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Wie bereits einleitend diskutiert, verfolgt der Zusatz von Lipidnanopartikeln zu
handelsublichen Cremegrundlagen unterschiedliche Ziele. Vorrangiges Ziel dieser
Arbeit war Untersuchung der Frage, ob durch Sattigung der Grundlage mit
Arzneistoff und zusatzliche Einarbeitung von wirkstoffhaltigen Partikeln ein
lagerstabiles und nach Applikation Ubersattigtes System gebildet werden kann, da
ein Arzneistoff im Zustand der Ubersattigung bekanntermaRen einen erhohtem
Penetrationsdruck erfahrt [90].

Im ersten Teil der Arbeit wurde bereits eine direkte Kopplung von
Modifikationsumwandlung und  Freisetzungsverhalten von Cyclosporin-SLN
und -NLC ausgeschlossen, so dall das einleitend postulierte Konzept der
,getriggerten Ubersattigung” als fiir dieses System teilweise unzutreffend bezeichnet
werden muf3.

Es stellte sich stattdessen die Frage, ob der aufgrund der bisherigen Ergebnisse
dieser Arbeit postulierte Partikelaufbau mit hoher Arzneistoffkonzentration im
Randbereich auch nach Einarbeitung in die Cremes erhalten bleibt und eine
Arzneistoffkristallisation verhindert werden kann. Bliebe zusétzlich der bei
Freisetzung der flissigen Dispersionen beobachtete initiale Burst erhalten, sollte es
ebenfalls nach Applikation zu Uberséattigung des Systems kommen. Als Ursache
waren dann Destabilisierung der Partikelrandbereiche durch Wasserverdunstung und
Filmbildung zu nennen.

Es sollte auRerdem geklart werden, ob analog Jenning das Auftreten von
polymorphen Transformationen der Lipidpartikel durch Einbettung in die
Cremegrundlage verzdgert werden kann, und ob dies fur die Langzeitstabilitat der
Formulierungen von Bedeutung ist. Auch flr die topischen Systeme wurde in diesem
Zusammenhang nach den ADbfull- und Lagerbedingungen gesucht, die eine
Kristallisation des Arzneistoffs Cyclosporin A verhindern oder zumindest verzégern
koénnen.
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5.1 Sattigung der Cremegrundlage mit Arzneistoff

Grundvoraussetzung fiir die Erzeugung einer Uberséttigung der Cremegrundlage mit
Arzneistoff nach Applikation ist eine zuvor bestehende Sattigung. Der aus den
Partikeln zusatzlich freigesetzte Arzneistoff sollte bereits in geringer Prozentzahl zu
einer Ubersattigung des Systems fiihren, da lber einen therapeutisch sinnvollen
Anwendungszeitraum nicht mit vollstandiger Freisetzung aus den Partikeln gerechnet
werden kann.

Die optimale Arzneistoffmenge wurde in zwei Experimenten ermittelt. Zun&chst
wurden Losungsversuche mit der Lipidphase der im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten, kommerziellen O/W-Cremegrundlage (s. Kapitel 3.3) durchgefihrt. Die
Vorgehensweise entsprach dabei derjenigen in Kapitel 4.2. Es ergab sich eine
ungefahre Loslichkeit von 12 % in der Lipidphase der Cremegrundlage nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur. Da zur Herstellung der Creme weitere Komponenten
(u.a. Tween 80) zum Einsatz kommen, die Einflul auf die Ld&slichkeit des
Arzneistoffes in der endgiltigen Formulierung haben, wurden in einem zweiten
Experiment nanopartikelfreie Cremes mit unterschiedlicher Arzneistoffbeladung
hergestellt. Die Konzentrationen lagen bei 12, 14, 16 und 18 % bezogen auf die
Lipidphase der Cremes. Es wurden jeweils drei Tuben abgeflllt und diese bei 4 °C,
Raumtemperatur und 40 °C gelagert, um den EinfluR der Temperatur auf die
Kristallbildung zu untersuchen. Die Proben wurden direkt nach der Herstellung, an
Tag 1, 3, 5 und 7 sowie anschlieRend ein Mal pro Woche uUber 3 Monate mittels
Polarisationsmikroskopie auf Kristalle untersucht. Direkt nach der Herstellung
konnten in der 12 und 14%igen Creme keine, in den hdher konzentrierten vereinzelt
Kristalle detektiert werden. Im weiteren Verlauf des Experimentes wurde der starke
EinfluR der Lagertemperatur offensichtlich. Wahrend bereits nach einem Tag alle bei
40 °C gelagerten Proben groRe Kristalle (bis 80 um) aufwiesen, waren bei
Raumtemperatur nach einer Woche erst ab 14 % Kristalle (bis 35 pum) zu entdecken.
Bei gekuhlter Lagerung traten zu diesem Zeitpunkt erst ab 16 % kleinere Kristalle
auf. Uber den Verlauf der Lagerung blieb das Bild bei 4 °C-Lagerung unverandert,
bei Raumtemperatur traten mit der Zeit auch bei 12 %-Beladung vereinzelt Kristalle
auf. Die Bestimmung einer Sattigungskonzentration erwies sich folglich aufgrund der
starken Temperaturabhangigkeit der Cyclosporin A-Kristallisation als sehr schwierig.
Lagerung der Proben unter Kihlung erschien fur eine Reproduktion der Ergebnisse
und geringe Kristallisation am besten geeignet. Zur Sattigung der Grundlage wurde
eine Konzentration von 12 % Cyclosporin A bezogen auf die Lipidphase gewahlt, da
diese auch eine Aufbewahrung der Proben bei Raumtemperatur Uber einige Tage
moglich machen sollte.
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Bezogen auf die fertige Creme entspricht diese Beladung einer
Arzneistoffkonzentration von 3 %.

Um Aufschlufd dartber zu erhalten, ob Kristallisationen wahrend der Lagerung alleine
auf dem in der Grundlage geldsten Arzneistoff oder aber auf dem in den Partikeln
zusatzlich enthaltenen Anteil beruhen, wurde fir jedes der folgenden Experimente
eine lipidpartikelfreie Formulierung als Vergleich hergestellt (Tabelle 5-1).

5.2 Einarbeitung von arzneistofffreien und -
beladenen SLN-Dispersionen

Untersucht wurden hier vor allem Cremes mit einem 40 %igen Zusatz von den in
Kapitel 4.1 ausgiebig charakterisierten 20 %igen Imwitor 900-SLN stabilisiert mit
5% Tagat S und 1 % Natriumcholat mit oder ohne eine Cyclosporin-Beladung von
20 % bezogen auf die Lipidphase (= 4 % in der SLN-Formulierung).
Die untersuchten Parameter waren:

1.) Lagerstabilitat der Formulierungen im Vergleich (5.2.2 und 5.2.3)

2.) Einflul3 der Kristallmodifikation auf die Stabilitat (5.2.4)

3.) Einflul3 des Arzneistoffes auf Veranderungen der Kristallmodifikation (5.2.4)

4.) Einflul der Cremegrundlage auf Veranderungen der Kristallmodifikation und

Vergleich mit den entsprechenden fliissigen Dispersionen (5.2.5)

5.) Trocknungsverhalten (5.2.6) und

6.) Arzneistofffreisetzung (5.4)
Die Arzneistofffreisetzung wird in Kapitel 5.4 fir SLN- / NLC- und Nanoemulsions-
haltige Systeme gemeinsam vergleichend diskutiert.
Verschiedene Cremeformulierungen wurden hergestellt, um Aufschluld3 Gber die
einzelnen Parameter zu erhalten. Tabelle 5-1 enthalt die hergestellten
Kombinationen.

Tabelle 5-1: Hergestellte Cremeformulierungen dargestellt als Kombination von
Cremegrundlage (GL) und eingearbeiteter  flissiger = Phase
(CsA = Cyclosporin A, NE = Nanoemulsion, X = hergestellte Kombination)

zu 40 % eingearbeitet
CsA-SLN Placebo-SLN NE | Wasser
GL mit CsA X X X X
GL ohne CsA X X
GL mit CsA und um Lipidmenge der X
SLN erhohtem Lipidgehalt
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Abbildung 5-1:  LD-Partikelgro3enverteilung der Creme ohne SLN, der Creme mit
beladenen SLN und der reinen Cyclosporin A-SLN-Formulierung jeweils an
Tag 1 nach der Herstellung

5.2.1 Charakterisierung der Systeme

Vorrangig bei der Einarbeitung von SLN/NLC in topische Formulierungen ist die
Frage, ob diese in der resultierenden Formulierung noch als individuelle Nanopartikel
vorliegen. Dies konnte durch die bisherigen Forschungsergebnisse belegt werden
[12, 29, 55]. Auch im Rahmen dieser Arbeit zeigen die in Abbildung 5-1 dargestellten
LD-Messungen deutlich, dall die Nanopartikel in den SLN-Cremes weder
aggregieren noch sich in den Oltropfen auflésen. Die bimodale
PartikelgrofRenverteilung der SLN-Creme setzt sich aus den Verteilungen der SLN
und der Oltropfen der Creme zusammen. Beide Peaks stimmen in ihrer Lage mit der
jeweiligen Einzelformulierung Uberein und sind klar voneinander getrennt.
Untersuchung der placebohaltigen Cremes flhrte zu analogen Ergebnissen.

Die hier beschriebenen Formulierungen wurden mit n = 3 hergestellt. Solange nicht
ausdrucklich auf eine andere Grundlagen-Zusammensetzung hingewiesen wird, ist in
den nachsten Teilkapiteln von einer mit Arzneistoff geséttigten Grundlage
auszugehen.
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Abbildung 5-2:  Schmelzkurven (links) und Kristallisationskurven (rechts) der hergestellten
Formulierungen, die Intensitat der SLN wurde zum direkten Vergleich mit
den Cremes auf deren SLN-Gehalt standardisiert

Als weiterer Beleg dafir, dal3 die Lipidpartikel nach Einarbeitung ihre kristalline Form
beibehalten, konnen die Ergebnisse der DSC-Messungen in Abbildung 5-2
herangezogen werden. Die Kurven der jeweiligen SLN-Dispersionen wurden fur die
graphische Auswertung auf 40 % ihrer Intensitat reduziert, um einen direkten
Vergleich mit den Cremes (40 % SLN-Gehalt) zu ermdglichen. Die gemessenen
Werte der Thermoanalyse finden sich in Tabelle 5-2. Es ist deutlich zu erkennen, dal3
die Kristallinitat der SLN durch den Einarbeitungsprozeld nicht reduziert wird, nach
Standardisierung der Enthalpie ist sogar eine geringfligige Erh6hung festzustellen.
Nach Einarbeitung in die Cremes beginnt der Schmelzprozel3 der SLN friher
(Absenkung des Onset), die Kristallisation erfolgt dagegen leicht verzdgert. Auch das
Peakmaximum wird jeweils schwach abgesenkt.

Tabelle 5-2: Onset, Peakmaximum und Schmelzenthalpie der Aufheizkurven von SLN
und SLN-haltigen Cremes im Vergleich. Die Werte in Klammern
entsprechen 40 % der fur die SLN-Dispersionen angegebenen Werte.
Diese sind mit den Enthalpien der Creme direkt vergleichbar.

