frisch geschlachteter SchweinedemLVAT (Lehr- und Versuchsanstalt
fur Tierzucht und Tierhaltung, Teltow, Deutschlan®je Préaparation der Cornea ist von
Siefert und Keipert 1997 sowie Scholz 2003 besbeneworden. Die Unversehrtheit der
Cornea wurde makroskopisch Uberpriuft, das anhadtévidskelgewebe entfernt und der
Augapfel mit Bicarbonat-Ringerlosung pH 7,4 (BR)spélt. Die Cornea wurde mit einem
Skalpell und einer Schere so entfernt, dass sichetiva 3 mm breiter Ring um das
unbeschadigte Gewebe befand. Nach dem Spilen mitiBBe die entfernte Cornea mit der
Epithelseite zum Donatorkompartiment in die Permeatzelle eingespannt. Als Donor
wurde 1 mL der Mikroemulsion (mit Everolimus unds dontrolle eine arzneistofffreie
Mikroemulsion mit sonst gleicher Zusammensetzung)wendet. Eine Pumpe (Ismatec,
Glattbrugg-zZurich, Schweiz) pumpte kontinuierlich itm einer Flussrate von
5 mL/min das Akzeptorvolumen von 15 mL BR durch diezeptorhalbzelle. Nach 30, 60
und 240 min wurden aus der Akzeptorhalbzelle 5,0Amben entnommen und durch frische,
temperierte BR ersetzt. Bis zur Quantifizierung aeur die Proben bei -20 °C gelagert. Mit
einer Trypanblaulésung 0,4 %, die tote Zellen atfawurde die Vitalitat des cornealen
Gewebes uberpruft. Unmittelbar nach der Isolierwagen punktuelle Farbungen erkennbar,
die nach den Permeationsversuchen vergrofRert wa&denPositiv- und Negativkontrolle
wurde frisch isolierte und mit Triton-X-100 Losuti@b6 behandelte Cornea eingesetzt.
Bicarbonat-Ringerlésung pH 7,4

BR I: NaCl 7,14 g + KCI 0,38 g + 0,526 g M#PO,-2 HO + NaHCQ 2,29 g Wasser ad
500,0 mL,

BR II: 0,154 g CaGl2 HO + 0,2 g MgC4-6 HO + Glucose 0,92 g, Wasser ad 500,0 mL

BR | und BR Il wurden getrennt hergestellt, gemisehd auf pH 7,4 mit 0,1 M HCI oder
0,1 M NaOH eingestellt.
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6.8 Immunoassay zur Bestimmung von Everolimus

INNOFLUOR® CERTICAN® Assay-System

Zur Quantifizierung von Everolimus wurde ein Innaff® Certicaif Assay verwendet. Dieser
Fluoreszenz-Polarisations Immuno-Assayas (FPIAjebiaauf dem Prinzip der kompetitiven
Bindung. Das Antigen (AG) in der Probe konkurrienit dem Fluorescein-markierten
Antigen um eine feste Anzahl von Antikérperbindwstgien. Wird das kleine, rasch in der
Losung rotierende Fluorescein-markierte Antigen Imgar polarisiertem Licht angeregt, so
wird das emittierte Licht signifikant depolarisieBie Rotation verlangsamt sich bei Bindung
des Fluorescein-markierten Antigens an einen Anpi&d und das linear polarisierte
Anregungslicht bleibt bei der Ausstrahlung in hohetal3e polarisiert. Erhéhte Mengen von
nicht markiertem Antigen in der Probe resultieren diner verminderten Bindung von
Fluorescein-markiertem Antigen an Antikdrper undeeiverminderten Polarisation des von
der Probe emittierten Lichtes. Mittels Vergleichs d@olarisationswertes einer unbekannten
Probe mit den Polarisationswerten einer auf dem AFHalysegerat erstellten
Kalibrierungskurve kann die Antigen-Konzentratiormételt werden. Die Probe wird vor
Beginn der automatisierten Pipettiersequenz manoetl einem Proteinfallungsreagenz
extrahiert und zentrifugiert. Der Uberstand wird die Probenkivette pipettiert und die
Antikorper- und Tracerreagenzien werden in das eédysgeladen. Die Akzeptabilitat der
Kalibrierkurve wird durch die Messung der Kontrolle verschiedenen Konzentrationsstufen
untersucht. Dabei wird auch gepruft, ob sich ddafsationsfehler (PERR) und der mittlere
quadratische Fehler (RMSE) der Kalibrierungskurmeerhalb der festgelegten Grenzen

befinden.
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Viskositat

6.9 Viskositat

Die Viskositat {)) ist definiert als die um den inneren Reibungswaténd zu Uberwindene
notwendige Kraft. Zur Bestimmung der Viskositat abtleskoser oder Newtonscher
Flissigkeiten schreibt das Europaische ArzneibucB @ine Methode mit einem
Kapillarviskosimeter vor, die auf der Messung déro@ungsgeschwindigkeit in dinnen
Rohren und Kapillaren beruht. Die Viskositat istbeia umgekehrt proportional der

FlieRgeschwindigkeit. Die auftretende laminare ®uig folgt dem Hagen-Poiseuille-

Gesetz:
v_p mrt
t 8 n |

Durch Umformen lasst sich die Gleichung auch wigtfdarstellen:

n=kpt

k = Geratekonstante
p = Dichte
t = DurchfluRzeit

Die Geratekonstante ist meist den Herstellerurderlazu entnehmen. Die zur Berechnung
der Viskositat erforderliche relative Dichte wurddt einem Densitometer DMA 38 der
Firma Anton Paar GmbH, Graz, Osterreich gemessemas Dgebrauchlichste
Kapillarviskosimeter ist das Ubbelohde-Viskosimeter dieser Arbeit wurde die Viskositat
mit einem Mikroviskosimeter (bendtigtes Volumen &.ml) nach Ubbelohde bestimmt
(DIN 51562:2). Das Europaische Arzneibuch schredst dass die Priufung nur dann giltig
ist, wenn zwei aufeinanderfolgende Messungen umhgtiéos 1 % abweichen. Gemessen
wurden die Durchfluf3zeiten bei 25 und 50 °C (n = 6)
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7 Ergebnisse und Diskussionen

7.1 Auswabhl der Olphase fiir Phytosphingosin

Das in dieser Arbeit zur Erzeugung der positiveduray verwendete Phytosphingosin (PS)
stellt eine ausserordentliche Problemsubstanz Mliehlger Loslichkeit und somit eine
Herausforderung dar. Als Bestandteil der Ceramstled®5 extrem schlecht 16slich. Deshalb

wurde eine Reihe von Olkomponenten untersucht, iesedSubstanz zu losen. Dafiir wurde
eine ausreichende Menge an PS in Eu%@l Tegoso@ CT, Tegoso@ OP, Tegosoﬁ
DEC und Miglyoi@ bei Temperaturen deutlich Gber 100 °C geldst uath ZAbklhlen
stehengelassen. PS war zwar in allen Olkomponéistioh, blieb jedoch beim Abkiihlen auf
20 °C nur in Eutan§l G gelost. In allen anderen Olkomponenten kristigite PS bereits
deutlich oberhalb von 70 °C aus.

Die Untersuchungen bezuglich der Rekristallisatismurden nach Zugabe von vier
verschiedenen Lipoiden (Lipoid E%DLipoid S 75-3N, Lipoid S 100-3 und Lipoid S 80-3)

wiederholt, brachte aber keine Verbesserung.
7.2 Auswabhl der Olphase fir Prednicarbat

Das Européaische Arzneibuch gibt an, dass Predrtaraktisch unléslich in Wasser ist. Mit
einer ausreichenden Menge an Prednicarbat wurdepriiiie ob der Arzneistoff in den
moglichen Olkomponenten I6slich ist. Prednicarbat  allen getesteten Olen I6slich und
blieb auch nach Lagerung von 7 Tagen bei 25 °Gsuhg.

Somit war der limitierende Faktor fUr die Herstatju der Nanoemulsionen einzig die

Loslichkeit des zur positiven Aufladung verwende®#rytosphingosins.
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7.2.1 Loslichkeit schwerl6slicher Immunsuppressiva

Loslichkeit von Prednicarbat in Eutanol G

10 mL Eutanol G wurden mit Prednicarbat gesattighd u24 Stunden mit
120 Bewegungen/Minute bei 25 °C geschuttelt. Ane@and wurde 30 min bei 14000 U/min
zentrifugiert. 50 pL des Uberstandes wurden abgemam mit Methanol auf 1,0 mL erganzt
und der Gehalt an Prednicarbat per HPLC bestimmt@h

Die Loslichkeit von Prednicarbat in Eutanol G bgtfi2,91 mg/mL

Loslichkeit von Everolimus bzw. Sirolimus in Eutand G

Die Wasserloslichkeit von Sirolimus betragt 2,6 mg/ (Simamora et al. 2001). Die
Loslichkeit sollte fir eine angemessene Bioverfiikbia entsprechend angemessen hoch sein.
Fur die Untersuchungen bezuglich der Nanoemulsiceréolgte die Orientierung an der
Konzentration bereits zugelassener topischer Galcin-Inhibitoren. 0,1 % Everolimus und
Sirolimus waren in Eutanol G |6slich und blieben clau nach Lagerung von
7 Tagen bei 25 °C in Lésung.

10 mL Eutanol G wurden mit Everolimus bzw. Sirolenigesattigt und 24 h bei
120 Bewegungen/Minute bei 25 °C geschuttelt. AneBeind wurde 30 min bei 14000 U/min
zentrifugiert, 50 pL des Uberstandes wurden abgemam mit Methanol auf 1,0 mL erganzt
und die Menge per HPLC bestimmt (n = 6).

Die Loslichkeit von Everolimus in Eutanol G betrd86,8 mg/mL und von Sirolimus
8,36 mg/mL.

102
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7.3 Viskositat

Das Sicherheitsdatenblatt der Firma Caelo beziighthanol G (EG) beziffert die
dynamische Viskositat auf 60 mPa s, eine eigenesieszur Uberpriifung ergab einen Wert

von 59 mPa s. Die Dichte von 0,849—3 laut Hersteller wurde durch eine Messung bestétigt

cr
Die Zusammensetzung der Olphasen ist identischderiien der Endformulierung in den
fertigen Nanoemulsionen und lieferte nach Messuig id der Tab. 17 aufgefihrten

Viskositaten.

Tab. 17: Die dynamischen Viskositaten der versaied Olphasen gemessen mit Kapillarviskosimeteh nac

Ubbelohde bei 25 und 50 °X(z* s; n = 6).

Formulierung Viskositat [mPa s]
In Eutanol G gelost 25°C 50 °C
PS 71,56 + 0,02 22,27 £ 0,06
PSPC 74,55 +0,14 22,83 £ 0,06
MSPC 63,97 £0,14 20,13 £ 0,05
PSEv 71,85+ 0,08 22,23 +£0,03
PSSir 72,40 + 0,07 22,74 £ 0,06

Abkurzungen: PS = Phytosphingosin, PSPC = PS uaednitrarbat, MSPC = Myristinsaure und Prednicarbat,
PSEv = PS und Everolimus, PSSir = PS und Sirolimus

Verglichen mit reinem EG nimmt die Viskositat zu,emm zusatzliche Bestandteile
eingearbeitet werden. Die hinzugekommenen Substaag@hen die innere Reibung und
damit die Kraft, die notwendig ist um den innererillRingswiderstand zu Uberwinden.
Weiterhin spielen die Affinitaten bzw. Losungseigemaften dieser gelésten Verbindungen
eine wichtige Rolle. Bemerkenswert ist, dass dieErueugung der negativen Ladung in den
fertigen Nanoemulsion verwendete Myristinsdure\dskositat nicht so stark erhéht wie PS.
Durchweg ist zu erkennen, dass bei 50 °C die Viskibsleutlich abnimmt, was auf den
hoheren Energieeintrag zurtckzufihren ist. Die ®Henergie sorgt dafir, dass sich die
ungeordneten Partikel in einer Flussigkeit schnebewegen und so weniger Reibung

verursachen.
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7.4 Prednicarbat-Nanoemulsion

7.4.1 Hochdruckhomogenisation mit LAB 40

Die Herstellung chemisch und physikalisch stabilanoemulsionen zur dermalen
Applikation von Prednicarbat, Sirolimus und Evemalis war eines der Ziele dieser Arbeit.
Das Hauptproblem bei der Herstellung der Nanoemudsi per Hochdruckhomogenisation
liegt darin, die Bedingungen so zu wahlen, dasmurieine ausreichende physikalische
Stabilitat Uber einen langen Zeitraum madglich isVelche Auswirkungen die
Homogenisationsparameter, wie z. B. Temperatur,clorund Zyklen auf die chemische
Stabilitat haben, wird in dieser Arbeit ebenfallstarsucht. Ein Vorteil von Nanopartikeln,
namlich der Schutz empfindlicher Arzneistoffe sddimit auch belegt werden. Prednicarbat
als ein Doppelester ist fir diesen Zweck ein gitendidat, zumal tGber dessen chemische

Stabilitat in Nanopartikeln bisher nicht in derdrtur beschrieben ist.

6.4.1.1 Prozessparameter

Zur Untersuchung und Bestimmung der bestmoéglichedlirgjungen fir die endgultige
Formulierung wurden folgende ausgewahlte Paranuettersucht:
* Homogenisationstemperatur (25 und 50 °C)
* Homogenisationsdruck (300, 500 und 700 bar)
* Anzahl der Homogenisationszyklen (3, 5, 8 und 1®&l&y fur den LAB 40) bzw.
Homogenisationsdauer (1-10 min fir den EmulsiFIi&) C

Wie in den Abb. 16 und 17 dargestellt, zeigen diegeBnisse eindeutig, dass die

Homogenisationstemperatur einen grof3en EinflulRdafmittlere PartikelgrofRe (PCS), die
Breite der Verteilung (PI) und die PartikelgroRedenverteilung) (LD) hat.
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Homogenisationstemperaturen

25°C

Bei einer Homogenisation mit 25 °C und 3 Zyklenrfi@ine Erhéhung des Druckes von
300 bar auf 500 bar zu einer Verkleinerung derlengh PartikelgréRe von 228 + 4 nm auf
189 + 3 nm. Der PI wird dabei von 0,16 + 0,05 auf30+ 0,05 reduziert. Eine weitere
Steigerung auf 700 bar fihrt zu 168 + 3 nm kleiRartikeln, mit einem unveranderten Pl von
0,13 + 0,03 (Abb. 16). Eine Druckerhéhung von 300%00 bar fuhrt bei einer Anzahl von
10 Zyklen zu einer Verkleinerung der mittleren Fkatgrol3e von anfanglichen 205 + 4 nm
zunéchst auf 155 + 2 nm. Der PI von 0,19 + 0,0&tsttabei auf 0,11 + 0,06. Eine weitere
Erh6hung des Druckes auf 700 bar fuhrt ledigliclemer geringen Verkleinerung sowohl der
PartikelgréRe (150 £ 3 nm) als auch des PI (0,@904). Eine Druckerhéhung von 300 bar
auf 500 bar fihrt unabhéngig von der Anzahl derl&yku einer deutlichen Reduzierung der
mittleren Partikelgro3e, eine weitere Druckerhthang 700 bar fuhrt zu einer weiteren
Reduktion der PartikelgroRe, die aber mit steigedeahl der Zyklen abgeschwacht wird.
Die Differenz der Reduktion der mittleren Partikéige von 155 + 2 nm auf 150 £ 3 nm
durch eine Druckerh6éhung von 500 auf 700 bar belyRlen ist nicht signifikant. Bei
Betrachtung der PI-Werte kann man feststellen, dd&s Ausmald der Reduktion mit
steigender Anzahl der Zyklen starker ausgepragtDs& Ergebnisse lassen sich mit dem
Prinzip der Hochdruckhomogenisation gut erklareaciN der Bernoulli-Gleichung ist die
Summe aus statischem Druck und dynamischem Druokt&ot. Fur eine Homogenisation
bei 25 °C mit einer niedrigen Anzahl an Zyklenast hoher Druck von 700 bar erforderlich,
um die Partikel zu zerkleinern. Dass die Viskodiigt Olphase bei 25 °C viel hoher ist als bei
50 °C ist dabei auch von entscheidnder Bedeuturadp.(I7). Bei einer hohen Anzahl an
Zyklen hingegen scheint ein Druck von 500 bar optiru sein, um mdglichst kleine Partikel
zu erhalten. Die optimalen Bedingungen ergeben aigfSumme aus der Homogenisations-
temperatur, dem Homogenisationsdruck und der Anzkhl Homogenisationzyklen. Mit
25 °C wurde die Nanoemulsion mit der kleinsten leriéin Partikelgrof3e (144 + 2 nm) und
der engsten Verteilung (0.09 £ 0,05) mit 5 Zyklewdu00 bar erhalten. Aus Abb. 17 geht
hervor, dass die LD-Partikelgrof3e durch eine Druuoileung von 300 auf 500 bar mit
steigender Anzahl der Zyklen immer starker verrihgeird. Bei 3 Zyklen wird die LD-
PartikelgréRe durch die Druckerhéhung von 449 +n@b auf 298 £ 1 nm verringert, bei