Placebo-SLN Creme mit | Cyclosporin-SLN Creme mit
Placebo-SLN Cyclosporin-SLN
Onset [°C] 53,5 50,6 50,2 48,1
Peakmaximum [°C] 58,2 56,9 55,4 54,2
Peakenthalpie [J/g] 24,9 (10,0) 11,2 20,5 (8,2) 9,2
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Abbildung 5-3: Rdntgenstreumuster der Cyclosporin A-haltigen Formulierungen an Tag 1
nach Herstellung (Ubersichtsmessungen mit 0,04° / 2 sec aufgenommen,
Detailmessung mit 0,04° / 10 sec) (Pfeil = leichter Bi-Reflex bei d = 0,46)

Die in Abbildung 5-3 dargestellten Rontgendiffraktogramme der Formulierungen
belegen dartber hinaus, daf} es durch die Cremeherstellung zu keiner Veranderung
des polymorphen Status der SLN-Probe kommt. Da die partikelfreie Creme keinerlei
Kristallinitat aufweist (kein Schmelzpeak in der Thermoanalyse, keine Reflexe im
Rontgenstreumuster), kann der bei d = 0,415-0,42 befindliche Reflex eindeutig den
Lipiden der SLN zugeordnet werden. Diese liegen demnach auch in der Creme
hauptsachlich als o-Polymorph vor. Ein sehr schwacher Reflex bei einem
Netzebenenabstand von 0,46 (s. Pfeile), der auf einen geringen Teil der
Bi-Modifikation hinweist, ist in Analogie zu den SLN auch in der Creme
auszumachen. Bei Einarbeitung von Placebo-SLN kam es ebenfalls zu keiner
Veranderung der Kristallmodifikation.

Eine mikroskopische Untersuchung der Cremes mittels polarisiertem Licht an Tag 1
nach Herstellung ergab keine Anzeichen von auskristallisierendem Arzneistoff. Der
mittels HPLC bestimmte Gehalt lag jeweils bei > 94 %. Die hergestellten Cremes
waren von homogenem Erscheinungsbild. SLN-Cluster konnten nicht detektiert
werden (s. Kapitel 3.3).
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5.2.2 Physikalische Langzeitstabilitat

Lagerung der Cremes bei 40 °C fuhrte nach ca. 18 Monaten zu Phasentrennung der
Emulsion. Die bei Raumtemperatur und 4 °C gelagerten Proben wiesen dagegen
keine optischen Verdnderungen auf. Um die Wabhrscheinlichkeit einer
Partikelaggregation innerhalb der Cremes abzuschétzen, wurde die Leitfahigkeit der
SLN-Creme bestimmt und das Zetapotential der Cyclosporin-SLN in auf diese
Leitfahigkeit eingestelltem Wasser vermessen. Es wurde ein neutraler pH gewabhilt,
der dem der Creme entsprach (pH = 7,3). Die Leitfahigkeit der gesattigten und mit
Cyclosporin-SLN beladenen Creme betrug 525 uS/cm (n =3). Das Zetapotential
sank von —-18,6 mV bei 50 uS/cm auf nur -5,5mV bei dieser ca. zehnfachen
Leitfahigkeit. Stabilisierung der Partikel kann folglich nur noch auf sterischem Weg
durch Tagat S erfolgen. Abbildung 5-4 enthalt die PartikelgréRenverteilungen der
SLN-Creme an Tag 1 im Vergleich zu denjenigen nach 2 Jahren Lagerung bei
Raumtemperatur und 4 °C.

Man kann erkennen, dal? der SLN-Peak im Nanometerbereich und der Peak der
Creme-Oltropfen nicht mehr klar voneinander abgegrenzt sind. Das kann einerseits
auf eine Verbreiterung der Oltropfen-GroRenverteilung zuriickgefuhrt werden,
andererseits ist auch eine Partikelaggregation nicht auszuschlieRen. Das Ausmal}
mufd in Anbetracht des Lagerzeitraumes von zwei Jahren aber als gering eingestuft
werden. Ein Grof3teil der Partikel ist noch im Nanometerbereich angesiedelt.
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Abbildung 5-4:  LD-Partikelgrof3enverteilung der Cyclosporin A-SLN-Cremes an Tag 1 und
2 Jahre nach Herstellung mit Lagerung bei 4 °C oder Raumtemperatur
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5.2.3 Arzneistoffkristallisation

Wie bereits fur die partikelfreien Cremes diskutiert, war die Kristallisation von
Cyclosporin A auch in den SLN-haltigen Formulierungen in erster Linie eine Funktion
der Lagertemperatur. Zur Erzielung von langzeitstabilen Systemen war eine gekuhlte
Aufbewahrung (4 °C) unbedingt erforderlich. Je héher die Lagertemperatur, desto
schneller traten Kristalle auf und desto grof3er waren diese.

Im Vergleich der Cremes mit Cyclosporin-SLN (Gesamtgehalt an Arzneistoff = 4,6 %)
mit Placebo-SLN-Cremes (3,0 %) konnte lediglich bei 40 °C-Lagerung ein geringer
Einflul? der zuséatzlichen Arzneistoffmenge festgestellt werden. Kristalle traten hier -
wie auch in der zur Herstellung verwendeten SLN-Suspension - bereits nach
wenigen Tagen auf: In den placebohaltigen Cremes war der Arzneistoff erst nach
2 Wochen zu detektieren.

Wurden die Proben bei Raumtemperatur gelagert, wiesen beide Formulierungen ab
Tag 35 vereinzelt Kristallnester auf. Eine Zunahme der Kristallisation wurde jedoch
Uber die folgenden 2 Jahre nicht beobachtet.

Lagerung bei 4 °C konnte ein Auskristallisieren von Cyclosporin A Uber mindestens
1 Jahr in beiden Creme-Formulierungen verhindern. Das ist eine deutliche
Steigerung gegentber der reinen SLN-Formulierung, wo es bereits nach 3 Monaten
zu starker Aggregation verbunden mit Arzneistoffausstold kam.

Besonders Uberraschend waren die mikroskopischen Ergebnisse fir SLN-Cremes
ohne zusatzliches Cyclosporin in der Grundlage. Auf Grund der hohen
thermodynamischen Aktivitat des Arzneistoffs in den Lipidpartikeln und dessen
betrachtlicher Loslichkeit im Vehikel Cremegrundlage, ware mit einer Diffusion aus
den SLN in die Olphase der Cremegrundlage zu rechnen, bis die Konzentrationen in
beiden Kompartimenten im Verhaltnis ihrer Sattigungsloslichkeiten stehen [182].

Da die in den SLN enthaltene Arzneistoffmenge weit unter der Beladungskapazitat
der Creme-Olphase liegt, ware hier keine Kristallisation zu erwarten. Kristalle wurden
jedoch nach Zeitraumen detektiert, die denen der beschriebenen gesattigten SLN-
Cremes entsprachen. Demzufolge kam es wahrend der Lagerung nicht zu der
erwarteten Umverteilung. Eine mdgliche Erklarung ist die niedrige Loéslichkeit von
Cyclosporin A in walrigen Medien. Wéahrend des Diffusionsprozesses muf3 sich der
Arzneistoff zunachst in die Wasserphase der Creme verteilen, um in dieser zu den
Oltropfen vorzudringen. Zusatzlich erschwert wird die Diffusion an dieser Stelle durch
den verwendeten, makromolekularen Gelbildner Carbopol 940. Offensichtlich
kristallisiert in dieser Phase zumindest ein Teil des aus den Partikeln diffundierenden
Arzneistoffs aus.
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Als Konsequenz dieser Beobachtung stellt sich die Frage, ob es wéahrend der
Freisetzung Uberhaupt zu einer Wechselwirkung der beiden Arzneistofffraktionen mit
Ubersattigung der Grundlage kommen kann. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, daR
die Bedingungen fur die Diffusion des Arzneistoffes im offenen System durch
Wasserverdunstung und Filmbildung grundlegend verandert werden. Aufschluld tber
diese Frage kann also letztendlich nur die beobachtete Freisetzung liefern
(s. Kapitel 5.4).

Auch eine gesattigte Creme, die statt SLN die in Kapitel 4.1.6 charakterisierte
Octyldodecanol-Nanoemulsion enthielt, wurde wahrend der Lagerung mikroskopisch
untersucht. In ihrer Zusammensetzung entsprach die Nanoemulsion der SLN-
Formulierung, das feste Lipid Imwitor 900 wurde Ilediglich durch den
verzweigtkettigen Alkohol Octyldodecanol ausgetauscht. Wie bereits diskutiert liegt
die resultierende 20 %ige Beladung des Ols im Sattigungsbereich. Eine
ausreichende Stabilisierung dieses Systems war auch in der Creme uber einen
langeren Zeitraum nicht mdglich. Nach 4 Monaten konnten selbst bei gekihlter
Lagerung Kristalle in der Formulierung detektiert werden.

In allen Cremes, die Imwitor-Partikel enthielten, kam es nach einigen Monaten zur
Ausbildung faseriger Strukturen, die den Lipidaggregaten gelagerter Imwitor-SLN
(dargestellt in Abbildung 4-6 c)) entsprachen (Abbildung 5-5). Im polarisierten Licht
zeigten diese Strukturen ebenfalls Doppelbrechung, was eine Detektion von
Arzneistoffkristallen erschwerte. Wie die Ergebnisse der LD-PartikelgroRenanalytik
bereits angedeutet hatten, kann folglich eine Aggregation der Nanopartikel durch
Einarbeitung in Cremegrundlagen nicht vollstandig unterbunden werden. Ob diese
Aggregation mit Veradnderungen der Kristallstruktur einhergeht, sollte durch
Thermoanalyse und Rontgendiffraktometrie geklart werden.

Abbildung 5-5:

~ Faserig erscheinende Imwitor-
= Aggregate in einer Cyclsoporin A-
SLN enthaltenen gesattigten
Cremeformulierung nach sechs
Monaten Lagerung bei Raum-
temperatur (Vergrof3erung 400fach)
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5.2.4 Untersuchung polymorpher Transformationen

Die Ergebnisse der thermoanalytischen Langzeitstudie sind in Tabelle 5-3
zusammengefal3t. Besonders auffallig ist hier die starke Abnahme der
Schmelzenthalpie der bei 40 °C gelagerten Cremeproben. Die Aufheizkurven der
Formulierungen mit Cyclosporin-beladenen SLN sind zur Verdeutlichung in
dargestellt.

Bereits nach 6 Wochen ist die Aufspaltung des Schmelzpeaks in einen niedriger und
einen hoéher schmelzenden Bereich (Pfeil) erkennbar. Diese Aufspaltung setzt sich
im Verlauf der Lagerung weiter fort, die Enthalpie beider Bereiche nimmt stark ab.
Innerhalb der Cremes scheint die Lagerung bei erh6hten Temperaturen folglich
einerseits zur Abnahme der Gesamtkristallinitdt und andererseits zur Ausbildung
verschieden strukturierter Teilbereiche innerhalb der Partikel zu fihren.

Tabelle 5-3: Thermoanalytische Ergebnisse der Langzeituntersuchung SLN-haltiger
Cremes nach Lagerung bei verschiedenen Temperaturen. Dargestellt sind
die Parameter Onset, Peakmaximum und Schmelzenthalpie der
entsprechenden DSC-Aufheizkurven

Tag 1 6 Monate 1 Jahr 2 Jahre
RT |4°C |40°C|RT [4°C |40°C|RT |4°C |40°C
Creme Onset 50,6 |49,5|46,0|45,7 |50,4|48,6|46,6 |49,7|49,2|38,2
mit [°C] 61,5
Placebo- Peakmax. | 56,9 |55,0(53,7|53,5 |56,1|54,3|48,2 |55,5(54,9|43,9
SLN [°C] 57,2 56,3 [62,3 55,7
62,1 64,9
Enthalpie |11,2 (14,2(13,1|9,4 |14,9|13,6/9,8 |14,7(14,4|0,25
[J/g] 4,45
Creme Onset 48,1 |49,8|47,5|44,3 |51,7|48,9|43,7 |49,5|48,1|38,85
mit [°C] 55,12
Cyclosporin- | Peakmax. |54,2 |56,2|53,2|51,1 |57,6|54,8|48,9 |56,6|55,2|43,7
SLN [°C] 57,9 64,2 |62,7 63,6

62,0

Enthalpie | 9,2 10,7|/10,6|7,3 |11,4|11,9|4,8 |11,5|/11,2/0,42
[J/0] 1,64
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Abbildung 5-6: DSC-Aufheizkurven der Uber einen Zeitraum von 2 Jahren bei 40 °C
gelagerten SLN-Cremes mit Cyclosporin A-haltigen SLN

Weiterer Aufschluld Gber dieses Verhalten konnte durch Bestimmung der Loéslichkeit
von Imwitor in der Lipidphase der Cremegrundlage gewonnen werden. Da diese bei
40 °C noch in halbfestem Zustand vorliegt, wurde sie mit einer
Aufheizgeschwindigkeit von 1 °C /5 min im Inkubationsschrank auf eine Temperatur
gebracht, bei der sdmtliche Bestandteile klar geschmolzen vorlagen. Dies war bei
54 °C der Fall. Uber einen Zeitraum von 24 Stunden konnten in dieser Schmelze ca.
15 % festes Imwitor 900 geldst werden. Der Anteil von Imwitor 900 an der Lipidphase
der Creme betragt nach Herstellung 22,4 %. Auch wenn davon auszugehen ist, daf3
der Wert fur die Loslichkeit bei 40 °C niedriger liegt, ist anzunehmen, dal3 sich tber
einen derartig langen Lagerzeitraum eine erhebliche Lipidfraktion in der Grundlage
I6st. Wie in Kapitel 4.1.4.2 beschrieben, fuhrt Tempern bei 40 °C auf Grund der
erhohten Beweglichkeit der Molekile auch bei den reinen SLN-Formulierungen zu
Umlagerungen im Partikel und Abnahme der Seitenkettenkristallinitdt. Durch
Einarbeitung in die Cremegrundlage mit Anlésen der Partikel wird dieser Prozel3
noch verstarkt.
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Abbildung 5-7: DSC-Aufheizkurven der Uber einen Zeitraum von 2 Jahren bei
Raumtemperatur und 4 °C gelagerten Cyclosporin A-SLN-Cremes

Betrachtet man dagegen die Aufheizkurven der bei Raumtemperatur und 4 °C
gelagerten Cremeproben Uber den Verlauf von 2 Jahren (Tabelle 5-3, Abbildung
5-7), sind die Verdnderungen beziglich Peakform und Peaklage relativ gering. Die
Enthalpie nimmt leicht zu, die Onsettemperatur sinkt im Gegensatz zu den reinen
SLN geringfligig ab. Lagerung bei Raumtemperatur fuhrt zu einem Anstieg des
Peakmaximums, bei 4 °C bleibt dessen Lage annahernd konstant.

Die thermoanalytischen Werte der placebohaltigen Formulierungen (Abbildung 5-8)
ergeben ein &hnliches Bild. Bei Raumtemperatur kommt es hier jedoch nicht zu einer
Erhéhung des Peakmaximums.

Placebo - 2 Jahre

-

N 4 °C
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A\ Tagi
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Temperatur [°C]

Enthalpie - endotherm

Abbildung 5-8: DSC-Aufheizkurven der Uber einen Zeitraum von 2 Jahren bei
Raumtemperatur, 4 °C und 40 °C gelagerten Placebo-SLN-Cremes
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Aufgrund der steigenden Schmelzenthalpie kann ein Auflésen der SLN-Lipidmatrix in
der Cremegrundlage bei diesen Temperaturen ausgeschlossen werden. Die leichte
Verschiebung des Peakmaximums der beladenen SLN bei Raumtemperatur kdonnte
auf eine im Vergleich zur gekihlten Lagerung und zu den wirkstofffreien SLN
beschleunigte Modifikationsumwandlung hindeuten. Eine sichere Aussage ist jedoch
nur anhand rontgendiffraktometrischer Untersuchungen moglich, da ein Einflu? der
Grundlage auf diesen Parameter nicht auszuschliel3en ist.

Vergleich der wirkstofffreien und —haltigen SLN Dispersionen hatte ergeben, dal3 das
Vorhandensein von Cyclosporin A die Umwandlung der a-Modifikation des Lipids in
die geordneteren B-Modifikationen verzogert. Dieses Phanomen konnte fir die in den
Cremes eingeschlossenen Partikel ebenfalls nachgewiesen werden. Abbildung 5-9
enthalt die Streumuster der jeweils Uber 6 Monate bei Raumtemperatur und 4 °C
gelagerten Proben. Es handelt sich dabei um die durch Subtraktion der
Intensitatswerte der partikelfreien Creme von denen der identisch gelagerten
partikelhaltigen Formulierungen gewonnenen Spektren. Stérungen durch die
Cremegrundlage kénnen somit ausgeschlossen werden. Bei allen Proben ist ein
Ubergang zur Bi-Modifikation erkennbar. Das Ausmaf3 dieses Ubergangs ist im Fall
von Imwitor 900 durch das Verhaltnis der Intensitat des abnehmenden Reflexes bei
2 Theta= 21,4 (d =0,415) zu den Intensitaten der zusatzlich entstehenden Reflexe
charakterisiert.

6 Monate - Cyclosporin-SLN-Creme 6 Monate - Placebo-SLN-Creme
o o)

= s

% 4 OC ;EI\GI 4 OC Mﬂm

2| RT 2

£ |Tag1l =
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Abbildung 5-9:  Durch Subtraktion der Intensitatswerte der partikelfreien Creme von denen
der identisch gelagerten partikelhaltigen Formulierungen gewonnene
Streumuster der Uber 6 Monate gelagerten Cremes mit wirkstoffhaltigen
SLN (links) und wirkstofffreien SLN (rechts) (MeRdauer: 10 sec/0,04°)
(Pfeil = Cyclosporinreflex)
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Im Vergleich der vier Spektren treten deutliche Unterschiede auf, wobei das Ausmal}
der Umwandlung in der Reihenfolge 4 °C mit Cyclosporin < RT mit Cyclosporin ~
4 °C Placebo < RT Placebo zunimmt. Die Anwesenheit von Arzneistoff fuhrt
demzufolge auch bei den in der Creme eingeschlossenen SLN zu einer Verzbégerung
der polymorphen Transformation. Das dennoch bei Raumtemperatur
auskristallisierende Cyclosporin ist im Spektrum durch den typischen Reflex bei ca.
17° gekennzeichnet (s. Pfeil).

Die Ergebnisse der Rontgendiffraktometrie bezlglich des Kristallstatus belegen, daf3
das Ausmal} der Verschiebung des Peakmaximums im Rahmen der Thermoanalyse
fur die Beurteilung von Lipidmodifikationen innerhalb topischer Systeme nur begrenzt
herangezogen werden kann. Eine starkere Umwandlung der Cyclosporin A-haltigen
Probe wére danach zu erwarten gewesen.

Die Streumuster der bei 40 °C gelagerten Proben belegen die Abnahme der
Kristallinitat der Nanopartikel und deren allmahliches Auflésen in der Lipidgrundlage.
Der zu Beginn starke o-Reflex nimmt in seiner Intensitat kontinuierlich ab und ist
nach zwei Jahren nicht mehr vorhanden.

Lagerung der Cremes in Glasvials statt in Metalltuben flhrte in jedem Fall zu einer
wesentlich schnelleren Umlagerung und Kristallisation des Arzneistoffs, was auf den
Einflul? von Sauerstoff und Licht zuriickgefuihrt werden kann. Eine gekihlte Lagerung
in  Metalltuben ist demzufolge flr die Langzeitstabilitat von entscheidender
Bedeutung.

Die zu Beginn des Kapitels gestellte Frage, ob der Kristallstatus der Partikel und
dessen Veranderungen die Stabilitat des Cremesystems beeinflussen, konnte nur
schwer beantwortet werden, da das Auftreten von Arzneistoffkristallen in erster Linie
mit der Lagertemperatur verkntpft war. Auch in den bei Raumtemperatur gelagerten
Cremes, deren Partikel nach drei Monaten keine oder nur schwache Umwandlungen
zeigten, konnten zu diesem Zeitpunkt bereits Kristalle detektiert werden. Dies ist ein
weiterer Beleg dafir, dafl3 der in Kapitel 4.1.6 postulierte Partikelaufbau mit
Arzneistofflokalisation in den nicht kristalinen Randbereichen den tatsachlichen
Zustand beschreibt.

Das Auftreten von doppelbrechenden Lipidaggregaten war jedoch starker an
Veranderungen der Kristallstruktur gekntpft. Lagen die Partikel noch hauptséchlich
in a-Modifikation vor, konnten die beschriebenen Strukturen nicht beobachtet
werden. Erst nach Umwandlung in die hoherkristallinen Formen, die mit Veranderung
der Partikelgestalt in Richtung Plattchenform einhergehen [63], kam es zur
sichtbaren Ausbildung der Aggregate. Eine verzogerte Modifikationsumwandlung ist
folglich weniger zur Verhinderung der Arzneistoffkristallisation, daftr aber fur den
Erhalt des Aufbaus und der Individualitdt der Nanopartikel von Bedeutung.
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5.2.5 Stabilitatsvergleich mit entsprechenden flissigen
SLN-Dispersionen

Jenning konnte im Rahmen seiner Arbeit feststellen, dal’3 dlhaltige Nanopartikel in
Cremes eine geringere Umwandlungsrate aufwiesen als die entsprechenden
flussigen NLC-Dispersionen. Imwitor / Miglyol-NLC zeigten nach 168 Tagen in
Cremes keine fur die p-Modifikation charakteristischen Reflexe, wahrend die nicht
eingearbeiteten  Partikel bereits nach wenigen Tagen eine  starke
Modifikationsumwandlung erfuhren [12].