10 Zyklen von 441 + 9 nm auf 234 £+ 2 nm. Die gleichendenz lasst sich auch bei der
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mittleren Partikelgro3e feststellen. Eine weiteredbung des Homogenisationsdruckes auf
700 bar bewirkt mit 3, 5 und 8 Zyklen noch einengdigante Verkleinerung, aber mit 10

Zyklen kaum noch eine weitere Verbesserung (Rednkton 234 + 2 nm auf 223 £ 3 nm).
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Abb. 16: Einfluss der Homogenisationsparameter Tegatpr (25 und 50 °C), Druck (300, 500 und 700 bag
der Anzahl der Zyklen (3, 5, 8 und 10) auf die kg Partikelgrol3e (dargestellt durch die farbidgaiken,
bestimmt mittels Photonenkorrelationsspektroskofi€S) und den Polydispersitatsindex der Prednitarba
haltigen positiv geladenen Nanoemulsiof £ s; n = 5).

50 °C

Bei einer Homogenisationstemperatur von 50 °Castiinfluss des Homogenisationsdruckes
und der Anzahl der Zyklen auf die mittlere PartitéRe und die LD-Partikelgréf3e genau
entgegengesetzt. Hier sind schon 300 bar ausrelchamabhangig von der Anzahl der
Homogenisationszyklen, um die kleinsten Partikeleralten (Abb. 16). Bei 3 Zyklen und
300 bar fuhrt eine Erhdhung des Druckes auf 500 zoariner Zunahme der mittleren
PartikelgroZe von 197 + 3 nm auf 212 + 3 nm, unidwaaterer Druckerh6hung auf 700 bar
betragt die mittlere TeilchengroR3e sogar 234 + 3 Kvahrscheinlich entstehen zunachst
kleine Partikel. Da aber der optimale Energieegqtiam stabile Partikel zu erhalten
Uberschritten wird (Akkar und Mduller 2003b) koalesen diese anfanglich kleinen Partikel
zu groBBeren. Die gleiche Tendenz der Zunahme détleran Partikelgréf3e bei einer
Druckerhdhung ist durchweg auch bei 5, 8 und 10ledylzu beobachten. Mit 300 bar fuhrt
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eine Erh6hung der Zyklenzahl von 3 auf 10 zu et@rahme der mittleren Partikelgréf3e von
197 + 3 nm auf 171 + 3 nm. Zusammenfassend lagstssigen, dass eine Drucksteigerung zu
gréReren Partikeln fuhrt. Beim Polydispersitatsinds eine eindeutige Tendenz wie bei 25
°C nicht feststellbar. Eine Gemeinsamkeit bestdd®r alarin, dass durchweg bei 700 bar,
unabhangig von der Anzahl der Zyklen, immer def3ggoPI-Wert und damit die breiteste
Verteilung zu verzeichnen ist. Trotzdem ist abatAehalten, dass samtliche PI-Werte < 0,2
sind. Bei der LD-Partikelgroi3e ist ebenfalls einmm@hme mit steigendem Druck unabhangig
von der Anzahl der Zyklen zu erkennen (Abb. 17).neEi Zunahme des
Homogenisationsdruckes von 300 bar auf 500 bar3b&yklen fuhrt dazu, dass der LD-
Durchmesser von 295 + 2 nm auf 336 £ 1 nm zuninDairgestellt ist in dieser Arbeit
durchweg die LD99-Partikelgrof3e. LD99 bedeudets 8% der gemessenen Probe einen
kleineren Durchmesser haben, als der angegebenie Bitee weitere Zunahme des Druckes
fuhrt zu grol3eren Partikeln (434 + 8 nm). Bei 1&Iép hat eine Druckerh6éhung von 300 auf
500 bar zur Folge, dass der LD99-Durchmesser von &% 279 nm zunimmt. Bei
gleichbleibendem Druck von 300 bar fuhrt eine Ethidh der Anzahl an Zyklen zu einer
kleineren LD-PartikelgroRe. Bei 500 und 700 bar dstse Tendenz nicht durchweg zu
beobachten. Die kleinste mittlere PartikelgréRel( 3 nm) mit der kleinsten LD-
PartikelgréRe (257 nm) konnten mit 300 bar und $RIeh erreicht werden. Um die engste
Verteilung (Pl 0,09 + 0,05) zu erhalten, waren rdilegs 500 bar erforderlich. Bei 300 bar
betrug der PI1 0,1 + 0,05.

Insgesamt lasst sich folgende Aussage machen: Hinéhung der Anzahl der Zyklen hat
eine Verkleinerung der mittleren Partikelgrol3e Aamige, nicht aber eine Erh6hung des
Druckes. Der optimale Druck fur eine Homogenisatien 50 °C betragt 300 bar, ein hdherer
Druck fuhrt zur Uberschreitung des optimalen Ereefjitrages in das System (Akkar und
Miuller 2003b). Dabei nehmen die Grenzflache unditdaoch die Grenzflachenenergie stark
zu. Als Folge dieser Erhohung der Grenzflacheneaekgaleszieren die vermutlich
anfanglich kleinen Emulsionstropfchen bei einemt&ren Energieeintrag in das System,
verursacht durch eine Druckerhéhung, wenn diesenZBéehe nicht von Emulgator-
Molekllen besetzt und damit stabilisiert wird. DResultat einer nicht ausreichenden
Stabilisierung ist wie in diesem Fall u.a. eine Zlume der mittleren Partikelgro3e. Dieses
Phanomen, das eine Erhohung des Homogenisatioksdruceiner Erhéhung der mittleren

Partikelgro3e fuhrt, ist beispielsweise von Trettal. 2002 beschrieben worden.
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Abb. 17: Einfluss der Homogenisationsparameter Teatpr (25 und 50 °C), Druck (300, 500 und 700 bag
der Anzahl der Zyklen (3, 5, 8 und 10) auf die RatgroRe LD99 (mittels Laserdiffraktometrie, LDed
Prednicarbat-haltigen positiv geladenen Nanoemul§io + s; n = 5)

Wie schon beschrieben fihrt bei 25 °C eine Homagdimn mit steigendem Druck zu
kleineren Partikeln mit kleinerem PI, wahrend ndeh Produktion bei 50 °C die gegenteilige
Tendenz beobachtet wurde, némlich dass die Partikel der Pl mit steigendem
Homogenisationsdruck groRer wurden. Dieses anfémghvidersprichlich scheinende
Phanomen geht aber einher mit dem Prinzip der Hockiomogenisation. Betrachtet man
z.B. die Hochdruckhomogenisation in der Milchindigsterfolgt die Homogenisation immer
in einem zweistufigen Prozess. Der erste Homogeaisschritt dient dabei der Minimierung
der Fetttropfchen und der zweite Schritt zur Abtwamy der Agglomerate, die wahrend des
ersten Homogenisationsganges entstehen. Die Aggitioie oder z.T. auch die Koaleszenz
der Tropfchen nach dem ersten Schritt ist das Raseiher ungenigenden Besetzung der neu
entstandenen Oberflache mit dem Emulgator, weith @er Transport der Emulgatormolekile
zur neuen Oberflache eine gewisse Zeit erfordeutzkKach der Homogenisation ist die neu
gebildete Emulsion aufgrund des hohen Energiegiesgraund der noch nicht vollstandig
besetzten Oberflache der Tropfchen anféllig fur lAggeration und Koaleszenz. In einem
zweistufigen Homogenisationsprozess ware die Zeischen beiden Schritten ausreichend,
damit der Emulgator in die Grenzflache diffundiadte Grenzflachenspannung senkt und

damit die Emulsionstropfchen stabilisiert. Der 2a@dHomogenisationsschritt wird dann bei

108



Ergebnisse und Diskussion — Prednicarbat-NanoeamuidProzessparameter

einem geringeren Druck durchgefiihrt (ca. 15 % desckes vom ersten Schritt, Jahnke
2001). Dieser Druck reicht aus, um Agglomerate #kpmen, nicht aber um die
Emulsionstropfen weiter zu zerkleinern. Wenn mae Wwei dieser Arbeit eine einstufige
Homogenisation durchfiihrt, kbnnen die Emulsionsgogkurz nach der Homogenisation zur
Reagglomeration und zur Rekoaleszenz neigen. Rikil&dt einer Emulsion hangt u.a. von
der Rigiditat des gebildeten Emulgatorfilms ab. Matinnte auch die gesteigerte Instabilitat
erklart werden, die bei der Steigerung der Homaggiunstemperatur von 25 auf 50 °C
beobachtet wurde. Die bei 25 °C produzierte Emuolsi@nauer die Olphase, hat eine hohere
Viskositat als die bei 50 °C (Tab. 17). Die mitigesmdem Druck ebenfalls steigende
Partikelgrof3e der

Emulsionstrépfchen bei 50 °C kann damit begrindstien, dass dieser erhdhte Druck einen
erhdhten Energieeintrag zur Folge hat. Die Sumneedar erhéhten Temperatur und den
erhohten Driicken fuhrt zu einer Uberschreitung a@amalen Energieeintrages (Akkar und
Muller 2003b). Im Falle der bei 25 °C produzieriéanoemulsion Uberwiegt die Stabilitat des
Emulgatorfilms die Destabilisierung und verhindest eine Rekoaleszenz nach der
Homogenisation (Trotta et al. 2002).

Die Bewertung der physikalischen Stabilitat erfolys Gesamtbild durch Messung der
mittleren Partikelgro3e tUber PCS, der Partikelgnpp&elLD und die Angabe Uber die Breite
der Verteilung als Polydispersitatsindex. Natirlgielt auch das Zetapotenzial eine ganz
entscheidende Rolle bei der physikalischen StahilDa die genaue Zusammensetzung der
Nanoemulsion noch untersucht wird und speziell deteil des Phytosphingosins das
Zetapotenzial entscheidend beeinflusst, wurde bislé die Messung des Zetapoteinzials

verzichtet.

Partikelcharakterisierung nach Lagerung

Um abschlieBend die optimalen Homogenisationsbedigpgn festzulegen wurde die
Lagerstabilitdt der Nanoemulsionen nach 120 Tagagetung bei 25 und 40 °C bezlglich der
mittleren PartikelgroR3e (mittels PCS) (Abb. 18); UB-Partikelgrof3e (LD99) (Abb. 20) und
des PI (Abb. 19) als Mal3 fur die Breite der Vetteg untersucht. Dabei zeigte es sich, dass
sechs Formulierungen in die engere Auswahl kame.(1I8), als geeignet eingestuft zu
werden. Da aber exakte Prozessparameter zur weiteténtersuchung der
Rezepturzusammensetzung benétigt werden, wurdeBtbh der Gehalt an Prednicarbat per

HPLC uberprift, um die Entscheidung zu erleichtern.
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Abb. 18: Einfluss der Homogenisationsparameter Tezatpr (25 und 50 °C), Druck (300, 500 und 700 bag
der Anzahl der Zyklen (3, 5, 8 und 10) auf die 8it@lb der mittleren PartikelgrofRe (mittels
Photonenkorrelationsspektroskopie, PCS) nach Lagerder Prednicarbat-haltigen positiv geladenen
Nanoemulsion X *s; n=5).

Als erwinschte Auswahlkriterien fur die optimaletoERssparameter wurden festgelegt:
» stabile, kleine mittlere Partikelgréf3e < 200 nm
» sehr enge Verteilung der Partikel, d.h. Pl von eivia
» stabile LD-Partikelgrof3e von < 300 nm

Bei den meisten Formulierungen sind nach Lagerwigeksignifikanten Veranderungen der
mittleren Partikelgrof3e aufgetreten (Abb. 18). Betrachtung des Pl zeigt dhnlich wie bei
der mittleren Partikelgro3e, dass die meisten Fbemungen auch nach der Lagerung stabil
sind. Die verhaltnismafig starksten Veranderungew $ei der LD-PartikelgroRe zu
verzeichnen. Insgesamt sind diese Anderungen jedoigingeordnet.

Es ist auffallig, dass bei 18 der 24 untersuchtermialierungen die mittlere Partikelgrofe
nach Lagerung bei 40 °C kleiner ist nach Lagerueig2b °C. Die erhdhte Temperatur muss
sich also positiv auf die physikalische Stabili@tiswirken. Der Grund liegt in der
allgemeinen besseren Ldslichkeit der eingesetztampgbnenten bei erhéhten Temperaturen.
Es ist auch festzuhalten, dass die meisten Formualen auch Lagerung groftenteils keine

physikalischen Instabilitaten zeigen.
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Abb. 19: Einfluss der Homogenisationsparameter Tezatpr (25 und 50 °C), Druck (300, 500 und 700 bag
der Anzahl der Zyklen (3, 5, 8 und 10) auf die 8it@lb der Polydispersitatsindices nach Lagerung de
Prednicarbat-haltigen positiv geladenen Nanoemul§io £ s; n = 5).

Die mittlere Partikelgrof3e und der Polydispersitidtsx mehrerer Formulierungen sind am
Tag der Herstellung sehr &hnlich. Nach Lagerung 12 Tagen bei 25 und 40 °C wird aber
deutlich, dass die meisten Formulierungen instsibidl. Da mehr als eine Formulierung die
erforderten Auswabhlkriterien zur Festlegung deriropten Prozessparameter erfillten,
musste letztlich der Prednicarbat-Gehalt herangazogerden, um eine Entscheidung tber

die optimalen Prozessparameter zu treffen.
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Abb. 20: Einfluss der Homogenisationsparameter Tezatpr (25 und 50 °C), Druck (300, 500 und 700 bag
der Anzahl der Zyklen (3, 5, 8 und 10) auf die Sitzlb der PartikelgréRe (mittels Laserdiffraktomet LD)
nach Lagerung der Prednicarbat-haltigen positiadghen NanoemulsiorX(+ s; n = 5).

Die insgesamt sechs Formulierungen (Tab. 18) wurden HPLC auf den Gehalt an

Prednicarbat untersucht. Dabei zeigte es sich, dassGehalt an Prednicarbat in den
Formulierungen unterschiedlich war. Die Formuligrumit dem hochsten Gehalt war die, die
bei50 °C mit 10 Zyklen und300 bar homogenisiert wurde.