Es stellte sich die Frage, ob dieses Phdnomen auch bei den hier untersuchten
Cyclosporin A-SLN beobachtet werden kann. Wahrend in Jennings Formulierungen
der NLC-Gehalt 20 % betrug, wurden hier 40 % SLN-Dispersion eingearbeitet. Ein
Teil der zur Creme-Herstellung verwendeten Partikeldispersion wurde in silanisierten
Glasvials zurlckbehalten und analog den damit hergestellten Cremes unter
Lichtausschlu3 gelagert. Abbildung 5-10 links enthalt die Rontgenstreumuster der
Formulierungen nach 100 Tagen Lagerung im Vergleich. Die rechts dargestellten
Streumuster stellen die zur besseren Verdeutlichung gebildeten Differenzen der
Streumuster partikelhaltiger und partikelfreier Cremes dar. Wéahrend die SLN-
Dispersionen bereits eine deutliche Transformation in Richtung Bi/p mit
ausgepragten Reflexen bei d=0,46 und 0,38 (Pfeil) erfahren haben, ist die
Umwandlung bei den in den Cremes befindlichen SLN noch zu vernachlassigen.
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Abbildung 5-10: Vergleich der Modifikationsumwandlung von Cyclosporin A-SLN mit in
Cremes enthaltenen SLN derselben Charge. Links sind die an Tag 100
gemessenen Streumuster im direkten Vergleich abgebildet, rechts die
Differenzen der Streumuster partikelhaltiger und partikelfreier Cremes
(Mel3dauer: 10 sec/ 0,04°)
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Die genannten Reflexe sind hier noch gar nicht oder nur sehr schwach ausgepragt.
Selbst nach 6 Monaten ist die polymorphe Verschiebung in den wirkstoffhaltigen SLN
der Cremes nicht entsprechend fortgeschritten (s. Abbildung 5-9).

Besonders markant ist der Unterschied in den bei Raumtemperatur gelagerten
Proben. Hier zeigen die reinen SLN bereits nach 1-2 Wochen erste Veranderungen.
Die Anwesenheit der Cremegrundlage mit Tensiden, Olkomponente, Verdicker und
Feuchthaltemittel stabilisiert folglich auch in den mit 40 % SLN-Dispersion beladenen
Cremes die orthorhombische o-Modifikation der Partikel. Ein Olzusatz analog
Jenning ist fur die Verzégerung dagegen nicht erforderlich.

5.2.6 Trocknungsverhalten

In Analogie zu den flissigen Formulierungen wurde auch das Trocknungsverhalten
der Cremes und dessen Einfluf auf die Freisetzung untersucht.

Problematisch war hier jedoch die Trocknungscharakteristik der Cremegrundlage.
Uber den beobachteten Zeitraum von 24 Stunden kristallisierte durch
Wasserverdunstung der Emulgator Glycerolstearatcitrat aus, der im Roéntgen-
streumuster den SLN vergleichbare Reflexe zeigte. Eine Auswertung wurde dadurch
erschwert.

Abbildung 5-11 (rechts) erlautert das beschriebene Verhalten der Cremegrundlage.

Creme ohne SLN 24 h
£~ J\ CemeomeSIN24h o
) ©
= =
E S
5 Creme mit SLN 24 h =
2 _ @ 24 h
5 Creme mit SLN G 1h
< IS
M vor Trocknung vor Trocknung
20 30 40 50 60 70 80 90 0 5 10 15 20 25 30 35
Temperatur [°C] 2 Theta

Abbildung 5-11: DSC-Schmelzkurven (links) und R&ntgenstreumuster (rechts) des
Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen  SLN-Cremes im
Vergleich zu den getrockneten SLN-freien Cremes (jeweils oberste Kurve)
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Der sich in der partikelfreien Creme ausbildende Reflex weist ebenfalls einen
Netzebenenabstand von d = 0,415 auf, lediglich die Peakintensitat ist geringer. Auch
die Aufheizkurve der partikelfreien Creme belegt das Auskristallisieren des
Emulgators durch Entstehung eines Schmelzpeaks mit einem Maximum von 52 °C
(Abbildung 5-11, links). Da bei den fur die B-Modifikation charakteristischen Winkeln
in der SLN-haltigen Creme jedoch keine weiteren Reflexe erkennbar sind und es im
Rahmen der Thermoanalyse eher zu einer starken Absenkung des Schmelzpeak-
Maximums kommt, ist nicht von einer Umwandlung der Lipidmatrix zu kristallineren
Modifikationen auszugehen. Ein Einflu3 auf die Freisetzung ist auch hier nicht zu
erwarten. Auffallig ist weiterhin, dal3 es innerhalb der Cremes im Unterschied zu den
reinen  SLN-Formulierungen nicht zu einer Zunahme der Reflexe im
Kleinwinkelbereich kommt. Die Ausbildung groRerer lamellarer Strukturen im
Rahmen der Filmbildung wird folglich durch die Cremegrundlage verhindert.
Cyclosporin A-Kristalle konnten Uber den beobachteten Zeitraum rontgen-
diffraktometrisch nicht detektiert werden. Ein sofortiges Auskristallisieren ist unter
den gegebenen Bedingungen folglich nicht zu erwarten.

Zum direkten Vergleich wurden zusatzlich Cremes unter Verwendung der in den
Kapiteln 4.1.5 und 4.1.7 beschriebenen 15 %igen SLN-Formulierungen folgender
Zusammensetzung hergestellt:

Cyclosporin 1 %, Imwitor 14 % (Formulierung A) oder Compritol 14 % (B),
Poloxamer 188 2,5 %, Natriumcholat 0,125 %, Wasser ad 100 %.

Beide SLN-Formulierungen hatten im Gegensatz zur zuvor beschriebenen Rezeptur
bereits wahrend der ersten Trocknungsphase eine ausgepragte
Modifikationsumwandlung gezeigt. Dartiber hinaus konnten wesentlich friher
Cyclosporin A-Kristalle detektiert werden. Der Arzneistoffflux war vor allem in den
ersten Freisetzungsstunden stark erhoht.

Auch innerhalb der Cremes zeigten diese Formulierungen eine schlechtere
Langzeitstabilisierung des Wirkstoffs. Bereits nach einer Woche waren in den bei
Raumtemperatur gelagerten Proben erste Kristalle detektierbar. Bei Verwendung von
Compritol trat selbst bei Kuihlschrank-Lagerung nach 3 Monaten ein Kristallwachstum
auf. Im Verlauf der Trocknungsexperimente konnte das Auskristallisieren von
Wirkstoff ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 5-12). Bei Einarbeitung von
Formulierung A waren die Reflexe schwacher (s. kleine Pfeile, links), bei
Formulierung B waren sie dagegen bereits nach einer Stunde deutlich zu erkennen
(rechts). Dies veranschaulicht wiederum das schlechtere Cyclosporin-
Lésungsvermdgen von Compritol gegenlber Imwitor.
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Abbildung 5-12: Rdntgenstreumuster des Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen
Imwitor-SLN-Cremes (Formulierung A, links) und Compritol-SLN-Cremes
(Formulierung B, rechts). Die kleinen Pfeile weisen auf Arzneistoffreflexe
hin, der GroRRe auf den fir die B-Modifikationen typischen Reflex bei
d =0,38.

Beziglich der Kristallstruktur lassen die durch die Cremegrundlage und den
Arzneistoff verursachten Reflexe kaum eine Aussage zu. Von einer starken
Umwandlung ist jedoch bei beiden Formulierungen nicht auszugehen. Der bei
Formulierung A nach 24 h auftretende Reflex bei 23,4°, entsprechend einem
Netzebenenabstand von 0,38 (dicker Pfeil links), kdnnte jedoch auf eine gewisse
polymorphe Transformation hindeuten, da an dieser Stelle die Cremegrundlage keine
storenden Reflexe aufweist.

Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der Thermoanalyse weiter bestatigt. Der
Schmelzpeak von Formulierung A sank in den ersten sechs Stunden um ca. 4 °C auf
52,6 °C ab, anschliel3end stieg er jedoch wieder auf 56,3 °C nach 24 h an. Dies legt
die Entstehung einer hoheren kristallinen Ordnung der Lipide wahrend der
Trocknung nahe.

Der Schmelzpeak von Formulierung B dagegen sinkt Uber den gesamten
Trocknungszeitraum von 66,6 °C auf 57,8 °C ab. Die detektierte Kristallisation von
Cyclosporin A ist folglich nicht an eine polymorphe Veranderung gekntipft, sondern
beruht in erster Linie auf zu hoher Beladung der 6lfreien Partikel.

In wie weit die beobachteten Eigenschaften der einzelnen Formulierungen ihre
Freisetzung beeinflussen, wird in Kapitel 5.4 untersucht.
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5.3 Einarbeitung von arzneistofffreien und -
beladenen NLC-Dispersionen

Es wurden primar Cremes mit einem 40 %igen Zusatz von den in Kapitel 4.2.3
ausgiebig charakterisierten 15 %igen Compritol / Octyldodecanol-NLC stabilisiert mit
Poloxamer 188 (2,5 %) und Natriumcholat (0,125 %) mit einer Cyclosporin-Beladung
von 6,7 % bezogen auf die Lipidphase (=1 % in der NLC-Formulierung) untersucht.
Als Basis wurde auch hier die in Kapitel 3.3 beschriebene O/W-Grundlage
verwendet. Um den EinfluR des Cyclosporin-Sattigungsgrades der Creme-Olphase
auf die Freisetzung zu erfassen, wurden neben der Formulierung mit der ermittelten
Sattigungskonzentration von 3 % bezogen auf die Gesamtformulierung auch Cremes
mit einem durch die Grundlage hervorgerufenen Arzneistoffanteil von 0 %, 1,5 % und
4 % Cyclosporin hergestellt. Der aus den NLC stammende Arzneistoffanteil betrug
0,4 % bezogen auf die Gesamtformulierung, d. h. die Endkonzentrationen in den
Cremes lagen bei 0,4 %, 1,9 %, 3,4 % und 4,4 %. FUr die Freisetzungen wurde als
Vergleich eine Creme mit entsprechender Nanoemulsion herangezogen.

Die Uber HPLC ermittelten Gesamtgehalte lagen flr alle Formulierungen bei >93 %.

5.3.1 Charakterisierung der Systeme

Untersuchung der hergestellten NLC-Cremes mittels Laserdiffraktometrie konnte
erneut belegen, dal3 die NLC auch nach der Einarbeitung als individuelle Partikel
vorliegen (Abbildung 5-13).
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Abbildung 5-13: LD-Partikelgrof3enverteilung der reinen NLC-Formulierung und der Creme
mit NLC (3,4 % Cyclosporin) jeweils an Tag 1 nach der Herstellung (reine
Creme vergleiche Abbildung 5-1)
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Tabelle 5-4: Vergleich der thermoanalytischen Parameter von wirkstoffhaltigen
Compritol-SLN und Comepritol / Octyldodecanol-NLC sowie der jeweils
damit hergestellten partikelhaltigen Cremes an Tag 1 nach der Herstellung
Die Werte in Klammern entsprechen 40 % der fur die Dispersionen
angegebenen Werte. Diese sind mit den Enthalpien der Creme direkt
vergleichbar.