Der Arzneistoffgehalt der besten Formulierungen a@esn Teil der Optimierung der

Prozessparameter wurde untersucht. Interessanda@i, dass mit steigender Anzahl an
Homogenisationszyklen und —temperatur auch dernradatgehalt steigt. Dieses Ergebnis
des steigenden Gehalts mit erh6hten Temperatureansit zu erklaren, dass die Loslichkeit
temperaturabhangig ist und bei Temperaturerhéhbegfalls steigt (Levy und Benita 1989).
Eine andere mdgliche Ursache kdnnte eine Anreicitedes Arzneistoffs in oder in der Néhe
der Emulgatorschicht sein, wie schon fir AmphoteriB postuliert (Lance et al. 1995).

Prednicarbat hat als Grundgerist ein Pregnan-Systi® auch in Cholesterol, einem
klassischen Emulgator, vorliegt. Daher liegt esenpattas auch Prednicarbat mit seinem
lipohilen Pregnangrundgerist und den hydrophileteSsukturen zumindest teilweise
zwischen die wassrige und die lipophile Schichtsoalin die Lecithin-Grenzschicht,

eingelagert wird. Die Anordnung des Prednicarbated vdabei offensichtlich von den

Parametern der Homogenisation, besonders von depdratur beeinfluldt. Diese Ergebnisse
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zeigen,

dass die optimale Formulierung, abhangign \den Prozessparametern der

Homogenisation, nicht nur durch die kleinsten Raftimit der bestmdglichen Stabilitat

charakterisiert wird, sondern auch durch einen mbgt hohen Arzneistoffgehalt.

Tab. 18: Eine Ubersicht der mitleren Partikelgro®ed der PI-Werte der stabilsten Nanoemulsionen aind

Vergleich der Werte nach Lagerung bei 25 und 40 °C

25 °C, 25 °C, 25 °C 50 °C 50 °C 50 °C
5 Zyklen, 8 Zyklen, 10 Zyklen, | 8 Zyklen, 10 Zyklen, | 10 Zyklen,
500 bar 500 bar 700 bar 300 bar 300 bar 500 bar
PCS +s 1704 nm| 157x2nm 1503 nm 1783 nh71+3nm | 186+ 2 nm
PCS*+s 174 £ 4 nm| 163 + 2 nm 1573 nm 18248 nl173+2nm | 186+ 3 nm
Pl+s 0,13+0,04| 0,11+0,03 0,09+0,04 0,10650| 0,20+0,05| 0,09 +0,05
PI*+s 0,12+0,04| 0,13+0,03 0,09+0,0p 0,103 | 0,11+0,02| 0,10+0,04
Gehalt* in
47 71 78 83 84 83
%
Gehalt** in
75 81 90 106 107 103

%

* = nach Lagerung von 120 Tagen bei 40 °C

** = nach Lagerung von 120 Tagen bei 25 °C

Da der Gehalt der Nanoemulsionen zur Optimierung Ri®zessparameter am Tag der

Herstellung nicht untersucht wurde, wurden diesehseFormulierungen noch mal

homogenisiert und der Gehalt Uber einen langerdtraden untersucht. Diese Ergebnisse
lassen den Schluss zu, dass die optimalen Hersgsjharameter temperaturabhangig sind.
FUr eine Homogenisation bei einer niedrigen Tentperaon beipielsweise 25 °C werden
vergleichsweise hohere Dricke (500 bzw. 700 barmotigt, wahrend bei hoéheren
Temperaturen (50 °C) ein niedriger Druck (300 karyreicht um kleine Partikel mit einer

engen Verteilung zu erhalten.
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7.4.1.2 Rezepturzusammensetzung

Bei der Optimierung der Rezepturzusammensetzunglemudie folgenden Komponenten

bzw. deren Konzentrationen untersucht:

Phytosphingosin (0,3 %-0,7 %)

« Olphase Eutan8IG (10 %-20 %)

» Verschiedene Lipophile Emulgatoren (2 %)

« Lipophiler Emulgator Lipoid ESY(0,5 %- 3 %)
 Hydrophiler Emulgator Tween 8q0,5 %- 3 %)

Auf eine Untersuchung beziglich des pH-Wert-Eirdess wurde verzichtet, da die
Formulierungen auf einen pH-Wert von ca. 5,5 eitejiksvurden, was als vertraglich fur die

Haut eingestuft ist.
Phytosphingosin-Konzentration

Eine Erhéhung der Phytosphingosin-Konzentration @@auf 0,7 % flhrt zu einer geringen
Erh6hung des mittleren Partikeldurchmessers von#47nm auf 159 + 4 nm (Abb. 21).
Diese Beobachtung der maRig steigenden mittleretkBlgrof3e mit steigendem Anteil an
Substanz zur positiven Aufladung der Nanoemulsipimedem Fall mit Stearylamin, machten
auch Elbaz et al. 1993. Der Polydispersitatsindéx) ((von 0,09 % 0,05 bis
0,12 + 0,04) und die LD99-Partikelgrof3en (Abb. &2 bei allen Konzentrationen durchweg
klein (von 222 + 3 nm bis 253 £ 2 nm). Das Zetapoigl nimmt mit steigender PS-
Konzentration von 0,3 auf 0,7 % wie erwartet zun(Md + 3 auf 63 £ 3 mV) (Abb.22), weil
mit steigender PS-Konzentration in der Formulieruliwgy Oberflache der Trépfchen dichter
mit PS besetzt wird. Diese Tendenz der steigendgapbtenziale mit steigendem Agens zur
Aufladung der Nanoemulsion, die auch Elbaz et 8831feststellten, spricht dafir, dass die
eingesetzten PS-Molekule sich in die O/W-Grenzi#éeinlagern. Das ist erklarbar mit der
Struktur des Phytosphingosins, das einen hydrapliitgpf und einen lipophilen Schwanz hat
und somit oberflachenaktive Eigenschaften vorweikenn. Bei einer pH-Einstellung der
Nanoemulsionen auf 5,5 sorgt PS {(pK 9) fur die positive Ladung und ist somit
entscheidend an der Stabilitat der Nanoemulsioatdelektrostatische Abstof3ung beteiligt.
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Nach Lagerung von 28 Tagen bei 25 und 40 °C sirdt abr die Formulierungen mit einer
Konzentration von 0,6 % bzw. 0,7 % stabil gebliebBei PS-Konzentrationen < 0,6 %
nehmen nach Lagerung sowohl der Polydispersit@girads auch die mittlere Partikelgrof3e
zu. Obwohl die Zetapotenziale fir alle eingeset&8rKonzentrationen durchweg einen Wert
von uber +30 mV haben, ist bei Konzentrationen & %, nach Lagerung eine z.T. starke
Abnahme zu erkennen. Interessanterweise sind diel®d€C gelagerten Formulierungen
physikalisch stabiler als die bei 25 °C gelagerié¢gch 120 Tagen Lagerung bei 40 °C nimmt
bei den Formulierungen mit 0,3 %, 0,4 % und 0,7 Sodie LD-PartikelgroRe stark zu (auf
etwa 500 nm). Insgesamt ist eine PS-Konzentratom<«v 0,6 % fir eine Stabilisierung tber
einen langeren Zeitraum nicht ausreichend, weil @®&V-Grenzflache eventuell nicht
ausreichend besetzt ist und damit die elektrostatisAbsto3ung zur Stabilisierung nicht

ausreicht. Die Tendenzen der Partkelcharakerisiesurd in Tab. 19 zusammengefasst.

Tab. 19: Ubersicht (ber die untersuchten Eigensehafder positiv geladenen Prednicarbat-haltigen

Nanoemulsionen mit verschiedenen PhytosphingosimzKntrationen nach Lagerung

PS-Komzentration [%]  mittlere PartikelgréRe (PCS) | R LD99-Durchmesser ZP
0.3 1 1 1 !
0.4 - 1 1 !
0.5 i i - l
0,6 — — — —

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass nur betatenulierung mit 0,6 % PS die mittlere
Partikelgroé3e, der PI, die LD-Partikelgrof3e und dashach Lagerung stabil geblieben sind.
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Abb. 21: Einfluss der verschiedenen der Rezepttahdteile bzw. deren Konzentrationen auf die mmitle
Partikelgré3e (mittels Photonenkorrelationsspekopie, PCS), den Polydispersitatsindex sowie d&tabilitat
nach Lagerung der bei 50 °C, 10 Zyklen und 300hmenogenisierten Prednicarbat-haltigen positiv gated
NanoemulsionX +s; n=5).

Eutanol® G-Konzentration

Im Gegensatz zu PS fiihrte eine Erhohung der Koretéont von Eutan§l G (EG), der
dispergierten Phase, zu einem Anstieg der Parti#@ty(von 121 + 2 nm auf 157 £ 3 nm).
Levy und Benita 1989 berichteten von einer &hnlicfiendenz fur Diazepam-haltige O/W-
Nanoemulsionen. Der Pl hingegen wurde reduziemh @d8 + 0,03 auf 0,11 = 0,04). Der
LD-Durchmesser wird ebenso wie die mittlere Palyii#ie groRer (von 203 + 1 nm auf 250
nm). Die ZP-Werte liegen zwischen 50 + 1 und 57 #m%. Ein hoherer Anteil an
dispergierter Phase fihrt zu einem Anstieg derikdgrdl3e in der Nanoemulsion. Je groRRer
der Anteil an dispergierter Phase ist, desto metergie muss in das System eingebracht
werden, um die Emulsionstrépfchen zu zerkleinernenw diese eingebrachte Energie
konstant bleibt, der Anteil an disperser Phase abeimmt, werden die Partikel gré3er, wie
in diesem Fall (Jahnke 2001). Der Abfall des Pl btdigendem Olanteil kann damit
begrindet werden, dass ein hoherer Anteil die &chiiée im System und damit den ,Stress”

erhoht, was eine engere Partikelverteilung begiindliie LD-PartikelgrofRe blieb bei allen
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eingesetzten EG-Konzentrationen stabil. Die Foremuhg mit 10 % EG ist bezuglich der

mittleren PartikelgrofRe und des PI stabil, das #Rmt aber nach Lagerung von 54 £ 3 mV
auf 40 £ 4 mV ab. Die ebenfalls abnehmende TendeszZP bei einem EG-Anteil von 15 %
(von 57 £ 5 mV auf 45 + 2 mV) und der hohe PI naegerung bei 25 °C (0,27 = 0,07)

waren Ausschlulkriterien dieser Konzentration. Ofwdie Partikel der Nanoemulsion mit

20 % EG etwas grof3er sind als bei dem Einsatz Wbziv. 15 % EG, wurden 20 % EG

schlie3lich als die optimale Konzentration zur weih Untersuchung verwendet, weil sowohl
der Pl als auch das ZP nach Lagerung eine ausgbgmm® Stabilitdt aufwiesen (Abb. 22 und
23). Die Tendenzen der Partikeleigenschaften nachagerung sind in Tab. 20 aufgefuhrt.

Tab. 20: Ubersicht (ber die untersuchten Eigensehafder positiv geladenen Prednicarbat-haltigen

Nanoemulsionen mit verschiedenen Eutanol G-Konaéaotren nach Lagerung

EG-Konzentration [%]| mittlere Partikelgrol3e (PCS) | H LD99-Durchmesser ZP

10 — — — !
15 T T S ]
20 — — — —

Auswahl des lipophilen Emulgators

Um einen moglichst optimalen Emulgator fur die ppde Phase der Nanoemulsionen zu
erhalten, wurden mit vier verschiedenen Lipoidennd&mulsionen hergestellt und der
Einfluss von drei verschiedenen Lipoiden auf didtlare PartikelgroRe, den PI, die LD-
PartikelgréRe und auf das ZP untersucht. Beim Heamisieren mit Lipoid S 100%3kam es
zur Gelierung der Nanoemulsion, so dass diese Hmmuog mit diesem Lipoid sofort
verworfen wurde. Der Einsatz von Lipoid E®8érgab die kleinsten Partikel (157 + 3 nm) mit
der engsten Verteilung (P 0,1 + 0,04), gefolgt voipoid S 75 — 3¢ (183 +2 nm, P10,2 +
0,04) und Lipoid SL 80-3(204 + 9 nm, P1 0,24 + 0,06). Das hochste ZP lieagth Gebrauch
von Lipoid SL 80-8 vor (52 + 0,7 mV). 50 + 1 mV konnten nach Einsatzen Lipoid E8§
gemessen werden, sowie 41 + 3 mV fir die Nanoeonlsiit Lipoid S 75 — 3R. Die
Tendenzen der mittleren Partikelgrof3e, des Pl wsd4P wurden durch die Ergebnisse der
LD-PartikelgroRRe bestatigt. 491 + 3 nm betrug diz-RartikelgroRe bei Lipoid S 75 — 3N
300 + 2 nm bei Lipoid SL 80%3und 250 nm bei Lipoid ES0 Auch nach Lagerung von 28
Tagen bei 25 °C und 40 °C blieben die mittlere iRalgrol3e, der PI, die LD-PartikelgroRRe
und das ZP beim Einsatz von Lipoid E®8@onstant. Das Zetapotenzial war bei allen
eingesetzten Lipoiden wie erwiinscht > + 30 mV. idp875-3N° war ungeeignet, da das
117



Ergebnisse und Diskussion — Prednicarbat-NanoearmuisRezepturparameter

Zetapotenzial schon nach 28 Tagen auf 33 £+ 1 m\alaln so dass man davon ausgehen
kann bei langerer Lagerung Werte < + 30 mV zu éehalDas hochste Zetapotenzial von
etwa 50 mV konnte durch den Einsatz von Lipoid E&Breicht werden, der (iber einen
Lagerungszeitraum von 28 Tagen bei 25 °C und 4@raktisch unverandert blieb. Hinzu
kommt, dass ausser bei Lipoid E8fer LD-Durchmesser nach Lagerung deutlich gréRer
wurde, was als ein Hinweis auf physikalische Iniéitdb zu werten ist. Es scheint so, dass
eine gewisse Zusammensetzung der Phospholipidedigirphysikalische Stabilitdt der
Nanoemulsionen von entscheidender Bedeutung istidLiist der Handelsname fir Lecithin,
ein komplexes Gemisch von Phosphatidylcholinen jPOlabei handelt es sich um Stoffe,
bei denen Glycerol mit einer Phosphorsaure und ziaeitsduren verestert ist. Die
Phosphorsaure ist zusatzlich mit Cholin verestearch Hydrolyse kann es passieren, dass
PCh zu Lyso-PCh und einer freien Fettsdure zerfalis wirde bedeuten, dass die negative
Ladung zunimmt. Lipoid SL 80%3enthalt zu 15-25 % Lysophosphatidylcholin, washsic
nachteilig auf das Zetapotenzial auswirkt. Der Gtedna Phosphatidylcholin des Lipoids S 75
- 3N scheint mit 70 % zu gering, um die Nanoemusigpfchen ausreichend zu
stabilisieren. Um ein stabiles und hohes ZP zulenhast es wichtig, dass PCh und dieses
Lyso-PCh in einem bestimmten Verhaltnis vorlieg€ermutlich ist die Zusammensetzung
des Lipoid E88 forderlich bei der Bildung und Einlagerung in Koimdtion mit PS an der
Grenzflache der Nanoemulsionstropfchen. Zur gemgugusammensetzung der verwendeten
Lipoide s. Tab 4.2.2. Korner et al. 1994 beschmeibelass gewisse Mengen an
Phosphatidsaure und Phosphatidylinositol, die ija-$tospholipiden vorliegen, einen
bestimmten Beitrag zur negativen Ladung der Nandsow leisten. Tab. 21 fasst die

Tendenzen der Partikeleigenschaften der untersudtgaoemulsion zusammen.