Onset [°C] Peakmax. [°C] Enthalpie [J/g]
Cyclo.-Compritol-SLN 66,2 69,2 16,9 (6,8)
Creme mit 40 % SLN 60,1 66,2 6,2
Cyclo.-OD-Compritol-NLC 49,2 63,3 10,7 (4,3)
Creme mit 40 % NLC 57,9 66,7 4.2

Die thermoanalytische Untersuchung des Schmelzverhaltens der 3,4 %igen NLC-
haltigen Creme fihrte nicht wie erwartet zu einer Absenkung des Peakmaximums
gegenuber der NLC-Dispersion. Wie in Tabelle 5-4 dargestellt, kommt es im
Gegensatz zu der vergleichbaren SLN-Formulierung sogar zu einem Anstieg von
Onset und Peakmaximum um 8,7 bzw. 3,4 °C. Das Schmelzverhalten ahnelt
anschlielBend dem der SLN-Formulierung. Die Schmelzenthalpie der Partikel in der
Creme betragt mit 39,3 % bezogen auf die Intensitat der reinen Partikel dagegen fast
der theoretischen (40 %). Durch RoOntgenmessungen konnte ein EinfluR der
Lipidmodifikation auf das Peakmaximum ausgeschlossen werden. Abbildung 5-14
belegt deutlich, dal3 die Partikel vor und nach Einarbeitung in der fur Compritol
typischen p’-Modifikation vorliegen.
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Abbildung 5-14: Rontgenstreumuster der Cyclosporin A-haltigen Formulierungen an Tag 1
nach Herstellung (MefRdauer oben: 10 sec/0,04°, Mel3dauer Mitte und
unten: 2 sec/0,04°)
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Da polymorphe Umwandlungen nicht als Erklarung fur die Verschiebung des
Schmelzpeaks in Frage kommen, ist eine verstarkte Entmischung von
Octyldodecanol und Compritol innerhalb des Partikels bei Einarbeitung in die
Cremegrundlage nicht auszuschlieRen. Die Ahnlichkeit zur entsprechenden
Cyclosporin-SLN-enthaltenden Formulierung untermauert diese Uberlegungen.

Das Freisetzungsverhalten der NLC hatte bereits eine Anreicherung der Olphase in
den Randbereichen der Partikel nahe gelegt. Bei Stabilisierung durch Poloxamer
konnte eine vollstandige Entmischung im Partikel Uber einen Lagerungszeitraum von
mindestens 6 Monaten jedoch vermieden werden. Hochtouriges Ruhren wahrend der
Cremeherstellung und der Kontakt zu deren Olphase konnten dagegen die
Abscheidung des Octyldodecanol an der Oberflache fordern. Auch eine Vermischung
der beiden Olphasen ist anhand der Datenlage nicht auszuschlieRen. Weiteren
Aufschlul sollten die Freisetzungsuntersuchungen liefern (s. Kapitel 5.4.1.2).

5.3.2 Physikalische Langzeitstabilitat und Untersuchung
der Arzneistoffkristallisation

Es wurde auch fir NLC-haltige Systeme untersucht, wie stark deren Zetapotential
durch die Uberfihrung in ein Medium mit hoher Leitfahigkeit beeinfluBt wird. In
Wasser von pH=7,3 und einer der Creme entsprechenden Leitfahigkeit von
525 uS/cm sank das gemessene Potential von -18,6 mV (50 uS-Wasser) auf
-7,2 mV. Die Stabilisierung der Partikel gegen Aggregation innerhalb des topischen
Systems kann folglich primar durch den sterischen Stabilisator gewahrleistet werden.
Analog den SLN-haltigen Cremes flihrte Lagerung bei 40 °C zu einer Verflissigung
und Phasentrennung innerhalb der Proben. Diese Destabilisierung trat jedoch hier
bereits nach 3 Monaten auf. Lipidaggregate konnten dagegen - im Gegensatz zu den
mit Imwitor-SLN beladenen Systemen - bei keiner Lagertemperatur beobachtet
werden.

Das Auftreten von Arzneistoffkristallen war in erster Linie eine Funktion der
Lagertemperatur, es konnte aber dariber hinaus eine EinfluR der
Arzneistoffbeladung festgestellt werden. Im Unterschied zu den entsprechenden
SLN-Cremes, wurden bei alleiniger Arzneistoffoeladung der enthaltenen NLC
(Gesamtkonzentration 0,4 %) selbst bei 40 °C keine Kristalle Uber einen
Lagerzeitraum von 18 Monaten detektiert.

Wahrend bei gekihlter Lagerung auch keine der hoher beladenen Proben Kristalle
aufwies, fuhrte Lagerung bei Raumtemperatur und 40 ° zu einem unterschiedlich
schnellen Kristallwachstum. Bei einer Gesamtkonzentration von 4,4 % dauerte dieser
Prozel3 wenige Wochen, betrug die Gesamtkonzentration nur 1,9 % waren nach
6 Monaten erst einzelne Kristalle detektierbar.
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Abbildung 5-15: Rontgenstreumuster der durch Subtraktion der Intensitdtswerte der
partikelfreien Cremes von denen der identisch gelagerten NLC-haltigen
Formulierungen gewonnenen Streumuster (MelRdauer: 10 sec/0,04°) an
Tag 1 und nach 18 Monaten Lagerung bei Raumtemperatur, 4 °C und
40 °C (NLC = Cyclosporin A-haltige Compritol / Octyldodecanol-NLC mit
15 % Lipidgehalt, stabilisiert mit Poloxamer 188 2,5 % und Natriumcholat
0,125 %)

Wourden statt NLC die vergleichbaren Compritol-SLN eingearbeitet, kam es auch bei
Kuhlschranklagerung zum geringfiuigigen Auskristallisieren des Arzneistoffs nach
ca. 4 Wochen. Da hier die Beladungskapazitat der Partikel auf Dauer tberschritten
ist, konnte der ausgestoRene Arzneistoff als Kiristallisationskeim flr den in der
Grundlage gelosten Cyclosporin-Anteil dienen.

5.3.3 Untersuchung polymorpher Transformationen

Wahrend sich Imwitor-SLN bei leicht erhéhten Temperaturen teilweise in der
Grundlage auflosten, zeigten die auf Compritol basierenden NLC bei 40 °C eine
starke Zunahme der Kristallinitat. Bereits nach 4 Wochen begann die polymorphe
Transformation in die hoher geordnete i-Modifikation.

Nach 18 Monaten entsprach das durch Subtraktion der Cremegrundlage gewonnene
Streumuster einer reinen B-Modifikation. Der Reflex bei d =0,42 war nicht mehr
vorhanden, derjenige bei 0,38 hatte sich in drei kleinere aufgespalten (Abbildung
5-15, oben).

142



5 SLN / NLC-haltige O/W-Cremes

Tabelle 5-5: Thermoanalytische Parameter der DSC-Aufheizkurven von
wirkstoffbeladenen Compritol-NLC-Cremes an Tag 1 und nach 18 Monaten
bei Raumtemperatur, 4 °C und 40 °C

Onset [°C] Peakmaximum [°C] Enthalpie [J/g]
Tag 1 57,9 66,7 4,19
18 Monate 4 °C 58,7 66,5 4,51
18 Monate RT 57,8 65,4 ; 70,0 5,08
18 Monate 40 °C 64,2 70,5 5,10

Die DSC-Daten in Tabelle 5-5 belegen die Modifikationsumwandlung durch eine
starke Zunahme von Onset, Peakmaximum und Enthalpie. Bestimmung der
Ldslichkeit von Compritol in der lipophilen Phase der Cremegrundlage ergab bei
52 °C eine Ldoslichkeit von 7 % in 24 Stunden, d. h. die Ldslichkeit ist wesentlich
geringer als die fur Imwitor ermittelte (15 %). Es kam folglich weder zum Anlésen der
Partikel noch ist eine Auftrennung der Lipide in Bereiche unterschiedlicher
Kristallinitat erkennbar. Bei Raumtemperatur war der polymorphe Ubergang nach
18 Monaten erst zum Teil erfolgt, die Aufheizkurve zeigt zwei getrennte Maxima bei
65,4 °C (B’) und bei 70,5 °C, das dem der -Modifikation entspricht.

Lagerung bei 4 °C konnte die polymorphe Umwandlung des Lipids tber 18 Monate
verhindern. Sowohl die thermoanalytischen Parameter als auch die Streukurven
blieben nahezu unverandert.

5.3.4 Stabilitatsvergleich mit entsprechenden flissigen
NLC-Dispersionen

Die in Kapitel 4.2 beschriebenen NLC-Dispersionen weisen auch in flissigem
Zustand eine sehr gute Stabilitat in Bezug auf Grof3e und Kristallmodifikation auf. In
Abhéangigkeit vom verwendeten Tensidgemisch und dem Vorhandensein von
Cyclosporin  betragt sie mindestens 6 Monate bis 3 Jahre. Uber den
Untersuchungszeitraum von 18 Monaten konnte daher kaum eine Aussage dartber
getroffen werden, ob durch den EinfluR der Cremegrundlage eine weitere
Stabilisierung erfolgt. Die leichte Modifikationsumwandlung bei Raumtemperatur
setzte jedoch sowohl in der flissigen NLC-Probe als auch bei den in der Creme
eingeschlossenen Partikeln nach ca. 6 Monaten ein.

Differenzen waren nach 40 °C-Lagerung zu verzeichnen. Wahrend in den NLC der
Ausgangsdispersion der Umwandlungsproze? nach 4 Wochen fast vollstandig
abgeschlossen ist, liegen die Partikel in den Cremes noch hauptsachlich in
B’-Modifikation vor.
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In Bezug auf die Arzneistoffkristallisation konnten keine Unterschiede ermittelt
werden. In Abhangigkeit von der Lagertemperatur kam es jedoch bei den Poloxamer-
stabilisierten flussigen NLC-Proben spatestens nach 1 Jahr zur Gelbildung, so dafl3
anschliel3end lediglich ein Vergleich zweier halbfester Systeme moglich war.

5.3.5 Trocknungsverhalten

Die in Abbildung 5-16 wiedergegebenen RoOntgenstreumuster der gesattigten
NLC-Creme belegen einerseits, dal3 es im Unterschied zu der beinahe identischen
Compritol-SLN-Creme nicht zu einer detektierbaren Kristallisation des Arzneistoffs
kommt (vergleiche Abbildung 5-12, rechts).

NLC Dbesitzen folglich nicht nur wahrend der Lagerung eine besseres
Inkorporationsvermégen fur Cyclosporin A sondern auch wahrend der Trocknung
vergleichbarer Cremesysteme. Da der Trocknungsprozeld den Bedingungen der
Freisetzung nachempfunden ist, sollte die NLC-Formulierung entsprechend besser
geeignet sein, eine Arzneistoffkristallisation auf der Membran zu verhindern.

von oben nach unten:
nach 24 h Trocknen

nach 2 h Trocknen l
nach 1 h Trocknen

vor Trocknen

Intensitat / Zahlrate

0 5 10 15 20 25 30
2 Theta

Abbildung 5-16: Rontgenstreumuster des Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen
Compritol / Octyldodecanol-NLC-Cremes mit 3,4 % Gesamgehalt
(Pfeil = Bi-Reflex bei d = 0,46)
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Zu beachten ist jedoch, dal3 geringe Mengen an Arzneistoffkristallen (<2 %)
unterhalb der Detektionsgrenze des Diffraktometers liegen. Da der Gesamtgehalt in
beiden Formulierungen 3,4 % Cyclosporin A betragt, muf3ten in den wasserhaltigen
Proben >50 % des Arzneistoffs auskristallisiert sein, um diesen durch Reflexe
detektieren zu koénnen. Selbst unter Annahme einer Verdunstung des gesamten
Wassers wahrend des 24stindigen Trocknungsprozesses liegt der berechnete
Grenzwert bei ca.25% des Arzneistoffs. Untersuchung der wahrend des
Experimentes entstandenen Filme unter polarisiertem Licht fuhrte jedoch zu keinem
Ergebnis, da die Lipidfiime selbst eine starke Doppelbrechung aufwiesen.

Zwischen Stunde 1 und Stunde 2 der Trocknung kam es zu einer Abnahme des
Reflexes mit einem Netzebenenabstand von 0,42 und der Entstehung des fir die
Bi / B-Modifikation typischen Reflexes bei d = 0,46 (Pfeil). Da die Cremegrundlage bei
diesem Winkel keinen Reflex ausbildet, kann von einer polymorphen Umwandlung
ausgegangen werden. Detektion dieser Umwandlung war im Rahmen der
Thermoanalyse jedoch nicht mdoglich. Der DSC-Schmelzpeak verlagerte sich im
Verlauf der Trocknung von 66,7 auf 56,0 °C. Eine mogliche Begrindung fiir diesen
Widerspruch ist die Uberlagerung der Schmelzprozesse des in der Grundlage
enthaltenen Emulgators Glycerolstearatcitrat (Maximum bei ca. 50 °C) und der
eingeschlossenen NLC-Partikel.

Ob die beobachtete Modifikationsumwandlung Einflu3 auf die Freisetzung des
Arzneistoffes hat, wird vergleichend im folgenden Kapitel untersucht.

5.4 Arzneistofffreisetzung

Vorrangiges Ziel bei der Bestimmung des Freisetzungsverhaltens in Franz-Zellen
war es festzustellen, ob durch Einarbeitung partikularer Arzneistofftrager in gesattigte
Cremegrundlagen Uberséttigte Systeme mit erhohtem Arzneistoffflux erzeugt werden
kénnen. Auch sollte geklart werden, in wie weit sich die beobachteten Unterschiede
zwischen SLN und NLC auf die Freisetzung auswirken.

5.4.1 Vergleich mit analogen nanoemulsionshaltigen
Systemen

Zur Beurteilung der Freisetzung des Arzneistoffes aus den partikelhaltigen Cremes
wurde als Vergleich die 1 oder 4 %ige Nanoemulsion aus Kapitel 4.1.6 auf analoge
Weise eingearbeitet und parallel freigesetzt. Wie bereits diskutiert konnte die
Arzneistoffkristallisation in der Creme mit hochgeséttigter Nanoemulsion (4 %) auch
unter Kidihlung tber einen langeren Zeitraum nicht vermieden werden.
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Die Formulierungen mit der nur 1% Cyclosporin enthaltenden Nanoemulsion

entsprachen in ihrer Stabilitat dagegen den entsprechenden NLC-Formulierungen
(s. Kapitel 5.3.2).

5.4.1.1 Imwitor-SLN-Cremes mit 4 %iger Cyclosporin-Beladung der
Partikeldispersion

Es wurden die bereits ausgiebig charakterisierten Dispersionen folgender
Zusammensetzung eingearbeitet:

Cyclosporin A 4%, Imwitor 900 16 % (SLN) oder Octyldodecanol 16 %
(Nanoemulsion), Tagat S 5 %, Natriumcholat 1 % und MilliQ-Wasser ad 100 %

Verglichen wurden jeweils die Formulierungen mit und ohne Cyclosporin-Beladung
der Cremegrundlage. Die erhaltenen Freisetzungskurven sind in Abbildung 5-17
dargestellt.

Im Unterschied zu den flussigen Dispersionen setzen hier die nanoemulsionshaltigen
Systeme im Vergleich zu den SLN-haltigen Gber den gesamten Freisetzungszeitraum
von 24 Stunden starker frei.

—=— Nanoenmulsions-Crere (4,6 %)

Cyclosporin freigesetzt [%0]

—=a— Nanoemulsions-Cree (1,6 %9 _ )
901 = o)
80] 5 o
o 5 60
07 = 504 -
40 £ 2 X
30] 4 S 30-
2 § 201
10; s 10]
' >
O T T T 1 (@) 0 T T . . :
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Abbildung 5-17: Freisetzung der Cyclosporin-Imwitor-SLN-haltigen Formulierungen ohne
zusatzliches Cyclosporin A in der Grundlage (links) und mit anndhernder

Sattigung der Grundlage (rechts) jeweils im Vergleich zur entsprechenden
Nanoemulsions-Formulierung
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B NE-Creme 1,6
O SLN-Creme 1,6
E NE-Creme 4,6
SLN-Creme 4,6

Flux [ug/cm?/2h]

Abbildung 5-18: Cyclosporin A-Flux aus den gesattigten (4,6) und ungesattigen (1,6)
Creme-Formulierungen in pg/cm?/2h nach 2, 4, 6, und 24 Stunden
(NE = Nanoemulsion)

In Abhangigkeit vom Sattigungsgrad zeigten die Systeme eine unterschiedliches
Freisetzungsprofil. In Abbildung 5-18 ist der Cyclosporin-Flux aus den einzelnen
Formulierungen gegen die Zeit aufgetragen.

Ohne zusétzliche Beladung der Grundlage war der Flux aus der SLN-Creme (1,6 %)
Uber den gesamten Zeitraum anndhernd konstant, wahrend der héchste Wert in der
Nanoemulsions-Formulierung erst nach 6 Stunden erreicht wurde.

War die Grundlage durch weitere 3 % Arzneistoff geséttigt (entsprechend einer
Zunahme der Arzneistoffkonzentration um den Faktor 2,875), war der Flux aus den
Cremes (4,6 %) nach 2 Stunden jeweils um das ca. 4-fache erhoht. Dies kann damit
begrindet werden, dal3 zu Beginn der Freisetzung bereits eine Arzneistoffsattigung
der Grundlage bestand und eine Umverteilung aus den Partikeln / Emulsionstropfen
in die Grundlage sofort zu einer Erhdhung der thermodynamischen Aktivitat des
Arzneistoffes fuhrte. Es wird dariber hinaus deutlich, daR der aus den
eingearbeiteten  Dispersionen stammende Arzneistoffanteil  (Partikel oder
Emulsionstropfen) einen sofortigen und starken EinfluR auf die Freisetzung hatte.
Nach zwei Stunden wurde aus der nanoemulsionshaltigen Creme bereits eine
Cyclosporinmenge von 210 ug freigesetzt, aus der SLN-haltigen dagegen nur
150 pg. Auch im weiteren Verlauf zeigten sich deutliche Unterschiede. Wahrend die
Freisetzung aus der Emulsionsformulierung (NE-Creme 4,6 %) in den ersten
6 Stunden konstant ablief und erst anschlieBend eine Abnahme des Flux zu
verzeichnen war, kam es durch Verwendung des festen Lipids Imwitor bereits nach 2
Stunden zu einer starken Abnahme des Flux (SLN-Creme 4,6 %).
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Dies kann darauf zuriickgefuhrt werden, daf3 die festen Lipidpartikel in der Creme mit
zunehmender Wasserverdunstung eine Diffusionsbarriere fir den Arzneistoff
darstellen. Dartber hinaus ist die Ldslichkeit von Cyclosporin in Imwitor geringflgig
grofRer als in Octyldodecanol. Die Umverteilung und Freisetzung des Wirkstoffs wird
folglich entsprechend geringer sein. Der aus der hochgesattigten Nanoemulsion in
die Grundlage abgegebene Wirkstoff mit hoher thermodynamischer Aktivitat, flhrt
dagegen Uber einen langeren Zeitraum zu einem gesteigerten Arzneistoff-Flux.
Einarbeitung von SLN ergab folglich eine gegeniiber der Nanoemulsion verzdgerte
Freisetzung. Eine Zunahme des Flux aufgrund von Modifikationsumwandlungen
analog Jenning konnte nicht beobachtet werden, war jedoch anhand der
kristallographischen Daten und der postulierten Struktur der Partikel auch nicht zu
erwarten. Der in den Randbereichen der Partikel lokalisierte Arzneistoff diffundiert
langsamer in und durch die Olphase der Creme als der in der Nanoemulsion
befindliche.

Auch die Freisetzung des in der Grundlage befindlichen Arzneistoffanteils wurde
durch den EinfluR der festen SLN-Lipide (Filmbildung und Diffusionseinschrankung)
zunehmend erschwert. Um eine grobe Quantifizierung dieses Prozesses zu
ermoglichen, wurde die aus den Cremes ohne zusatzliche Beladung der Grundlage
freigesetzte Arzneistoffmenge von den Werten der mit Cyclosporin A gesattigten
abgezogen. Die ermittelten Differenzen stellten demzufolge den Arzneistoffanteil dar,
der nicht aus den Dispersionen sondern nur aus der Grundlage stammte. Die
Differenzen nach 6 Stunden betrugen 450 ug fir das Nanoemulsions-System und
200 ug fur das SLN-haltige, d. h. es kam zu einer um mehr als 50 %igen Reduktion
der zusatzlich freigesetzten Arzneistoffmenge.

Neben einer reduzierten Freisetzung aus der SLN-Formulierung durch
eingeschrankte Diffusion kann zur Erklarung auch eine verstarkte Permeation aus
der Nanoemulsionsformulierung herangezogen werden. Erwarmung der Creme in
der Franz-Zelle auf ca. 32°C fiuhrt zu einer Abnahme der Loslichkeit von
Cyclosporin, wie durch die verstarkte Kristallbildung in den bei hdheren
Temperaturen gelagerten Proben belegt wurde. Die thermodynamische Aktivitat des
Arzneistoffes in der gesattigten Nanoemulsion nimmt weiter zu. Es kommt zu einer
forcierten Freisetzung von Wirkstoff in die ebenfalls nahezu gesattigte Grundlage, die
diesen wiederum verstarkt an das Rezeptormedium abgibt.

Auch im Fall der Nanoemulsion ware demzufolge eine sich ausbildende
Ubersattigung des Systems nicht auszuschlieRen. Ob der postulierte ProzeR
tatsachlich fur die starke Arzneistofffreisetzung verantwortlich ist, sollte durch
Vergleich mit dem Freisetzungsprofil einer Creme mit geringerer Arzneistoffbeladung
der Dispersionen abgesichert werden.
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5.4.1.2 SLN/NLC-Cremes mit 1 %iger Cyclosporin-Beladung der
Partikeldispersion

Bei den eingearbeiteten Systemen handelt es sich um die bereits beschriebenen
Formulierungen mit 15 % Lipidgehalt folgender genereller Zusammensetzung:

Cyclosporin A 1 %, Lipid oder Lipidgemisch 14 %, Poloxamer 188 2,5 %,
Natriumcholat 0,125 %, MilliQ-Wasser ad 100 %

Fur die Herstellung von SLN wurden als Lipide Imwitor und Compritol verwendet, die
Lipidphase der NLC setzte sich aus Compritol 10 % und Octyldodecanol 4 %
zusammen, Die Nanoemulsion enthielt ausschlie3lich Octyldodecanol. Die NLC- und
Nanoemulsions-Formulierungen wurden in Cremes mit und ohne Beladung der
Grundlage eingearbeitet, die Endkonzentration der Systeme betrug folglich 3,4 %
oder 0,4 %.

Als weiterer Vergleich wurde eine dispersionsfreie Creme hergestellt, die ebenfalls
Uber einen Gehalt von 3,4 % Cyclosporin verfiugte. Der Anteil der Lipidphase der
Creme wurde entsprechend erhoht, die komplette Arzneistoffmenge wurde bei
Herstellung der Creme in dieser Lipidphase geldst.

Abbildung 5-19 enthalt die Freisetzungsprofile der NLC-haltigen
Cremeformulierungen im Vergleich zu den Nanoemulsionssystemen mit und ohne
Beladung der Cremegrundlage.