Tab. 21: Ubersicht (ber die untersuchten Eigensehafder positiv geladenen Prednicarbat-haltigen

Nanoemulsionen mit verschiedenen Lipoiden nach tuagge

Lipoid mittlere PartikelgroRe (PCS) Pl LD99-Durclsser| ZP
Lipoid E 80 — — — —
Lipoid S75-3N 1 ! ) !
Lipoid S L 80-3 — | 1 |
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Abb. 22: Einfluss der verschiedenen der Rezepttahdteile bzw. deren Konzentrationen auf die Pelgidi3e
(bestimmt mittels Laserdiffraktometrie, LD), dietdpotenziale sowie die Stabilitat nach Lagerung 50e°C,
10 Zyklen und 300 bar homogenisierter Prednicanbittgen positiv geladenen Nanoemulsion¥n£ s; n = 5).

Lipoid E80®-Konzentration

Die Erh6hung der LE80-Konzentration von 0,5 auf 3i#trte zu einer kontinuierlichen Ver-
ringerung der Partikelgrof3e (von 208 + 4 auf 158 i@m), aber einer geringen Zunahme des
Pl (von 0,09 = 0,04 auf 0,12 + 0,05). Samtliche \&erte liegen deutlich tber + 30 mV,
wobei ein direkter Bezug zwischen der LE 80-Koneaian und dem ZP nicht zu erkennen
ist. Das hochste ZP liegt am Tag der Homogenisdi@reiner LE80-Konzentration von 1 %
vor (60 = 3 mV). Mit steigender Konzentration wurder LD-Durchmesser kontinuierlich
von 318 + 4 nm auf 224 + 24 nm verringert. Bis dig Nanoemulsion mit 2,5 % LES80
bleiben sowohl die mittlere Partikelgro3e als adehPI bei allen Formulierungen auch nach
Lagerung konstant klein. Bei Betrachtung der LDtiRalgrof3en ist zu erkennen, dass nur bei
der Nanoemulsion mit 0,5 % LE80 eine Zunahme duftiach Lagerung nehmen, bis auf die
Formulierung mit 2 % LEB0, samtliche ZP-Werte abaswden Schluss einer evtl.
Eine Abnahmes dZP hat eine Reduktion der
elektrostatischen Abstof3ung und damit Uber lang8reht auch eine Abnahme der

physikalischen Instabilitat erlaubt.

physikalischen Stabilitat zur Folge. Eine LE80-Kentzation < 2 % erscheint somit als nicht
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ausreichend, um die Grenzflache der Nanoemulsisreamhend zu besetzen und damit diese
zu stabilisieren. Zur Stabilisierung von Nanoemarien, die per Hochdruckhomogenisation
hergestellt wurden, ist es erforderlich, dass demgesetzte Emulgator innerhalb von
Sekundenbruchteilen an die neu entstandene rigsigazflache diffundiert , diese besetzt
und somit die Nanoemulsionstropfchen stabilisidetmit es nicht zur Koaleszenz kommt.
Das kann man vorbildlich daran verfolgen, dass &irehung der LE80-Konzentration auf 3
% zu immer kleiner werdenden mittleren Partikelgrd®lhrt. Die endgultige PartikelgréRe
bzw. die PartikelgréRenverteilung wird durch daswald der Grenzflachenbesetzung in der
Nanoemulsion und der Viskositat entscheidend bkfhf(Levy und Benita 1989). Eine
partielle oder ungentigende Besetzung der entstandBeilchen fihrt zu einem Anstieg der
Oberflachenspannung, was wiederum durch einen émqdiier PartikelgroRe kompensiert
wird. Das stabilste ZP ist bei der Formulierung 28 LE 80 zu finden. Das lasst den Schlul3
zu, dass es mit 2 % LE80 und PS zur Bildung einebtgepackten Films kommt, mit
verbesserten mechanischen und elektrostatischeen&tbaften, die zur Formierung von
stabilisierten Emulsionstropfchen fuhrt. Eine Enaitp der Konzentration tUber 2 % bringt
keine entscheidende Verbesserung, d.h. weder weadniktlere PartikelgroR3e signifikant
kleiner noch der PI. Hinzu kommt, dass bei diesEBQ-Konzentrationen > 2 % entweder der
Pl nach Lagerung zu- oder das ZP abnimmt. Der |Atés Zetapotenziale kann damit erklart
werden, dass der verwendete Emulgator Lipoid EB8izem kleinen Anteil Lysolecithin mit
negativer Ladung enthalt. Diese Ladung wird anfiéhgtiurch die positive Ladung des PS
kompensiert bzw. Ubertroffen. Ein Absinken des fpo=m ZP deutet darauf hin, dass die
negative Ladung zunimmt, was z.B. durch einen setelgn Anteil an Lysolecithin verursacht
werden kann. Das kann wiederrum durch die Empfihétkit des Lipoid E8D z.B.
gegenuber Oxidation oder andere Vorgédnge hervdieyerwerden. Wie schon fir den
Arzneistoff Amphotericin B beschrieben (Lance et E95), lagert sich das Prednicarbat
vermutlich in die Emulgatorschicht ein, so dass digpoid E8F raumlich nicht optimal
ausrichten kann. Durch eine Lagerung bei 40 °C wii@ Fluiditat der LES8O-
Emulgatorschicht erhoht, Prednicarbat, LES80 undhaB& kénnen sich dadurch besser
ausrichten und sorgen flir eine erhfhte Stabilit@tder Tab. 22 sind die untersuchten

Eigenschaften der Nanoemulsionen tendenziell wgggrben.
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Tab. 22: Ubersicht (ber die untersuchten Eigensehafder positiv geladenen Prednicarbat-haltigen

Nanoemulsionen mit verschiedenen Lipoid E 80-Kotragionen nach Lagerung

LE80-Konzentration [%] mittlere PartikelgroR3e (PCS) Pl | LD99-Durchmesser ZP
0,5 - - ) l
1 — l — l
1,5 — — — !
2 — — — —
2,5 ] ] - !
3 = = = !

Tweer® 80-Konzentration

Analog der Erh6hung der LE80-Konzentration fuhneekErhéhung der T80-Konzentration zu
einer Erniedrigung der mittleren Partikelgrof3e V@87 + 5 auf 131 £ 2 nm, zu einer
Erh6hung des Pl von 0,06 + 0,05 auf 0,15 + 0,03 zinétleineren LD-Partikeldurchmessern
(Reduktion von 490 = 2 nm auf 208 £ 1 nm). Allegbrist dieser Effekt sowohl der Zunahme
bzw. der Abnahme bei T80 starker ausgepragt alelB@0. Die ZP-Werte nehmen bis auf die
Formulierungen mit 2 bzw. 2,5 % T80 ab. Nach Laggrist zu erkennen, dass sowohl die
mittlere Partikelgrof3e als auch der Pl erst betreiKonzentration > 2 % zunehmen. Die LD-
PartikelgréRe und das ZP sind nur bei den T80-Kwinagonen von 2 bzw. 2,5 % konstant,
wobei die LD-PartikelgroRe auch bei der Formuligramt 0,5 % T80 konstant war.

Diese Effekte lassen den Schluss zu, dass eineatitari der T80-Konzentration einen
gréReren Einflul auf die Partikeleigenschaften dawatit auch auf die physikalische Stabilitat
der Nanoemulsion hat als die Veranderungen z.B. Ld&80-Konzentration. Zusatz von
Emulgatoren verandert die Viskositat der Olphase (E80) bzw. der wassrigen Phase (hier
bei T80) und beeinflult so den Homogenisationsm®zand damit die endgultige
Partikelgré3e, den Pl und auch das ZP. Eine almede physikalische Stabilitat, dargestellt
durch konstant kleine Partikel mit einer méglicesgen Verteilung, wurde erst bei einer T80-
Konzentration von 2 % erreicht. Niedrigere Konzatitnen fuhrten entweder zu grol3eren
Partikeln oder zu fallenden ZP-Werten. Ho6here Kotrationen hatten eine breitere
Verteilung zur Folge, was allgemein als Ursacheefiie Instabilitat angesehen wird.

Tweer? 80 ist in den Nanoemulsionen verantwortlich fiireesterische Stabilisierung. Dieser
Emulgator hat einen groRen hydrophilen und eing@ophilen Bereich. Die lipophilen
Propylenoxidketten ragen in den hier vorliegendéw®anoemulsionen in die EG-Phase
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(Olphase) hinein und die hydrophilen Bereiche (breivegliche Ethylenoxidketten) reichen
weit in die wassrige Phase. Wenn sich die Pargkednder nahern ist aus sterischen Griinden
ein direkter Kontakt begrenzt. Die Ethylenoxidkett&kbnnen sich aber gegenseitig
durchdringen und so die Beweglichkeit, und somnst Entropie, reduzieren. Es ist aber auch
wahrscheinlich, dass es in der Emulgatorgrenzstlaicteiner Verdrangung des Lipoid E80
kommt. Tab. 23 fuhrt die Tendenzen beziglich detildeigenschaften auf.

Tab. 23: Ubersicht (ber die untersuchten Eigensehafder positiv geladenen Prednicarbat-haltigen

Nanoemulsionen mit verschiedenen Tween 80-Konzgoien nach Lagerung

T80-Konzentration [%]| mittlere PartikelgroRe (PCS) Pl | LD99-Durchmesser ZP
0,5 — — — !
1 - - ] !
1.5 - - ) !
2 — — — —
2,5 1 1 = 5
3 1 1 1 !

Tab. 24 zeigt einen kurzen Vergleich zwischen dgrdphilen Emulgatoren Twe&r80 und
Poloxamef 188 zur sterischen Stabilisierung der Nanoemuésion

Tab. 24: Vergleich des Einfusses der sterischen Igataren auf die mittlere PartikelgrofRe und den
Polydispersitatsindex

Nanoemulsion PCS £ s [nm] Plts
Tag O Tag 28 Tag O Tag 28
Tween” 80 157 + 3 158 +3 0,1+0,04 0,1+ 0,04
Poloxamer® 188 187 +4 214 + 3 0,3+0,04 0,26 + 0,04

Die positiv geladene Nanoemulsion, die mit Twe&0 hergestellt wurde, ist gegeniiber der
mit Poloxame? 188 beziiglich der mittleren PartikelgroBe und Begindeutig tberlegen.
Hinzukommt, dass die mittlere PartikelgroRe deroRamef 188-haltigen Nanoemulsion
nach 28 Tagen noch weiter steigt. Weiterhin kanm rbai der Poloxam&r188-haltigen
Nanoemulsion mit einem Polydispersitatsindex vo8 @jcht mehr von einer engen

Partikelverteilung sprechen (vgl. Tab. 24).
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Zusammenfassend la3t sich sagen, dass die Forongiemit 20 % Eutanol G, 0,6 %
Phytosphingosin, 2 % Lipoid E 80 und 2 % Tween 8thbgenisiert bei 50 °C, mit 300 bar

und 10 Zyklen die beste von den untersuchten Nauotstonen war (s. Tab. 25).

Tab. 25: Zusammensetzung der optimierten Rezeptupakitiv geladenen Nanoemulsion

Bestandteil Konzentration (m/m%)
Olphase

Eutanol G 20
Prednicarbat 0,25
Lipoid E 80 2
Phytosphingosin 0,6
Vitamin E 0,03
Wasserphase

Tween 80 2
Kaliumsorbat 0,1
Wasser zu 100
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7.4.2 Langzeituntersuchung der chemischen und physilischen Stabilitat

Die Untersuchung des Prednicarbat-Gehaltes braghen klaren Zusammenhang zwischen
den Prozessparametern (Homogenisationstemperatarpgenisationsdruck und Anzahl der
Homogenisationszyklen) und dem Arzneistoff-Gehait Rrednicarbat hervor. Die sechs
Formulierungen aus Abschnitt 6.4.1.1 (Tab. 16) warthklusive der Nanoemulsion mit der
optimierten Rezeptur nochmals homogenisiert unddabilitat untersucht. Dabei zeigte es
sich, dass bereits nach 30 Tagen der Gehalt irdieser Formulierungen unter 90 % lag. Nur
die Formulierungen, die bei 50 °C, mit 10 ZyklenduB0O bzw. 500 bar homogenisiert
wurden, hatten einen Gehalt von mehr als 90 % undden weiterhin untersucht. Die
Formulierung, die mit 300 bar hergestellt wurdethait nach einem Jahr Lagerung mehr
Prednicarbat (93 % bei 25 und 84 % bei 40 °C getpgks die mit 500 bar mit 88 bzw. 84 %.
Mit einem hohem Energieeintrag als Ausdruck der ®em aus der hohen
Homogenisationstemperatur (50 °C), - druck und Ahdar Zyklen, ist es gelungen so einen
hohen Gehalt an Prednicarbat in den Nanoemulsiaoesichern. Dies ist ein beachtliches
Ergebnis, bertcksichtigt man, dass PrednicarbatDmppelester ist und dass es in der
Literatur keine Hinweise auf Untersuchungen bezxiigldes Prednicarbat-Gehalts in den
Formulierungen gibt.

Lance et al. 1995 haben fur den Arzneistoff Amphoie B eine Einlagerung in die
Grenzflachen-Lecithinschicht der O/W-Emulsionentplart. Davon ausgehend haben Akkar
und Miller 2003a das sowohl in Wasser als auchipiden schwerlosliche Carbamazepin in
Nanoemulsionen mit Hilfe der als SolEmuls Techn@dgekannten Methode eingearbeitet.
Dabei wurde festgestellt, dass mit steigender Anhzam Homogenisationszyklen ein
steigender Anteil des Arzneistoffs inkorporierbarwbis eine Sattigung des Systems eintrat.
FUr Prednicarbat ist so eine Einlagerung in dieithecGrenzschicht ebenfalls denkbar.
Wenn man die Struktur betrachtet, ist das Pregnamdgerist, analog zum Cholesterol,
charakteristisch. Cholesterol ist aus technologis@®icht ein guter Emulgator. Das wirde
den erhohten Gehalt mit steigender Homogenisagomstratur und Anzahl der Zyklen

erklaren.

124



Ergebnisse und Diskussion — Prednicarbat-Nanoeamutdiagerstabilitat

Die physikalische Langzeitstabilitat Uber einentizeim von 1 Jahr zeigt, dass die mittlere
Partikelgrof3e stabil ist (Abb. 23). Der Pl betragt Tag der Homogenisation 0,1 £+ 0,04, nach
1 Jahr Lagerung bei 25 °C 0,06 + 0,01 und nach fegebei 40 °C sogar 0,05 + 0,01.
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Abb. 23: Die mittleren PartikelgrofRen (PCS) und éHelydispersitatsindices der optimierten, bei 50 °C
10 zZyklen und 300 bar homogenisierten, durch Plpytimgosin positiv geladenen Nanoemulsion nach

einjahriger Lagerung bei 25 und 40 °® & s; n = 5)
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Das ursprungliche ZP von 50 + 1 mV nimmt nach Laggrnur leicht ab und betragt
46 £ 2 mV bzw. 45 £ 1 mV ab, ist aber immer noatdeutig > + 30 mV.

Der LD-Durchmesser hingegen nimmt nach Lagerungmahvon 252 + 2 nm am Tag der
Homogenisation auf 280 = 3 nm nach Lagerung be&ibnd 272 + 3 nm nach Lagerung bei
40 °C zu.