Cyclosporin freigesetzt [%]
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Abbildung 5-19: Freisetzung der NLC-haltigen Formulierungen ohne zuséatzliches
Cyclosporin A in der Grundlage (links) und mit anndhernder Sattigung der
Grundlage (rechts) jeweils im Vergleich zur entsprechenden
Nanoemulsions-Formulierung
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Es ist deutlich zu erkennen, dal3 hier - im Unterschied zu den entsprechenden SLN-
Formulierungen — die partikelhaltigen Cremes den Emulsionssystemen deutlich
Uberlegen sind.

In  Abbildung 5-20 ist der Cyclosporin A-Flux aus den Formulierungen mit
Grundlagenbeladung im Vergleich nach 2, 6, und 24 Stunden aufgetragen. Obwohl
nur ca. 12 % der gesamten Arzneistoffmenge aus den entsprechenden Dispersionen
stammen, war der Flux aus der NLC-Creme nach 2 Stunden etwa dreimal so hoch
wie aus der Nanoemulsionscreme. Daraus ergab sich eine zu diesem Zeitpunkt
freigesetzte Menge von 14,7 % (NLC-Creme) gegenuber 4,6 % aus der
Nanoemulsionscreme.

Der ermittelte Flux von 315 pg / cm2/ 2h aus der 3,4 %igen NLC-Creme entsprach in
etwa dem fir die 4,6 %ige Nanoemulsionscreme aus Kapitel 5.4.1.1 nach 2 Stunden
ermittelten Wert von 334 ug/cm?/ 2h, obwohl diese ca. 30 % mehr Arzneistoff
enthielt. Dem fur die 4,6 %ige Imwitor-SLN-Creme erhaltenen Wert von
231 ug / cm?/ 2h war er sogar deutlich Gberlegen.

Die gemessenen Werte kénnen leicht durch den Sattigungsgrad der eingearbeiteten
Dispersionen erklart werden. Wie bereits in Kapitel 4.2.6 fur die reinen NLC
diskutiert, ist mit der Anreicherung einer mit Cyclosporin A gesattigten
Octyldodecanolphase im AufRenbereich der Partikel zu rechnen. Die Konzentration
entspricht hier folglich derjenigen der gesattigten Nanoemulsion. Die analoge
Freisetzung der beiden Cremeformulierungen in den ersten zwei Stunden liegt darin
begrindet.
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Abbildung 5-20: Cyclosporin A-Flux aus den gesattigten Creme-Formulierungen (3,4 %) in
Hg / cm?/ 2h nach 2, 6, und 24h (NE = Nanoemulsion)
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Im NLC-System nimmt der Flux jedoch innerhalb der nachsten vier Stunden stark ab,
da diese Formulierung im direkten Vergleich mit der hochkonzentrierten
Nanoemulsion aus Kapitel 5.4.1.1 lediglich 25 % der Menge an arzneistoffhaltigem
Octyldodecanol enthélt. In der dort beschriebenen Nanoemulsionscreme stammten
35 % des gesamten Arzneistoffs aus der Nanoemulsion, wahrend dieser Anteil im
NLC-System lediglich 12 % betrdgt. Ein direkter Vergleich der langfristig
freigesetzten Mengen ist folglich nicht méglich.

Die Abnahme des Flux aus der NLC-Creme ist dartber hinaus durch die
zunehmende Behinderung der Diffusion durch das feste Lipid (Filmbildung) zu
erklaren. Nach Abschlull des Experimentes bildeten alle partikelhaltigen
Cremeformulierungen feste Filme, die sich mit Hilfe einer Pinzette von der Membran
abheben liel3en.

Das Freisetzungsprofil der Nanoemulsionscreme, deren Octyldodecanolfraktion nur
mit 6,7 % beladen war und die in ihrer Zusammensetzung der NLC-Formulierung
direkt vergleichbar war (beide 3,4% Cyclosporin A bezogen auf die
Gesamtformulierung), zeigte eine ganzlich veranderte Charakteristik. Die
thermodynamische Aktivitat des Arzneistoffes als treibende Kraft der Freisetzung war
in der Nanoemulsion entsprechend reduziert, es kam zu einer nahezu
kontinuierlichen  Freisetzung des  Arzneistoffs Uber den  kompletten
Beobachtungszeitraum (Abbildung 5-20). Insbesondere zu Beginn des Experimentes
zeigte sie im Verhaltnis zur 4,6 %igen, gesattigten Nanoemulsionsformulierung aus
Kapitel 5.4.1.1 einen wesentlich geringeren Arzneistoff-Flux. Nach Standardisierung
der nach 2 Stunden ermittelten Werte konnte fur die 4,6 %ige Nanoemulsionscreme
eine Steigerung des Flux um den Faktor 2,3 gegeniber der 3,4 %igen ermittelt
werden. Diese Uberproportionale Steigerung konnte auf eine eintretende
Ubersattigung im System zuriickgefiihrt werden. Eine Quantifizierung des
Sattigungsgrades war jedoch aufgrund der Komplexitat des sich in der Franz-Zelle
verandernden, stark temperaturabhangigen Systems nicht maglich.

Erh6hung der Nanoemulsionsbeladung in den Cremes ohne zusatzlichen Arzneistoff
in der Grundlage flihrte dagegen nur zu einer dem Gesamtgehalt proportionalen
Steigerung des Arzneistoff-Flux in den ersten Stunden, so daf} ein Einflu3
permeationsfordernder  Ubersattigungsphanomene im Fall der Cremes mit
zusatzlichem Cyclosporin A in der Grundlage wahrscheinlich ist.

Fur die Cremes mit 1 %igen Dispersionen konnten ohne zusétzliche Beladung der
Cremegrundlage &hnliche Freisetzungsprofile ermittelt werden wie mit weiterer
Beladung. Wahrend der Flux aus der NLC-Creme abnahm, blieb er in der
Nanoemulsionscreme konstant. Die quantitativen Unterschiede waren jedoch
wesentlich geringer (Abbildung 5-19, links).
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Das Freisetzungsprofil der untersuchten topischen Systeme wurde hier demzufolge
primar durch die eingearbeitete Dispersion und weniger durch den Arzneistoff der
Grundlage bestimmit.

In weiteren Experimenten wurde die Freisetzung der NLC-Creme mit derjenigen der
analog zusammengesetzten SLN-Cremes (Imwitor und Compritol) und der
partikelfreien Creme verglichen. Im Vergleich der flissigen Lipidpartikel-Dispersionen
hatte die Compritol-SLN-Formulierung die hoéchste Freisetzungsrate gezeigt, was auf
die geringe Beladungskapazitat dieses Lipids zurtickgefiihrt wurde. Abbildung 5-21
zeigt die ermittelten Freisetzungskurven der entsprechenden topischen
Formulierungen in Prozent des an diesem Tag bestimmten Gesamtgehaltes gegen
die Zeit im Vergleich. Den Kurven ist deutlich zu entnehmen, daf3 lediglich die NLC-
Formulierung in den ersten Stunden Uber eine erhdhte thermodynamische Aktivitat
des Arzneistoffes mit hoéherer Freisetzungsrate verfligt. Sowohl Einarbeitung von
SLN als auch Losen des gesamten Arzneistoffs in der Lipidphase der
Cremegrundlage fuhrte zu einem &ahnlichen Freisetzungsprofil wie Einarbeitung der
1 %igen Nanoemulsion mit relativ konstanter Wirkstofffreisetzung. Es stellt sich die
Frage, weshalb die flissigen SLN-Dispersionen eine wesentlich hohere
Freisetzungsrate zeigen als die entsprechende NLC-Formulierung, wahrend es nach
Einarbeitung in die Cremes zu einer im Vergleich verminderten Freisetzung kommt.
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Abbildung 5-21: Cyclosporin A-Feisetzung aus den 3,4 %igen, topischen Formulierungen im
Vergleich (die Cremes mit eingearbeiteten NLC oder SLN enthalten jeweils
11,8 % des Arzneistoffs in den Partikeln)

152



5 SLN / NLC-haltige O/W-Cremes

Als vorrangige Begrindung konnen die Ergebnisse der Trocknungsstudien
herangezogen werden. Die Streukurven der SLN-haltigen Cremeproben hatten
gezeigt, dal3 es bereits nach einer Stunde zu starker Cyclosporin A-Kristallbildung im
System kommt, d. h. die aus diesen Partikeln freigesetzte Arzneistoffmenge kann
innerhalb der Cremeformulierung nicht stabilisiert werden.

Der in der Olphase der NLC befindliche Arzneistoff kristallisiert dagegen tber den
Trocknungszeitraum nicht entsprechend aus. Der hohe Sattigungsgrad bleibt im
Cremesystem erhalten und fiihrt zu einem gesteigerten Flux innerhalb der ersten
Stunden.

Die langfristig hochste Freisetzungsrate liel3 sich - wie bereits erwahnt - durch
Einarbeitung einer gesattigten Nanoemulsion (20 % Arzneistoff bezogen auf das
flussige Lipid Octyldodecanol, insgesamt 4,6 % Cyclosporin A in der Creme)
erzielen. Als Nachteil dieser Emulsionscreme ist jedoch ihre geringe Lagerstabilitat
zu nennen. Selbst durch gekihlte Aufbewahrung konnte hier eine
Arzneistoffkristallisation nicht vermieden werden. Die 3,4 %ige NLC-Formulierung,
mit &ahnlich hoher Arzneistoffbeladung der Octyldodecanolphase innerhalb der
Partikel, wies dagegen bei 4 °C eine gute Lagerstabilitdt auf. Die teilweise feste
Struktur der NLC scheint demzufolge ein Auskristallisieren von Cyclosporin A zu
verhindern. Eine vollstandige Trennung der arzneistoffbeladenen NLC-Olphase und
der Compritolphase wahrend der Herstellung und Lagerung ist daher nicht
anzunehmen.

Ob die erst bei Trocknung einsetzende Modifikationsumwandlung des Compritol und
die damit einhergehende Struktur- und Formveradnderung der Partikel einen Einflul3
auf die Freisetzungsrate hatten, konnte nicht eindeutig geklart werden. Da jedoch
anhand des gemessenen Flux davon ausgegangen werden muf3, dafl} die
Olbeladung analog der hochkonzentrierten Nanoemulsion bei ~20 % liegt, wére in
den NLC-Partikeln nahezu der gesamte Arzneistoff in der Olphase lokalisiert. Der
Einflu} des festen Lipids auf die Freisetzungsrate kann folglich sekundar sein. Es ist
jedoch denkbar, daR sich die NLC-Olphase erst durch die mit der Transformation
einhergehende Formveranderung des festen Lipidkerns von spharisch zu polyedrisch
vollstandig abscheidet, eine Destabilisierung der Partikelgrenzflache auftritt und so
der Ubergang des Arzneistoffes in die Grundlage durch direkten Kontakt der beiden
Olphasen erleichtert und gefordert wird.