PartikelgroRe Zetapotenzial
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Abb. 24: Die LD-PartikelgréRen und die Zetapotelezider optimierten, bei 50 °C, 10 Zyklen und 300 ba
homogenisierten, durch Phytosphingosin positivdgt@n Nanoemulsion nach einjahriger Lagerung beir2b

40°C (X £s;n=05)
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Der Prednicarbat-Gehalt von urspringlichen 102 %Tan der Homogenisation nimmt auf
92 % nach Lagerung von 1 Jahr bei 25 °C und 83 %h rlaagerung bei 40 °C ab.
Berucksichtigt man, dass Prednicarbat ein Doppelest und dass eine O/W-Nanoemulsion

vorliegt, ist das ein bemerkenswertes Ergebnis.
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Abb. 25: Der Prednicarbat-Gehalt in der optimiertesi 50 °C, 10 Zyklen und 300 bar homogenisiertemch
Phytosphingosin positiv geladenen Nanoemulsion eagkhriger Lagerung bei 25 und 40 °K ¢ s; n = 6)
Diese Ergebnisse zeigen die hervorragende chemisthehysikalische Stabilitat der positiv
geladenen Prednicarbat-haltigen Nanoemulsion. Digsigalische Stabilitdt wurde dabei
zunachst  durch  Variation der Prozessparameter (lgemsationstemperatur,
Homogenisationsdruck und Anzahl der Homogenisatigkisn) und anschlie3end durch
Anpassen der Konzentrationen der verschiedenenpRebestandteile verbessert. Insgesamt
tragen die Komponenten aus den Emulgatoren Lip8i@d End Tweefi 80, und dem fiir die
positive Ladung verantwortlichen Phytosphingosim gehr guten physikalischen Stabilitéat
bei. Dabei sorgen Lipoid E80und Phytosphingosin fiir eine elektrostatische ifisarung,
und Tweef 80 fiir eine sterische Stabilisierung.
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7.4.3 Hochdruckhomogenisation mittels EmulsiFlex C5

Anhand der Ergebnisse der Hochdruckhomogenisatian dem LAB 40 wurde beim
Homogenisieren mit dem Emulsiflex C5 auf die Untersing des Einflusses der
Homogenisationstemperaturen und der Homogenisatitoke auf die PartikelgréRe und den
Pl verzichtet und gleich bei 50 °C mit 300 bar hgewisiert. Untersucht wurde lediglich der
Einfluss der Homogenisationszeit auf die Partikikgr, den Polydispersitatsindex und das
Zetapotenzial sowohl am Tag der Homogenisatiomaad$f nach Lagerung bei 25 und 50 °C.
Die Partikelgréf3e betragt nach 1 Minute 169 + 3unmd 167 £ 4 nm nach 10 Minuten. Eine
langere Homogenisation fihrt nicht zu kleineren tiRain (Abb. 26). Lediglich der
Polydispersitatsindex wird ab der Minute 2 etwa®indr, aber durch eine langere
Homogenisationszeit nicht mehr verbessert. EindeneiVerkleinerung des Pl ist also wie
bei der PartikelgroRe durch langere Homogenisaticht mdoglich, wobei die engste
Verteilung mit einem Pl von 0,06 + 0,04 nach eirEmmogenisationszeit von 6 Minuten
vorliegt. Die Polydispersitatsindices zwischen d&smogenisationszeiten 2 und 8 Minuten

liegen zwischen 0,06 und 0,09, d.h. der Unterscisiiechinimal und nicht von Bedeuting.
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—n—
i 2 A '
150 . 7 . o o o . L 0.15
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§ % zZ 7 // / g
3 100 / L 010 &
2 N ¥ | 2
IS % \%/ §
T s0- // Z // L 0.05
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Abb. 26: Einfluss der Homogenisationszeit auf dittlene Partikelgro3e (bestimmt mittels Photonen&or
lationsspektroskopie, PCS) und den Polydispersitdts der Prednicarbat-haltigen positiv geladenanaN
emulsion, die bei 50 °C und 300 bar produziert veupd + s; n = 5).
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Abb. 27: Einfluss der Homogenisationszeit auf didttlene PartikelgrofRe (bestimmt mittels Photonen-
korrelationsspektroskopie, PCS) und den Polydisig¢ssdex der mit 50 °C und 300 bar produzierteadRi-
carbat-haltigen positiv geladenen Nanoemulsion dagahr Lagerung bei 25 °C und 40 °€ £ s; n = 6).

Dieses Ergebnis wird auch nach Lagerung von 1&h25 °C und 40 °C bestéatigt (Abb. 27).
Die mittleren PartikelgroRen der bei 40 °C gelagerNanoemulsionen sind geringfiigig
groRer als die der bei 25 °C gelagerten NanoemésioDie mittlere PartikelgroRe der 10
min lang homogenisierten und ein Jahr bei 40 °Ggmten Nanoemulsion konnte nicht
dargestellt werden (Abb. 27), da es zur Phasensgéparkam. Eine auch nach Lagerung bei
40 °C praktisch unveranderte mittlere Partikelgro@gt bei der 5 min lang homogenisierten
Nanoemulsion vor (168 £ 2 nm). Die Polydispersitiitices der gelagerten Nanoemulsionen
sind durchweg als stabil zu bewerten. Insgesanat sawohl die mittlere Partikelgrof3e und

der Polydispersitatsindex auch nach 1 Jahr Lageaismgehr gut und stabil einzustufen.
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Abb. 28: Einfluss der Homogenisationszeit auf daetiRelgroRe (bestimmt mittels Laserdiffraktometii®)
und das Zetapotenzial der bei 50 °C mit 300 bagdstellten Prednicarbat-haltigen positiv geladenen
NanoemulsionX +s; n=5).

Das Zetapotenzial ist schon ab einer Homogenissg@mtvon 1 Minute groRer + 30 mV. Der
Energieeintrag bei dieser Homogenisationszeit listrdings nicht ausreichend flr stabile
Nanoemulsionen. Am Tag der Homogenisation liegthdashste ZP nach einer 5 min Homo-
genisation bei einem Wert von 43 £ 5 mV (Abb. 293ch 1 Jahr Lagerung bei 25 °C betragt
das ZP dieser 5 Minuten lang homogenisiserten Nantson 37 £ 1 mV, nach 1 Jahr
Lagerung bei 40 °C aber nur noch 26 + 0,2 mV. Ailegs sind samtliche ZP nach Lagerung
bei 40 °C kleiner als + 30 mV, wobei das hdchstéa@etenzial bei der 5 Minuten lang
homogenisierten Nanoemulsion vorliegt. Zusatzlialrde neben der mittleren Partikelgréfie
die PartikelgroRenverteilung mit Hilfe der Lasdéfrdktometrie bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass die kleinsten Partikel bereits nach 3 Minwgdmalten werden (280 nm). Die starkste
Verkleinerung ist nach 2 Minuten zu verzeichnen §REDurchmesser nach 1 Minute etwa
477 nm, 292 nm nach 2 Minuten, aber nach 3 Mindeem keine weitere Verbesserung mehr
madglich, 280 nm). Ein LD99-Durchmesser von 280 reddutet in dem Fall, dass 99 % der
gemessenen Probe kleiner sind als der angegebemneN&eh einjahriger Lagerung bei 25 °C
und 40 °C waren die LD-Durchmesser lediglich bei BeMinuten lang homogenisierten
Nanoemulsion konstant bei 293 £ 6 nm bzw. 303 12 Da sich die mittlere Partikelgrof3e

und der PI, bzw. deren Verdnderungen zwischen aendgenisationszeiten von 2 und 8 min
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kaum unterscheiden, wurde als die beste der umtaesu Homogenisationszeiten 5 min
festgelegt. Eine langere Homogenisation mit dem I[Biftex C5 fuhrt nicht zu einer

stabileren Formulierung.
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Abb. 29: Einfluss der Homogenisationszeit auf datiRelgroRe (mittels Laserdiffraktometrie, LD) ucién
Zetapotenzial einer mit 50 °C und 300 bar hergistePrednicarbat-haltigen positiv geladenen Nandsion
nach 1 Jahr Lagerung bei 25 °C und 40 3C«s; n = 5).

7.4.4 Vergleich der Homogenisatoren

Da die Homogenisationsbedingungen, wie Temper&tuck und Anzahl der Zyklen bzw.
Homogenisationszeit gleich gestaltet wurden, hasiels angeboten, beide Homogenisator-
typen bezlglich der Partikelcharakterisierung \aoflend zu untersuchen. Dabei wurden
einerseits die mittlere PartikelgréRe (PCS), dieit8rder Verteilung (Pl), die LD-Partikel-
gréRe und das Zetapotenzial (ZP) am Tag der Henstelund die physikalische Stabilitat
nach 1 Jahr Lagerung bei 25 bzw. 40 °C uberprigtgléicht man die mittlere Partikelgroi3e,
den Pl und den LD-Durchmesser dieser mit dem EffensiC5 homogenisierten
Formulierung mit der Nanoemulsion, die mit dem LA® hergestellt wurde, ist zu erkennen,
dass die Ergebnisse praktisch identisch sind. lietliglas kleinere ZP lasst Nachteile beim
C5 erkennen. Bei einer Temperatur von 50 °C und800sind 10 Homogenisationszyklen
des LAB 40 mit 5 min Homogenisationsdauer des Ceéicgkusetzen. Eine kirzere

Homogenisation mit dem C5 fuhrt zu weniger stabNemoemulsionen (Abb. 29).
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7.4.5 Negativ geladene Nanoemulsionen

Um den Einfluss der Ladung auf das Ausmald der Psiwet vergleichend zu untersuchen,
wurde eine mit Myristinsaure negativ geladene Namdsion, als Gegenstlck zu der bereits
ausfuihrlich besprochenen positiv geladenen Nana@omyl per Hochdruckhomogenisation
hergestellt. AnschlieBend wurde die Penetratiorexidierter Humanhaut untersucht. Die
negativ geladenen Nanoemulsionen wurden wie digipggladenen bei 50 °C, mit 300 bar
und 10 Zyklen homogenisiert. Bei den negativ gaeledeNanoemulsionen fallt auf, dass
sowohl die mittlere Partikelgrof3e (136 + 2 nm) alsh der PI (0,05 = 0,03) verglichen mit

der positiv geladenen Nanoemulsion (157 = 3 nmQadt 0,04) kleiner sind.
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Abb. 30: Einfluss der Lagerung (180 Tage bei 25uf@ 40 °C) auf die mittlere Partikelgrof3e (bestinmittels
Photonenkorrelationsspektroskopie, PCS) und deydi¥plersitatsindex einer mit 50 °C, 10 Zyklen ufd dar
hergestellten Prednicarbat-haltigen negativ geladé&tanoemulsionX + s; n = 5).
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Abb. 31: Einfluss der Lagerung (180 Tage bei 25ui@ 40 °C) auf die PartikelgrofRe (bestimmt mittels
Laserdiffraktometrie, LD) und das Zetapotenzialeeimit 50 °C, 10 Zyklen und 300 bar hergestellten
Prednicarbat-haltigen negativ geladenen Nanoenmu(¥oz s; n = 5).

Nach Lagerung von 6 Monaten bei 25 und 40 °C sowlosl die mittlere Partikelgréf3e als
auch der Pl aul3erst stabil. Bei dem LD-Durchmeissezin kleiner Anstieg von 226 £ 5 nm
auf 247 £ 7 nm bzw. auf 264 + 4 nm zu verzeichreteressanterweise nimmt das ZP von
- 34 + 1 mV (am Tag der Homogenisation) auf — 44mV bzw. — 46 + 2 mV nach Lagerung
von 14 Tagen zu und bleibt Gber 180 Tage konstant.Grund kdnnte die im Verlauf der
Lagerung bessere Anordnung der Myristinsdure anGtenzflache zusammen mit Lipoid
E80 sein, wodurch die Erhéhung des ZP etwas zeitgert zustande kommt. Das bedeutet
nicht, das die Anfangswerte schlecht sind, weilhas® betragsmallig, unabhéngig vom

Vorzeichen, einen Wert von > 30 mV.
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7.5 Everolimus-Nanoemulsionen

In dieser Arbeit wurde auch versucht, das bisheschliel3lich systemisch zur Prophylaxe der
Abstol3ung nach Organtransplantationen verwendeteerokmus in eine topische
Applikationsform zur Anwendung auf der Haut gegentzéndliche Erkrankungen
einzuarbeiten. Aufgrund der sehr schlechten Lokéthscheiden wassrige Systeme aus. So

wurde dieser Arzneistoff in Nanoemulsionen einge#eb und charakterisiert.

Die Everolimus- und auch Sirolimus-haltigen Nanoksiomen setzten sich wie folgt

zusammen:
Bestandteil Konzentration (m/m%)
Olphase

Eutanol G 20

Everolimus bzw. Sirolimus 0,1

Lipoid E 80 2

Phytosphingosin 0,6

Vitamin E 0,03

Wasserphase

Tween 80 2

Kaliumsorbat 0,1

Wasser zu 100

7.5.1 Hochdruckhomogenisation mit LAB 40

Abb. 32 zeigt den Einfluss der Homogenisationsteatpeen von 25 und 50 °C auf die
mittlere PartikelgroRe und den PI einer Everolirhaltigen durch Phytosphingosin positiv
geladenen Nanoemulsion, die bei 300 bar und vexdeher Anzahl von Zyklen

homogenisiert wurde. Bei beiden Homogenisationseatpren ist gut zu erkennen, dass mit
steigender Anzahl der Homogenisationszyklen sowahmittlere Partikelgrof3e als auch der
Pl abnehmen. Bei 25 °C betragt die mittlere Padik&e nach Zyklus 1 221 + 9 nm und der
Pl 0.32 £ 0,02. Die mittlere PartikelgroRe und &rnehmen sowohl bei Steigerung der
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Zyklenzahl als auch bei Erh6hung der Temperaturs@ufC ab. Nach zehn Zyklen sind die
Partikel bei 25 °C nur noch 134 + 3 nm grol3 undPRlehat einen Wert von 0,11 + 0,03. Bei
50 °C und 1 Zyklus betragt die PartikelgroRe 208 am und der Pl 0,25 = 0,02, nach
10 Zyklen 130 + 4 nm und der P1 0,06 + 0,02. Dadied die mittlere Partikelgré3e und der
Pl der bei 50 °C homogenisierten Nanoemulsion duechkleiner als die bei 25 °C. Als
Grund ist die Abnahme der Viskositdt durch die Termafurerhdhung auf 50 °C von
71,85 £ 0,08 mPa s bei 25 °C auf 22,23 + 0,03 mP&i $0 °C aufgrund einer Erhéhung der
Energiezufuhr zu nennen. Da sowohl eine SteigedergAnzahl der Zyklen als auch eine
Temperaturerhbhung einen hoheren Energieeintradae System mit sich bringen, fihren
beide Verédnderungen zu kleineren Partikeln mit ergé&/erteilung. Deshalb sind bei
gleichbleibendem Homogenisationsdruck die bei 5tho@ogenisierten Partikel verglichen
mit denen bei 25 °C immer kleiner und enger vertele grofl3er die Anzahl der Zyklen wird,
desto geringer wird das Ausmald der Verkleineruogoil der mittleren PartikelgroRe als
auch hinsichtlich der Breite der Verteilung. Niakgstotrotz sind die kleinsten Partikel mit

der engsten Verteilung nach 10 Zyklen zu finden.
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Abb. 32: Einfluss der Homogenisationstemperaturgmuizd 50 °C und der Anzahl der Zyklen auf die raitl
PartikelgréRe (bestimmt mittels Photonenkorrelatsmektroskopie, PCS) und den PI einer Everolimiiggba,
durch Phytosphingosin positiv geladenen Nanoemul§io + s; n = 5).
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Die Erh6hung der Zyklenzahl auf das ZP bringt Ubsthendes zum Vorschein, und zwar
dass das ZP mit steigender Zyklenzahl von 64 Hf4lét 3 mV abnimmt. Vermutlich lagern
sich bei nur 1 Zyklus mehr PS-Molekiile in die Graiicht ein als Emulgatormolekile. Erst
durch Steigerung der Anzahl der Zyklen verdrang8@EPS aus der Grenzschicht und sorgt
so fur kleiner werdende Partikel. Einen ahnlichiimggigen Einfluss auf das ZP konnte man
schon bei der Homogenisation von positiv geladeReadnicarbat-haltigen Nanoemulsionen
mit dem Emulsiflex C5 feststellen. 10 Zyklen reiolrécht aus, um den LD-Durchmesser auf
einen Wert < 300 nm zu reduzieren. Besser geeigneine Homogenisationstemperatur von
50 °C. Bereits nach 5 Zyklen liegt der LD-Durchnmezdsei 293 £ 1 nm und wird durch eine
weitere Erh6hung stetig bis zu einem Wert von 252 am reduziert. Anders als bei 25 °C
wird das ZP durch eine Erhéhung der Zyklenzahl aylden nicht weiter reduziert. Nach
1 Zyklus betragt das ZP 62 + 2 mV und bleibt zwestt8 und 10 Zyklen relativ konstant

zwischen 49 und 52 mV.
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Abb. 33: Einfluss der Homogenisationstemperaturénudd 50 °C und der Anzahl der Zyklen auf die
PartikelgréRe (bestimmt mittels LaserdiffraktometrLD) und den Polydispersitatsindex einer EveroSm
haltigen, durch Phytosphingosin positiv geladenandé¢mulsionX +s; n =5).

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei einergdoisationstemperatur von 25 °C und

300 bar 5 Zyklen als geeignet, aber immer nochtrath optimal zu betrachten sind, um
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kleine Partikel (149 = 4 nm) mit enger Verteilur@yl@4 + 0,03) und einem hohem ZP-Wert
(53 £ 3 mV) zu erhalten.
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Abb. 34: Einfluss der Lagerung Uber 28 Tage beud& 40 °C auf die mittlere PartikelgréRe (bestinmnittels
Photonenkorrelationsspektroskopie, PCS) und derydBplersitatsindex zweier Everolimus-haltiger gesit
geladener Nanoemulsion. die mit 10 Zyklen, 300urat 25 bzw. 50 °C hergestellt wurden (x £ s; n = 5)

Nach Lagerung der mit 5 Zyklen bei 25 °C homogenisn Nanoemulsion wird deutlich,

dass die mittlere PartikelgroRe, der Pl und dasibBbBr 14 Tage stabil sind. Der LD-
Durchmesser ist aber nur nach Lagerung bei 25 @fllstvahrend die LD-Partikelgré3e der
bei 40 °C gelagerten Nanoemulsion von 470 + 30 nh6@6 + 20 nm zunimmt.

Die bei 50 °C homogenisierte Nanoemulsion zeigthnaagerung bei 25 °C keinerlei

Veranderungen der mittleren Partikelgro3e, desnidldes LD-Durchmessers. Lediglich das
ZP wird von 52 + 5 mV auf 47 + 2 mV reduziert, ganaie nach Lagerung bei 40 °C.

Insgesamt wirkt sich eine Lagerung bei 40 °C naliptauf die mittlere PartikelgrofRe (180 +

4 nm), den LD-Durchmesser (> 1 um) und den PI (&2603) aus, so dass nicht mehr von
einer engen Verteilung die Rede sein kann.

Die mittlere PartikelgroRe der bei 25 °C homogemten Nanoemulsion ist sowohl nach
Lagerung bei 25 als auch bei 40 °C stabil, wahrdiese Aussage fir die bei 50 °C
homogenisierte Formulierung nur nach Lagerung Bei@ zutrifft. Nach 14 Tagen bei 40 °C

betragt die mittlere Partikelgrof3e 180 + 4 nm, @ia&m signifikanten Anstieg gleichkommt.
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Partikelgrofie Polydispersitatsindex
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Abb. 35: Einfluss der Lagerung Uber 28 Tage beiudfl 40 °C auf die Partikelgrof3e (bestimmt mittels
Laserdiffraktometrie, LD) und das Zetapotenzial isvé&verolimus-haltiger positiv geladener Nanoeriaumsn,
die mit 10 Zyklen, 300 bar und 25 bzw. 50 °C hefgjisvurden (X +s; n = 5).

Obwonhl die mit 50 °C hergestellte Nanoemulsion ag&akleinere Partikel mit einer engen
Verteilung hatte, war sie nach Lagerung von 14 Talgei 40 °C nicht mehr physikalisch
stabil. Es scheint so, als ob die sehr grol3e Giémie, die durch den hohen Energieeintrag
bei der Hochdruckhomogenisation entstanden isgeénstig nicht zu stabilisieren ist, weil
die Emulsionstropfchen koaleszieren. Dieses Phanontes Uberschreitens des
Energieoptimums wurde schon von Akkar und Milled2® beschrieben. Die physikalische
Stabilitat der mit 25 °C produzierten Nanoemulsish als gut, aber aufgrund des LD-
Durchmessers von > 300 nm als suboptimal einzustiMach 6 Monaten Lagerung kommt
es bei der mit 50 °C hergestellten Everolimus-gatti positiv geladenen Nanoemulsion zum
Bruch der Emulsion. Die mit 25 °C produzierte Namodsion hat nach diesem Zeitraum eine
mittlere Partikelgréf3e von eta 200 nm, einen P|3>uhd ein ZP von etwa 50 mV (bei 25 °C
gelagert) bzw. 36 mV nach Lagerung bei 40 °C (Datmit gezeigt). Die Ergebnisse der
physikalischen Langzeitstabilitat zeigen eindeutidass Everolimus kein geeigneter
Arzneistoff fur die in dieser Arbeit verwendete Mamulsion darstellt, zumindest bei deren

Herstellung oder Lagerung bei erhéhten Temperaturen
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Abb. 36: Einfluss des Homogenisationdruckes von 600 700 bar auf die mittlere PartikelgroRe (bestim
mittels Photonenkorrelationsspektroskopie, PCSh Bé und die Lagerstabilitat einer Everolimus-fut,
durch Phytosphingosin positiv geladenen, mit 25uA@ 10 Homogenisationszyklen produzierten Nanoedomls
(X £s;n=5).

Bei einer gleichbleibenden Homogenisationstemper@b °C) und Anzahl der Zyklen (10)
fuhrt eine Erhdhung des Homogenisationsdrucks @ [Bar auf 500 bar bzw. auf 700 bar
nicht zu einer Verkleinerung der mittleren Partitél3e. Die Nanoemulsionstrépfchen liegen
zwischen 129 £ 1 nm und 136 £ 2 nm. Der Pl wird @ghl + 0,03 bei 300 bar bzw. von 0,12
+ 0,05 bei 500 bar auf 0,06 + 0,04 bei 700 bar zextti Das Zetapotenzial von 46 £ 3 mV bei
300 bar wird durch die Druckerh6hung auf 35 + 1 baw. auf 36 v 3 mV verkleinert. Einen
zweiten positiven Effekt neben der Reduktion desk&in man bei der LD-PartikelgréRe
registrieren, die von 343 £ 51 nm (300 bar) auf 2420 nm (500 bar) bzw. auf 211 £ 1 nm
(700 bar) reduziert wird.
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Abb. 37: Einfluss des Homogenisationdruckes von &@@® 700 bar auf die LD-Partikelgrof3e (bestimmterfst
Laserdifffraktometrie, LD), das Zetapotenzial unde d.agerstabilitdt einer Everolimus-haltigen, durch
Phytosphingosin positiv geladenen mit 25 °C und H@mogenisationszyklen produzierten Nanoemulsion
(X £s;n=05).

Mit unterschiedlichen Homogenisationsdriicken hegais Nanoemulsionen zeigen nach 14
Tagen bei 25 bzw. 40 °C sehr stabile mittlere RelgroRen, unabhangig von der
Lagerungstemperatur. Der Pl der mit 500 bar praatemn Nanoemulsion (0,12 + 0,05) wird
nach 14 Tagen kleiner (0,08 = 0,04), wahrend derd® mit 700 bar hergestellten

Formulierung einen Wert von 0,09 + 0,04 bzw. 0,09,83 annimmt. Die mit 500 bar

erhaltene Formulierung hat nach 14 Tagen ein mektunverandertes ZP von 38 £ 2 mV
bzw. 34 + 1 mV. Ein ebenfalls stabiles ZP ist fiie dNanoemulsion mit 700 bar nach
Lagerung von 14 Tagen bei 25 °C zu verzeichnenyevithsich nach 14 Tagen bei 40 °C ein
Wert von nur 23 £ 1 mV ergibt. Die LD-Partikelgréfiesind unabhangig von dem

Homogenisationsdruck und der Lagertemperatur steik 250 nm.

Man kann als zusammenfassend sagen, dass fir dedémisation von positiv geladenen
Everolimus-haltigen Nanoemulsionen bei 25 °C mit 2yklen ein Druck von 700 bar

keinerlei Vorteile bietet. Ein Druck von 500 bart karglichen mit 300 bar den Vorteil eines
kleineren LD-Durchmessers, wahrend mit 300 barZ#dapotenzial (46 mV) um etwa 10 mV

hoher liegt. Da aber das ZP der mit 500 bar homegeten Nanoemulsion stabil ist, ist
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dieser Druck zur Homogenisation von Everolimusibaitt positiv geladenen Nanoemulsion

unter diesen Bedingungen mit dem LAB 40 als optiamlusehen.

7.5.2 Hochdruckhomogenisation mittels EmulsiFlex C5
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Abb. 38: Einfluss der Homogenisationstemperatu@m 25 und 50 °C auf die mittlere Partikelgrof3e {ipast
mittels Photonenkorrelationsspektroskopie, PCSi), Beund die Lagerstabilitat einer mit dem EmusifiC5
mit300 bar und 10 Homogenisationszyklen produzeerolimus-haltigen, durch Phytosphingosin pesiti
geladenen NanoemulsioX(x s; n = 5).

Eine Erh6hung der Homogenisationstemperatur voau#%0 °C fuhrt zur Verringerung der
mittleren PartikelgroRe (von 179 + 2 nm auf 154 an3), des PI (von 0,18 £ 0,02 auf 0,1 +
0,03), des ZP (von 49 £ 1 mV auf 42 £ 2 mV ) und d4®-Durchmessers (von 486 + 46 nm
auf 284 + 1 nm). Die mittlere PartikelgréRe und déd-Durchmesser der mit 25 °C
homogenisierten Nanoemulsion bleiben nach Lagevongl4 Tagen bei 25 und 40 °C stabil,
der Pl wird sogar etwas kleiner. Nach Lagerung28efC bleibt das ZP konstant, bei 40 °C
gelagert nimmt das ZP von 49 £ 1 mV auf 32 = 1 nbV Brhéhte Lagertemperaturen sorgen
fur eine erhohte Fluiditat der Emulgator-PS-Komhborain der Grenzschicht, wodurch sich
sowohl die Emulgatormolekile als auch das PS bésseegen kénnen. Das stabile ZP nach
Lagerung bei 25 °C deutet darauf hin, dass PS aederhin in der Grenzschicht lokalisiert
ist und dadurch verstarkt fur eine elektrostatisélbstol3ung sorgt. Wenn die Grenzschicht
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aber durch eine erhdhte Temperatur fluider wirdnriké die starre Struktur an Stabilitat
verlieren und es kommt zum Abfall des ZP. Durch wberingerte Rigiditat der Grenschicht
konnte PS aus der Grenzschicht hinausdiffundieveas auch die geringe Abnahme der
mittleren Partikelgro3e nach Lagerung erklaren wiiidh samtliche LD-PartikelgroRen nach
Lagerung bei etwa 500 nm liegen, scheidet die Teatpe von 25 °C fir eine
Homogenisation von Everolimus-haltigen positiv gelaen Nanoemulsion mit dem
Emulsiflex C 5 aus. Der Energieeintrag durch eimenidgenisation bei 25 °C reicht fur eine
Langzeitstabilitat des LD-Durchmessers nicht aus.

Bei einer Homogenisation mit 50 °C sind unabhéangig der Lagertemperatur die mittlere
PartikelgroRe, der PI, das ZP und der LD-Durchmessshr stabil. Gegenlber der
Homogenisationstemperatur von 25 °C haben 50 °C Merteil, dass die hergestellte
Nanoemulsion kleinere Partikel mit einer deutlicilyeren Verteilung aufweisen. Nur das ZP

ist etwas kleiner, aber immer noch deutlich > 30.mV
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Abb. 39: Einfluss der Homogenisationstemperaturen 25 und 50 °C auf die LD-PartikelgréRe (bestimmt
mittels Laserdiffraktometrie, LD), das Zetapotehziad die Lagerstabilitéat einer mit dem Emulsifiés bei 300
bar und 10 Homogenisationszyklen produzierten Hieus-haltigen, durch Phytosphingosin positiv gelagin
NanoemulsionX £s; n=5).
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7.6 Sirolimus-Nanoemulsionen

7.6.1 Hochdruckhomogenisation mittels LAB 40

Homogenisation mit steigender Zyklenzahl flhrt sbivoei 25 als auch bei 50 °C zu einer
Reduktion der mittleren PartikelgroRe, des PI, dBsDurchmessers und auch des ZP. Bis
auf die kleiner werdenden ZP-Werte sind die ras#icErgebnisse erwinscht. Eine Erh6hung
der Zyklenzahl von 1 auf 3 macht sich bei der Ralterkleinerung mit 25 °C (von 221 + 9
nm auf 165 + 2 nm) starker bemerkbar als bei 5@V 183 + 4 nm auf 154 £ 4 nm). Ab
einer Zyklenzahl von 5 ist zwischen beiden Homoggimmnstemperaturen kein Unterschied
der mittleren Partikelgrof3en mehr feststellbar. Effektivste Verringerung des Pl wird durch
Erh6hung der Zyklenzahl von 1 auf 3 erreicht (vo® 9 0,03 auf 0,16 + 0,02 bei 25 °C und
von 0,19 £ 0,03 auf 0,12 £ 0,03 bei 50 °C). Nachziglen betragt der Pl nur noch 0,08 £
0,02 bzw. 0,07 + 0,03. Die Zetapotenziale nehmen5®+ 0,7 mV auf 50 + 0,4 mV (25 °C)
bzw. von 58 £ 0,8 mV auf 46 £ 0,3 mV ab (50 °C).sDéel keine Partikel > 500 nm zu
haben wird bei 25 °C nach 8 Zyklen und bei 50 °@scnach 1 Zyklus erreicht.
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Abb. 40: Einfluss der Homogenisationstemperaturen 25 und 50 °C und der Anzahl der Zyklen auf die
mittlere PartikelgroRe (bestimmt mittels Photonaniationsspektroskopie, PCS) und den PI einer3@t bar
und 10 Homogenisationszyklen produzierten Sirolihakliigen, durch Phytosphingosin positiv geladenen
NanoemulsionX £s; n=75).
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Abb. 41: Einfluss der Homogenisationstemperatur@m 25 und 50 °C und der Anzahl der Zyklen auf dix L
PartikelgréRe (mittels Laserdiffraktometrie, LD) dundas Zetapotenzial einer mit 300 bar und 10
Homogenisationszyklen produzierten Sirolimus-haltig durch Phytosphingosin  positiv  geladenen

NanoemulsionX +s; n=5).

Die mit 50 °C homogenisierte Nanoemulsion hat imrgich zu der mit 25 °C
homogenisierten einen kleinere mittlere Partikdbgr,einen kleineren PI, kleinere ZP-Werte
und geringere LD-Durchmesser. Allerdings nehmenlthéerschiede mit steigender Anzahl
an Zyklen immer mehr ab. Diese Ergebnisse der Kefrérkleinerung und der PI-
Verkleinerung sind mit der Reduktion der Viskosiétr Olphase von 72,4 + 0,07 (25 °C) auf
22,74 £ 0,06 (50 °C) erklarbar (Tab. 17).
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Abb. 42: Einfluss der Lagerung auf mittlere Patgké3e (bestimmt mittels Photonenkorrelationsspakiopie,
PCS) und den PI von Sirolimus-haltigen, durch P$ptingosin positiv geladenen, mit 300 bar, 10 Homo-
genisationszyklen und 25 bzw. 50 °C produziertendémulsionenX +s; n = 5).

Nach Lagerung von 14 Tagen bei 25 °C bleiben bemie25 °C hergestellten Nanoemulsion
die mittlere Partikelgrof3e, das ZP und der LD-Durelser stabil, der Pl wird etwas grol3er
(von 0,08 auf 0,12), wahrend nach Lagerung beiCGl@lfe untersuchten Werte, inklusive dem
ZP, groRer werden. Im Gegensatz dazu ist die mftCGoBomogenisierte Nanoemulsion auch

nach Lagerung auf3erst stabil.
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Abb. 43: Einfluss der Lagerung auf die LD-Partikélge (bestimmt mittels Laserdiffraktometrie, LD)dudas
Zetapotenzial von Sirolimus-haltigen, durch Phytosgosin positiv geladenen, mit 300 bar, 10
Homogenisationszyklen und 25 bzw. 50 °C produzieManoemulsionenX = s; n = 5).

146



Ergebnisse und Diskussion — Sirolimus - Nanoemalsio

7.6.2 Untersuchung der chemischen Stabilitat

Die Untersuchung des Gehalts an Everolimus undi®us zeigte schon unmittelbar nach
der Homogenisation eine drastische Reduzierungudsaringlichen Arzneistoff-Menge auf
ca. nur noch 20 % der ursprunglich eingesetztemdistoffmenge vorlag. Auf der Suche
nach der Ursache fiir diese drastische Reduzierwsy Atzneistoffgehalts, wurden die
Homogenisationsparameter einzeln variiert und derfliss auf den Arzneistoffgehalt
untersucht. Eine Anderung der Homogenisationsteatpewon 50 auf 25 °C zeigte keinen
Unterschied, d. h. der Gehalt war sehr niedrigsBf@on mit einem niedrigen Druck von 300
bar gearbeitet wurde, lag es nahe den Einfluss Zyé&denanzahl auf den Gehalt zu
untersuchen. Dafir wurde nach jedem der zehn Zyéile® Probe entnommen und der Gehalt
mittles HPLC untersucht. Das Ergebnis blieb unveedin Das |43t den Schlul zu, das ein
Vorgang, der unmittelbar mit dem Homogenisierenarusenhangt oder die Hochdruck-
homogenisation an sich fir die Reduktion des Aitnéfigehalts verantwortlich ist und nicht
wie zunacht angedacht die Prozessparameter. Vaechmuttirken sich die wahrend der
Homogenisation kurzzeitig entstehenden Driicke usizib einigen tausend bar nachteilig auf
die chemische Stabilitdt aus. Aul3erdem entsteh@m b#mogenisieren kurzzeitig hohe
Temperaturspitzen von deutlich tGber 100 °C. Bedemdt, dass sowohl Everolimus als auch
Sirolimus thermolabil sind, ist das Ph&dnomen desribchen Abbaus des Arzneistoffs damit
erklarbar. Es ware angebracht bei Temperaturenchers 2 — 8 °C Nanoemulsionen zu
produzieren und den Arzneistoffgehalt zu untersaochdas ist allerdings mit
Phytosphingosin-haltigen, positiv geladenen Nandsionen problematisch, da PS bei

Temperaturen < 20 °C aus EG wieder ausfallt.
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7.7 Freisetzung

Bei der durch Phytosphingosin positiv geladenendgarulsion betrug der freigesetzte Anteil
nach 24 h 9,5 % (119 pg) und 14 % (175 pg) beindéMyristinsdaure negativ geladenen
Nanoemulsion. Umso erstaunlicher sind deshalb dgelthisse der Penetrationsstudien zu
bewerten. Der unterschiedliche Anteil an freigeteetz Arzneistoff beider Formulierungen
kann mit den kleineren Partikeln der negativ getetle Nanoemulsion begrindet werden
(etwa 130 nm), wahrend die positiv geladenen Namtsgonen rund 160 nm klein waren. Je
kleiner die Partikel sind, desto groR3er ist die @&ehe und damit herrscht ein grol3erer
Lésungsdruck Uber den Partikeln. Wang et al. 208Beh das Freisetzungsverhalten von
Nalbuphin und zweier Prodrugs mit verschiedenen Igataren untersucht. Sie haben dabei
festgestellt, dass die Freisetzungsrate entschetidesn dem Co-Emulgator abhangt.
Interessanterweise war die Freisetzung der Arzaofgestn Formulierungen mit Stearylamin
am geringsten. Diese Formulierung hatte im Gegeggat den restlichen ein positives
Zetapotenial. In dieser Arbeit wurde ein sehr ads Ergebnis erzielt. Die positiv geladene
Nanoemulsion zeigt eine deutlich geringere Freisegjzrate als die negativ geladene. Da der
einzige Unterschied zwischen den Nanoemulsionebemeder fir die Freisetzung mit
entscheidenden PartikelgroRe, die Ladung ist, st ladungverursachende Komponente

verantwortlich zu sein fur die unterschiedlicheis@&zungsrate.
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Abb. 44: Freisetzungsprofile der negativ geladenamd der positiv geladenen Prednicarbat-haltigen

NanoemulsionX +s; n = 6)
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7.8 Penetration in die exzidierte Humanhaut

Die Penetration negativ und positiv geladener Namdsionen wurde an exzidierter

Humanhaut zeigt, dass bei einer applizierten Meraye 1250 pg PC der Anteil an PC inkl.

den Metaboliten, der aus der positiv geladenen Baudsion in die Haut penetriert

17,59 £ 3,67 pug betrug, wahrend und 12,71 + 3,35 heg den negativ geladenen

Nanoemulsionen in die Haut penetriert (Tab. 26ses Ergebnis ist umso erstaunlicher,
berlcksichtigt man, dass Prednicarbat aus der imegatadenen Nanoemulsion deutlich
schneller freigesetzt wird, als das der positiagehen Formulierung.

Tab 26: Nach der Extraktion aus exzidierter Humahlgestimmte Prednicarbatmenge (inkl. der Metabio)it
per HPLC

Ladung der .
. Menge an Prednicarbat [g]
Nanoemulsion

Hautoberflache Epidermis und Dermis Wiederfinduatgs[%0]
positiv 1109 + 130 17,59 + 3,67 90
negativ 1184 £ 53 12,71 + 3,35 96

Die Penetrationsergebnisse zeigen zwischen dentiyposind negativ geladenen
Nanoemulsionen einen signifikanten Unterschied. Wieder Literatur schon mehrfach
gezeigt, fuhren Formulierungen mit einer positivéadung zu einer gesteigerten
Arzneistoffpenetration und —permeation, weil duwlechselwirkung mit der Oberflache der
negativ geladenen Korneozyten eine starkere Fingean das Stratum corneum zeigen (Song
und Kim 2006). Die Diffusionseigenschaften positivd negativ geladener Nanoemulsionen
mit Miconazol und Econazol wurden an der weiblicihiarlosen Ratte getestet (Piemi et al.
1999). Dabei wurden bei den positiv geladenen Nandgonen sowohl bei Miconazol als
auch bei Econazol hohere Arzneistoffmengen im Ataepedium, in der Dermis und in der
Epidermis und somit auch eine hthere Gesamtmerfgadgn.

Die positiv geladene Nanoemulsion fuhrt trotz eilrgsameren Freisetzung als die negativ
geladene Nanoemulsion zu einer besseren Penetratidia Humanhaut. Die Grunde liegen
bei dem hohen Losungsdruck der Nanoemulsionen wned eerstarkte Interaktion der positiv
geladenen Tropfchen mit der negativ geladenen Haut.

Zur statistischen Absicherung der Ergebnisse wulideNormalverteilung Uberprift. Dazu

wurden der arithmetische Mittelwert gegen den Mediand die Standardabweichung
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verglichen und es wurde ein Shapiro-Wilk-Test dgseftihrt. Die Nullhypothese
Normalverteilung konnte nicht verworfen werden,. & lag eine Normalverteilung vor. Ein
Ausreisser-Test nach Dixon zeigte, dass keine Aasae vorlagen. Schlie3lich konnte mit
einem Zweistichproben-t-Test gezeigt werden, dass Wdnterschied in der Penetration
zwischen der positiv. und der negativ geladenen Marubsion mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit < 5 % nicht zufallig ist.

Dieser Unterschied liegt in der erhéhten Anziehdeg positiv geladenen Nanoemulsion mit
der negativ geladenen Haut. Durch diese verstdntezaktion kommt es zu einer erhdéhten

Penetration.
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7.9 Permeation durch die Schweinecornea

Ein Arzneistoff muss sowohl hydrophile als auctoppile Struktureigenschaften vorweisen,
um durch die unterschiedlichen Schichten der Cormeapermeieren. Dabei missen
nacheinander die &ufRere Lipidschicht (Epithel), rdittlere wassrige Schicht (Stroma) und
die innere Lipidschicht (Endothel) Uberwunden werdeDie Applikation von
Mikroemulsionen ist in diesem Fall vorteilhaft, dtas Tensid und das Kotensid die
Membranpermeabilitat erhdhen, die Penetration wsdr® bzw. die Arzneistoff-Passage
durch die Cornea erleichtern. Permeationsuntersiggiu einer Sirolimus-haltigen
Mikroemulsion brachten kein zufriedenstellendesebrgs. Erst nach Entfernen des Epithels,
der Hauptdiffusionsbarriere der Hornhaut, wurdeedfonzentration gemessen, die mit etwa
10 ng/ml immer noch unter dem therapeutischen Blenadn 12-20 ng/ml anzusiedeln ist. Bei
der Entwicklung des halbsynthetischen Sirolimusies Everolimus bestand das primare
Ziel darin, die schlechte Bioverfugbarkeit zu vexdern, hauptsachlich Uber eine
Verbesserung der Ldslichkeit. Sirolimus hat einesliohkeit von 2,6 pg/ml, wéahrend
Everolimus schon deutlich besser wasserloslich (2@ pg/ml). Deshalb ist es nicht
Uberraschend, dass Everolimus deutlich besser dliec6ornea permeiert als Sirolimus. Ein
Vergleich der Verteilungskoeffizienten bringt zunorgchein, dass Everolimus hydrophober
als Sirolimus ist und somit durch das Hornhaut{igdibesser permeieren kann.

Bei den Permeationsuntersuchungen durch die Scheominea wurde schon nach 30 min
eine Konzentration von 8,64 ng/ml im Akzeptormedigemessen werden. Nach 60 min bzw.
240 min war ein Gehalt von rund 12 ng/ml bzw. 16wideststellbar.
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Abb. 45: Permeation von Everolimus durch frisablieste Schweinecorneagg= Everolimus-Konzentration
im Akzeptormedium) X +s; n =5).

7.10 Statistik

Alle Messwerte mit ausreichendem Stichprobenumfangden auf Ausreisser (nach Dixon)
und auf Normalverteilung (Vergleich von Median, tlametischem Mittelwert und

Standardabweichung und Shapiro-Wilk-Test) geteBliet Mittelwerte wurden auf signikante
Unterschiede durch den t-Test geprift (Irrtumswetheglichkeit < 0,05).
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8 Zusammenfassung

Prednicarbat-Nanoemulsionen

Das Problem vieler neuer und auch bereits vorhardareneistoffe liegt in der schlechten
Loslichkeit. Diese limitiert die Bioverfugbarkewodurch es zu verminderter oder evtl. keiner
Wirkung kommt. Aus diesem Grund sind neue Strategied Formulierungen notwendig.
Eine Moglichkeit liegt in der Entwicklung von naragikularen Tréagersystemen, z.B.
Nanoemulsionen. Die in dieser Arbeit untersuchtemrulierungen sind vorzugsweise zur
dermalen Applikation gedacht. Aufgrund der negatiteadung der Haut wird durch eine
verstarkte Interaktion positiv geladener Nanoenowlsn eine verbesserte Penetration
erwartet. Diese Annahme wird anhand der Penetratesnschwerldslichen Glucocorticoids
Prednicarbat Uberprift. Zur positiven Aufladung deuin dieser Arbeit Phytosphingosin (PS)
verwendet. Diese Substanz hat gegeniiber dem ifRelgel verwendeten Stearylamin den
Vorteil, dass es nicht toxisch ist. PS ist ber@itsKosmetika zur Behandlung der Akne
vulgaris zugelassen. AuRerdem hat es gewisse &nbibi¢lle Eigenschaften beispielsweise
gegen Staphylokokkus aureus, das gehauft auf det Men Patienten mit atopischer
Dermatitis vorkommt. Weiterhin ist diese Substamst@ndteil von Ceramiden und spielt bei
deren Synthese und bei der Barrierefunktion deat8tr corneum eine wichtige Rolle.
Allerdings ist auch bei dieser Substanz das Haaoptpm die schlechte Ldslichkeit. Daftr
musste ein geeignetes Ol fur die O/W-Nanoemulsiarefanden werden, das sowohl PS als
auch Prednicarbat in ausreichender Konzentraticst. |®rednicarbat war in mehreren
getesteten Olen l6slich, wahrend PS nach Léseniviarsen Olkomponenten bei hohen
Temperaturen beim Abklhlen wieder ausfiel. Einzigafol G (Octyldodecanol) war in der
Lage, das PS in Losung zu halten. Mit diesem Oldemrpositiv geladene Nanoemulsionen
per Hochdruckhomogenisation durch Variation der ldgenisationsparameter Temperatur
(25 und 50 °C), Druck (300, 500 und 700 bar) undzaim der Zyklen (3, 5, 8 und 10)
hergestellt und charakterisiert. Eine Homogenisabei 25 °C fiihrt mit steigendem Druck
und steigender Anzahl an Zyklen zu Partikeln mitmien kleiner werdenden mittleren
PartikelgréRen und Polydispersitatsindices. Bei’G0hingegen fiihrte eine Druckerhéhung
und Steigerung der Zyklenzahl zu groReren Partikdder Prednicarbat-Gehalt der
Formulierung, die mit 50 °C, 10 Zyklen und 300 bwargestellt wurde, war auch nach
Lagerung am groRten. Ein hoherer Druck fiihrt zurendbhreitung des optimalen

Energieeintrages in das System (Akkar und Mulled3k). Dabei nehmen die Grenzflache
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und damit auch die Grenzflachenenergie stark zs. FFdlge koaleszieren die vermutlich
anfanglich kleinen Emulsionstropfchen bei einemt&ren Energieeintrag in das System.
Eine Stabilisierung dieser Grenzflache kann dureh &inbau von Emulgator-Molekilen
erreicht werden. Dieses Phanomen, dass eine ErgdmesHomogenisationsdrucks zu einer
Erh6éhung der mittleren PartikelgroRe fuhrt, ist sp@lsweise von Trotta et al. 2002
beschrieben worden. Die Untersuchung des Predmit&bhaltes brachte einen klaren
Zusammenhang zwischen den Prozessparametern undrdasistoff-Gehalt hervor.
Als néchstes wurde die Rezepturzusammensetzunmiepti indem folgende Kompnenten
bzw. deren Konzentration variiert und die Stalilitatersucht wurden:

* Phytosphingosin (0,3 — 0,7 %),

e Eutanol G (10 — 20 %),

» Lipoide (Soja- und Ei-Phospholipide),

* Lipoid (0,5 — 3%) und

« Tween 80 (0,5 — 3 %).
Dabei wurden 0,6 % PS, 20 % Eutanol G,2 % Lipoid E®d 2 % Tween 80 als die
optimalen Konzentrationen bestimmt.
Eine Kombination aus dem Emulgator Lipoid E80, daf zusammen mit Phytosphingosin
in die O/W-Grenzflache einlagert und somit fur eiedektrostatische Stabilisierung
verantwortlich ist, und dem Emulgator Tween 80 zterischen Stabilisierung, fihren
letztlich zu der erreichten sehr guten StabiliErch diese Kombination aus bestmdglichen
Prozess- und Rezepturparametern resultiert auehseimr gute chemische Stabilitéat, weil sich
Prednicarbat vermutlich mit in die O/W-Grenzschieinlagert. Durch die Einlagerung des
Arzneistoffs, des Lipoids E80 und von Phytosphimgas die Grenzflache und des sterischen
Stabilisators Tween 80 wird ein Kontakt mit bzwn éibergang des Prednicarbats in die
Wasserphase reduziert. Das Ergebnis ist ein sdirh@ehalt an Prednicarbat nach 1 Jahr
Lagerung.
Zum Nachweis der verbesserten Wirksamkeit eineitipageladenen Nanoemulsion wurde
als nachstes eine mit Myristinsdure negativ geladBrednicarbat-haltige Nanoemulsion
hergestellt. Sowohl von der negativ als auch varpdsitiv geladenen Nanoemulsion wurden
die Freisetzung und auch die Penetration an exmdiélaut vergleichend untersucht. Bei
einer Applikation von 1250 pug Prednicarbat betregder negativ geladenen Nanoemulsion
die freigesetzte Menge 175 pg nach 24 h, und 118gch 24 h bei der positiv geladenen
Nanoemulsion. Diese Mengen entsprechen einem Aviail14 % fur die negativ geladene

und 9,5 % fir die positiv geladene NanoemulsionciN@&pplikation von 1250 pg PC
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penetrierte bei der positiv geladenen Nanoemulsiehr in die Haut (17,6 pg) als bei der
negativ geladenen Nanoemulsion (12,7 pg). Dieseterdchied ist durch die verstarkte
Wechselwirkung der positiv geladenen Formulierung der negativ geladenen Haut zu
erklaren. Durch die verstarkte Interaktion der pogjeladenen Nanoemulsion kommt es zu
einer besseren Spreitung auf der Hautoberflacheschbeben durch Messungen des
Kontaktwinkels als Vergleich zwischen einer posiisadenen und einer negativ geladenen
Formulierung (Yilmaz 2005). Klang et al. 2000 habden Kontaktwinkel zwischen der
Augen-Cornea und positiv bzw. negativ geladenen |Eiomen gemessen. Die Cornea tragt
wie alle menschlichen Gewebe eine negative Obéiéladung (Rojanasakul et al. 1992).
Die positiv geladene Emulsion hatte einen signiftkddeineren Winkel zu der Cornea als die
negativ geladene Emulsion, was einem besseren Kiagleichkommt.

Ein Vergleich zwischen den Homogenisatoren MicrohB40 und Emulsiflex C5 zeigte
letztlich nur geringe Unterschiede, die haupsabhbtwas niedrigeren, aber immer noch
akzeptablen Zetapotenziale betrafen.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse die hervorragphgsikalische Stabilitat der positiv
geladenen Prednicarbat-haltigen Nanoemulsion und hi#hen Prednicarbat-Gehalt nach

Lagerung von 1 Jahr bei 25 und 40 °C.
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Everolimus- und Sirolimus-Nanoemulsionen zur dermadn Applikation

Die Standardtherapie von entzindlichen Hautkran&heierfolgt mit topischen Gluco-
corticoiden. Da diese Therapie mit einigen Nebekuvigen verbunden ist, lauft die Suche
nach alternativen Arzneistoffen zur dermalen Anwergdauf Hochtouren. Ansatz ist dabei
der Eingriff in das Immunsystem, um die entzindiiciReaktionen zu unterdriicken. Es gibt
bereits neben den Glucocorticoiden viele anderérdter der Immunsuppressiva, wie z.B. die
Calcineurin- oder mTOR-Inhibitoren, die gegen endlithe Prozesse eingesetzt werden.
Das Problem dieser Arzneistoffe ist die schlechtas¥€érloslichkeit und die eingeschrankte
Penetration in die Haut. In der Dermatologie gi Baustregel, dass Arzneistoffe u.a. mit
einem Molekulargewicht 500 Da nicht in die intalkdaut eindringen. Angewendet werden
sollen sie aber beispielsweise bei atopischer Dtimydei der die Barrierefunktion der Haut
ohnehin schon gestort ist. So konnten Ormerod. €045 eine Penetration von Sirolimus in
die Haut nachweisen. Die dabei verwendeten Losungestanden aus Caprylsaure,
Isopropylmyristat und Benzylalkohol.

Besser waére es, eine bereits bekannte Formulierunugptersuchen. Deshalb wurden in dieser
Arbeit Everolimus und Sirolimus in eine positiv gééne Nanoemulsion eingearbeitet, um die
Penetration an exzidierter Humanhaut zu untersuchen

Die Nanoemulsionen wurden per Hochdruckhomogewisatiurch Variation diverser
Parameter (Temperatur, Druck und Anzahl der Zykleelgestellt und die physikalische
Stabilitat nach Lagerung untersucht. Die Mehrzahl laergestellten Nanoemulsionen waren
Uber mind. 14 Tage Lagerung bei 25 und 40 °C plyisith stabil, nach 6 Monaten trat
allerdings meist eine Phasenseparation ein. Deméisioffgehalt der Nanoemulsionen wurde
per HPLC untersucht. Dabei wurde leider festgastatiss der Gehalt sowohl an Everolimus
als auch an Sirolimus in den Nanoemulsionen stdémkinamt, weshalb vorerst auf eine
Untersuchung der Penetration verzichtet wurde. &weist so, dass die Methode der
Hochdruckhomogenisation fir die Produktion von pwesgeladenen, Phytosphingosin-
haltigen Nanoemulsionen fiur diese Wirkstoffe nicigeignet ist. Vermutlich sind die
kurzzeitig wahrend der Homogenisation entsteheritEmperaturspitzen von deutlich mehr
als 100 °C bei den eher thermolabilen mTOR-Inhremoentscheidend fir die Reduktion des
Gehalts. Eine Produktion bei einer Temperatur dgutunter 20 °C wirde evtl. neue
Erkenntnisse bringen. Allerdings ist eine Homogainis bei diesen niedrigen Temperaturen
mit PS und EG nicht mdglich, da PS bei unter 2@vi€er auskristallisiert.
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Everolimus-Mikroemulsion zur ophthalmologischen Apgikation

Bei einer jahrlichen Cornea-Transplantationsrate gtwa 5000 allein in Deutschland ist es
dringend erforderlich andere, lokal am Auge anwenelArzneistoffe als alternative zu den
bereits seit mehr als 50 Jahren angewendeten Gldmmde (GC), die mit einer Reihe von
Nebenwirkungen verbunden sind zu etablieren. Bypstemische Applikation sowohl von GC
als auch von neuartigen Immunsuppressiva belastgitig den Organismus und ist auch mit
Nebenwirkungen verbunden. Idealerweise sollte eaphthalmologische Therapie im
vorderen Augenbereich lokal erfolgen. In den letzi@ahren wurden vermehrt alternativ zu
den GC an Calcineurin- und mTOR-Inhibitoren gefbtsdmmunsuppressiva mit einem
anderen Wirkprinzip als GC. Indiziert sind diesezhgistoffe u.a. zur Prophylaxe der
TransplantatabstoBung diverser Organe oder bei eselwVerlaufsformen entzindlicher
Hauterkrankungen. Leider ist es bisher nicht getmgweder einen der Vertreter der
Calcineurin-Inhibitoren (Ciclosporin, Tacrolimus exdPimecrolimus) noch einen mTOR-
Inhibitor (Everolimus und Sirolimus) in einer ophtimologisch anwendbaren Arzneiform zu
etablieren (Tabelle 11, 12, 13 und 15). Der Gruegt leinerseits in der schlechten Loslichkeit
der Arzneistoffe, was eine Applikation als wassrigegentropfen praktisch ausschliel3t und
andererseits oft in einer unzureichenden Permeationh die Hauptbarriere, die Cornea.
Untersuchungen der Permeation von Sirolimus an 8tteeornea flihrten zu dem Ergebnis,
dass die Permeation unzureichend ist, um einen apbatisch wirksamen
Plasmakonzentrationsbereich von 12-20 ng/ml zieknzi Im Akzeptormedium wurden nach
240 min etwa 4 ng/ml gemessen und nach Entfernetdenhautepithels rund 10 ng/ml.

In dieser Arbeit wurde die Permeation an friscHiéster Schweinecornea einer Everolimus-
haltigen Mikroemulsion untersucht. Novartis gibt nem therapeutisch wirksamen
Plasmakonzentrationsbereich von 3-8 ng/ml an, ume eAbstoBung nach einer
Organtransplantation zu verhindern. Die gemess&mwzentrationen im Akzeptormedium
betrugen 8,64 ng/ml nach 30 Minuten, rund 12 ngiadh 60 Minuten und etwa 16 ng/ml

nach 240 min.
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9 Summary

Prednicarbate-Nanoemulsion

Immunosuppressive drugs are gererally poorly selutlwater, which is a limiting factor of
bioavailability. This requires the development efanstrategies for enhancing the solubility.
Nanoemulsions and other nanoparticles are suitalibe incorporating these
iImmunosuppressive agents to apply them for a tbpicee.

Human skin and other epithelia carry a negativergshaThis fact should lead to a better
interaction with positively charged formulationssulting in an enhanced penetration into the
skin. The drugs used in this work are prednicarfa®), everolimus (Ev) and sirolimus (Sir),
all poorly soluble in water. PC is an exclusivelgrmally used corticosteroid with a good
benefit-risk ratio (soft steroid).

Positively and negatively charged nanoemulsions ewanade by high pressure
homogenisation, the physical and chemical stabilifd investigated and also liberation and
penetration were checked. The positive chargedimgigced by phytosphingosine (PS) and
the negative charge by myristic acid. PS as a eatbnstituent of the skin has, contrary to the
toxic stearylamine (Weyenberg et al. 2997), theaathge of being non-toxic. PS is just like
PC poorly soluble in water, so a suitable solvemtfoth actives must be chosen. PC was
soluble in several oils, while PS precipitatedehperatures below 20 °C. Only Eutanol G
was suitable for solving PS without any precipdati

With this oil positively charged nanoemulsion wenade by high pressure homogenisation
due varying the process parameters homogenisat@mperature (25 and 50 °C),
homogenisation pressure (300, 500 and 700 barhamiber of cycles (3, 5, 8 and 10 cycles).
Nanoemulsions produced at 25 °C led to smalleligh@stand a narrow width of distribution
with an increased homogenisation pressure and nunabe cycles. Nanoemulsions
homogenized at 50 °C led to the opposite, nameggdsi particles with an increased
homogenisation pressure and number of cycles. BOtAC obviously too much energy was
put into the system. Increasing particles with éasing homogenisation pressure were
described by Trotta et al. 2002 and by Akkar andl&(2003b. The interfacial area and the
interfacial energy increase, resulting in coalegcwf small to bigger particles, when
surfactant molecules do not cover the interfacilmh fto stabilize the emulsion droplets.
Nevertheless even after storage of 4 months an@d4a °C several formulations were very

similar. The drug content determined by HPLC was tast parameter checked before
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defining the most favourite conditions. The deteration of the drug content in the
nanoemulsions revealed a clear relation betweeprtteess parameters and the drug content.
Higher temperatures usually result in a a bettkrslay.

The next step was optimizing the composition byywey the constituents of the
nanoemulsion phytosphingosine (0,3 — 0,7 %), Eut&n{0 — 20 %), lipoids (soybean- and
eggyolk phospholipids), lipoid E80 (0,5 — 3%) and€en 80 (0,5 — 3 %). The excellent
stability is the result of the combination the @lestatic stabilizer Lipoid E80, which forms
together with PS a stabilizing close-packed mixtd &nd causing repulsion at the interface
between the water and the oil phase, and the sttidlizer Tween 80. The drug content after
storage of 1 year at 25 and 40 °C showed thataheemulsions still contained 92 % and 83
%, respectively, which is remarkable for a doubtgee like prednicarbate. A possible
explanation was made by Lance et al. 1995 for tiig dmphotericin b. They postulated an
enrichment of the drug in the surfactant layer. Due¢he fact, that prednicarbate has some
similarities in his structure compared to choledtea classic surfactant, this is possible.
Homogenizing negatively charged nanoemulsions haséxt step, followed determining the
drug release and also the penetration into excieedan skin. Applying the negatively
charged nanoemulsion with 1250 pug prednicarbate, iy (14 %) were released after 24 h,
while this amount was 119 pg (9.5 %) after applying positively charged nanoemulsion.
Wang et al. 2006 investigated the release of ndlimepand his prodrugs. By altering the co-
surfactant they observed a clear relation betwleset co-surfactants and the release rate.
Adding stearylamine to the nanoemulsion led to awsl release. The amount of
prednicarbate and his metabolites penetrating th® skin after applicating negatively
charged nanoemulsions was 12.7 ug and 17.6 pghéompositively charged formulation.
Formulations with a positive charge interact mofeaively with the negatively charged
skin, resulting in an enhanced penetration. Measengs of the contact angle between human
skin and the cornea, respectively of positivelyrged formulations have shown a smaller
angle than for negatively charged formulations f¥ak 2005, Klang et al. 2000). A
Comparison between the homogenizers Micron LAB A48 Emulsiflex C5 revealed, that
there is no difference in the particle size ane slistribution, but a slight difference for the
zetapotential. Summarizing the results positivéigrged nanoemulsions have over a period
of one year even at 40 °C an excellent physicaldramical stability with a particle size of
approx. 160 nm, a polydispersity index of 0.1 andesapotential of + 50 mV, and a
prednicarbate content of 92 % and 83 % after stomfgone year at 25 °C and 40 °C,

respectively.
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Summary

Everolimus/Sirolimus-Nanoemulsion

The therapy of inflamed skin diseases occurs génewvith topical corticosteroids. Because
of side effects, especially skin thinning, alteivat drugs are desired. Besides the
corticosteroids there are other immunosuppressingysyd e.g. calcineurin inhibitors or
MTOR-inhibitors. The problem of these drugs is ple@etration into the skin. Nevertheless
Ormerod et al. 2005 could prove a penetration raligius into the skin. In this work besides
prednicarbate everolimus and sirolimus were homiagen to positively charged
nanoemulsions by varying the parameters temperapuessure, and number of cycles and
homogenisation time, respectively. With only a fexceptions all formulations were stable
for at least 14 days, even after storage at 40 TH& drug contents of everolimus and
sirolimus were determined by HPLC. Unfortunatele tdrug was degraded after high
pressure homogenizing. The shortly resulting higimgeratures during high pressure
homogenizing are disadvantageous for these mTOIRHals.

Everolimus-Microemulsion

Approx. 5000 cornea-transplantations were made ierm@ny per year. After the
transplantation the therapy for preventing theatepa is carried out with topical or systemic
corticosteroids. Both application routes have sewide effects. Alternative drugs for ocular
application are necessary, but due to solubiligbfgms of the drug the preparation will be
difficult. Calcineurin- and mTOR- inhibitors arecdualternatives, which are actually used for
preventing the rejection of solid organs. Unforthait was not possible to establish one of
these drugs in an ocular applicable formulatiore Tain reasons for this failure are the poor
solubility and the non-sufficient permeation thrbuthe cornea, the main barrier of the
anterior eye. Investigating the permeation of $mak has shown only a slight permeation,
which is not enough to reach a therapeutic conagatr. In this work the permeation of
everolimus-containing microemulsion was investidaten freshly isolated pig cornea,
resulting to a concentration of 8,64 ng/ml aftern3id, approx. 12 ng/ml after 60 and around
16 ng/ml after 240 min. Regarding the therapeuticcentration in plasma of 3-8 ng/ml, this
microemulsion is a serious candidate for oculaliagtion of Everolimus and an alternative

for the established corticosteroids.
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