Schlu3folgernd lafdt sich jedoch an dieser Stelle festhalten, dal3 als Hauptvorteil der
Herstellung von NLC mit kombiniertem flussigen und festen Lipidanteil eher die
Stabilisierung einer hochkonzentrierten Olphase wéhrend der Lagerung zu nennen
ist als die Modulation der Freisetzung durch auftretende Modifikationsumwandlung
des Lipids.
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5.4.2 EinfluR des Sattigungsgrades der Cremegrundlage
auf die Arzneistofffreisetzung von NLC-Cremes

Abschliel3end sollte der Einflul3 des Sattigungsgrades der Cremegrundlage auf die
Freisetzung Uberpruft werden. Dal3 das beobachtete Freisetzungsprofil hauptséchlich
von der eingearbeiteten Dispersion abhangt, konnte bereits im vorangegangenen
Kapitel festgestellt werden. Es wurde daher zusatzlich zu den Cremes ohne
zusatzlichen Arzneistoff (0,4 %) und mit Sattigung der Grundlage (3,4 %) zwei
weitere Cremes hergestellt. Diese enthielten 1,9% und 4,4 % Cyclosporin,
entsprechend einer Grundlagenbeladung deutlich unter Sattigung und mit
Ubersattigung.

Die erhaltenen Freisetzungskurven sind Abbildung 5-22 zu entnehmen. Es wird
deutlich, dai3 die Freisetzungsprofile einen ahnlichen Verlauf zeigen. Der Flux nimmt
jeweils im Verlauf des Experimentes ab. Die absoluten Werte des gemessenen Flux
sind in Abbildung 5-23 dargestellt.

—&— NLC-Creme 3,4 %
604 —#®— NLC-Creme 4,4 %
—X— NLC-Creme 1,9 %
—o— NLC-Creme 0,4 %

Cyclosporin freigesetzt [%]
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Abbildung 5-22: Cyclosporin A-Feisetzung aus vier NLC-Cremes mit unterschiedlichem
Sattigungsgrad der Cremegrundlage. Jeweils 0,4 % des angegebenen
Arzneistoff-Gesamtgehalts stammen aus der Partikeldispersion, die tGbrigen
1,5 %, 3 % oder 4 % wurden in die Grundlage eingearbeitet
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Abbildung 5-23: Cyclosporin A-Flux aus vier NLC-Cremes mit unterschiedlichem
Sattigungsgrad der Cremegrundlage. Jeweils 0,4 % des angegebenen
Arzneistoff-Gesamtgehalts stammen aus der Partikeldispersion, die Gbrigen
1,5 %, 3 % oder 4 % wurden in die Grundlage eingearbeitet

Nach Standardisierung der 2-Stunden-Werte der 0,4, 1,9, 3,4, und 4,4 %igen
Cremes erhielt man mit ansteigender Konzentration ein Verhéaltnis des Flux von
1:1:1,5:1,25. Nach 24 Stunden setzte die nicht gesattigte Creme (0,4 %) dagegen
nach Standardisierung am starksten frei.

Ansteigende Beladung der Cremegrundlage mit Arzneistoff fliihrte demzufolge erst zu
einer linearen, gehaltsabhangigen Zunahme des Flux. Durch Sattigung der
Cremegrundlage konnte jedoch eine Uberproportionale Steigerung des
Cyclosporinflux erzielt werden, die auf einer erhéhten thermodynamischen Aktivitat
des Wirkstoffs beruhte. Diese kénnte wiederum durch zeitweilige Ubersattigung des
Systems erklart werden.

Bei weiterer Erh6hung der Cyclosporin-Konzentration in der Grundlage, kam es
dagegen im Verhaltnis wieder zum Absinken der maximalen Freisetzungsrate. Im
polarisierten Licht waren in dieser Creme bereits einen Tag nach der Herstellung
erste Arzneistoffkristalle detektierbar. Es ist folglich davon auszugehen, dal3 auch in
der Franz-Zelle Kiristallbildung eintritt, was mit einer Abnahme der
thermodynamischen Aktivitat des Arzneistoffs im System verbunden ist. Eine
polarisationsmikroskopische Detektion der Arzneistoffkristalle im entstandenen Film
war aufgrund der dominierenden, doppelbrechenden Lipidaggregate nicht méglich.
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5.5 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse

Sowohl durch Einarbeitung arzneistoffhaltiger SLN- als auch NLC-Dispersionen in
eine kommerzielle O/W-Grundlage konnten lagerstabile, topische Formulierungen mit
unterschiedlichem Sattigungsgrad hergestellt werden. In allen Systemen blieb die
individuelle und kristalline Form der Nanopartikel erhalten. Im Vergleich zu den in
Kapitel 4 beschriebenen Ausgangsdispersionen konnte durch Einarbeitung in die
Cremegrundlage eine zusétzliche Stabilisierung des Arzneistoffs erreicht werden. Die
Lagertemperatur erwies sich dabei als entscheidender Faktor flr eine Unterbindung
der Arzneistoffkristallisation in den Systemen. Bei gekuhlter Aufbewahrung konnten
die Formulierungen tber mehrere Monate bis hin zu mehr als einem Jahr stabil
gehalten werden.

Eine direkte Kopplung des kristallinen Status der Partikel mit dem Auftreten von
Kristallen war nicht méglich. Fur den Erhalt der individuellen Partikelstruktur und zur
Verhinderung von Partikelaggregation in den Cremes war der Kristallstatus dagegen
von Bedeutung. Doppelbrechende Lipidaggregate konnten in den Imwitor-SLN-
Systemen erst nach Umwandlung der o in die Bi-Modifikation nachgewiesen werden.
Durch Einarbeitung in die Cremegrundlage gelang es, die polymorphe
Transformation von Imwitor im Vergleich zur reinen SLN-Dispersion stark zu
verzoégern. Das Vorhandensein von Arzneistoffmolekilen in den Partikeln konnte
auch hier den Prozeld weiter verlangsamen, was auf eine zuséatzliche Stérung des
Kristallgitters zurtickgefiihrt wurde.

Fur die an sich schon sehr gut lagerstabilen NLC-Dispersionen konnte nach
Einarbeitung in die Cremes lediglich bei 40 °C-Lagerung eine Verzodgerung der
Umwandlung durch die Grundlage ermittelt werden.

Wahrend die auf Compritol basierenden Nanopartikel in der Creme bei erhdhter
Temperatur eine Zunahme der Kristallinitat und eine Umwandlung in eine reine
B-Modifikation zeigten, losten sich die auf Imwitor basierenden SLN nach
anfanglicher Bildung unterschiedlich kristalliner Bereiche mit zunehmendem Ausmarf
in der Olphase der Grundlage.

Durch Untersuchung des Trocknungsverhaltens der Cremesysteme konnten nur
schwer Aussagen Uber potentiell ablaufende polymorphe Umwandlungen getroffen
werden, da es zu Stoérungen durch die Cremegrundlage kam. Es konnten jedoch
Unterschiede in Bezug auf das Ausmald der Arzneistoffkristallisation festgestellt
werden. Wahrend die hauptsachlich mit Poloxamer stabilisierten SLN-haltigen
Formulierungen bereits in den ersten Stunden der Trocknung bei 32 °C starke
Arzneistoffreflexe in den gemessenen Streumustern aufwiesen, konnte dies durch
den Olzusatz innerhalb der NLC vermieden werden.
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Dies ging einher mit einem wesentlich besseren Stabilisierungsvermdgen fir den
Arzneistoff wahrend der Lagerung.

Die Untersuchung des Freisetzungsverhaltens der unterschiedlich zusammen-
gesetzten Cremesysteme in Franz-Zellen lieR Schlul3folgerungen Uber
Sattigungsgrad und Aufbau der Formulierungen zu. Nach Einarbeitung
hochbeladener Nanoemulsionen und NLC konnte der Arzneistoffflux innerhalb der
ersten Stunden im Vergleich zu SLN-haltigen und herkdbmmlichen Cremes gleicher
Konzentration  Uberproportional gesteigert werden. Eine  Sattigung der
Cremegrundlage mit Arzneistoff war daftr eine Grundvoraussetzung. Der fur die
beiden Systeme ermittelte, fast identische hohe Flux-Wert in den ersten Stunden
wurde auf einen analogen Sattigungsgrad der beiden Octyldodecanolphasen
zurtickgefuhrt. In der Nanoemulsion betrug die Beladung 20 % bezogen auf die
Olphase. Unter  Annahme  einer  hauptsachlichen Lokalisation  der
Cyclosporinmolekiile in der Olfraktion der NLC-Partikel errechnet sich auch fir diese
eine Beladung von maximal 20 %. Durch die gemessene Freisetzung konnte
demzufolge der postulierte NLC-Partikelaufbau weiter bestatigt werden.

Die fur Nanoemulsions- und NLC-haltige Cremes beobachtete, Uberproportionale
Steigerung des Arzneistoff-Flux konnte durch Einarbeitung eines gesattigten
Compritol-SLN-Systems nicht erzielt werden. Dies wurde auf die in dieser
Formulierung auftretende Arzneistoffkristallisation wahrend der Trocknungsphase
zurtuckgefuhrt.

Zur Stabilisierung des gesattigten Cremesystems wahrend Lagerung und
Freisetzung scheint demzufolge ein Olanteil in den Partikeln erforderlich zu sein.
Einarbeitung der reinen Nanoemulsionsformulierung mit hoher Beladung flihrte zwar
zu einem langanhaltenden hohen Arzneistoff-Flux, wahrend der Lagerung konnte
das Auskristallisieren von Cyclosporin A in diesem metastabilen System dagegen
auch unter Kuihlung nicht verhindert werden.

Da eine entsprechende Kiristallisation im NLC-System nicht beobachtet werden
konnte, wurde eine vollstdndige Trennung der beiden Lipidphasen der NLC in der
Creme ausgeschlossen. Der Anstieg des Schmelzpeakmaximums der NLC-
Formulierung nach Einarbeitung in die Creme legt jedoch nahe, dal3 die Trennung
der beiden Phasen durch den Herstellungsprozel3 zumindest gefordert wird. Erst
durch Wasserverdunstung und leichte Erwarmung kommt es dagegen zur
vollstdndigen Umstrukturierung und Destabilisierung des Partikels. Die Freisetzung
des Wirkstoffs aus der Olphase der NLC kann analog der Freisetzung aus der
eingearbeiteten Nanoemulsion erfolgen.
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Zusammenfassend a3t sich festhalten, dal3 es sowohl durch Einarbeitung von
Nanoemulsionen als auch von NLC mdglich war, hochgesittigte Systeme mit
gegenuber herkbmmlichen Cremes gesteigerter Cyclosporin A-Freisetzungsrate
herzustellen.

Aufgrund der Komplexitat der sich in der Franz-Zelle verandernden Systeme konnte
ein potentieller Ubersattigungsgrad dagegen nicht exakt bestimmt werden. Die in den
ersten Stunden beobachtete Giberproportionale Steigerung der Arzneistoffpermeation
durch die Membran legt jedoch eine zeitweilige Uberséttigung nahe.

Eine auf Polymorphie beruhende Steigerung des Arzneistoffflux wahrend der
Freisetzung konnte auch fur die partikelhaltigen Cremeformulierungen nicht
beobachtet werden. Der einleitend diskutierte getriggerte Freisetzungsmechanismus
zur Erzeugung Ubersattigter topischer Systeme muf3te daher fur die untersuchte
Cyclosporin A-haltige Formulierung modifiziert werden: Bei Applikation der Probe
wird die Freisetzung aus dem lagerstabilen NLC-System nicht primar dadurch
gesteigert, dafld Arzneistoff aus dem Inneren der zuvor ungeordneten Matrix langsam
nach aullen gedréangt wird, sondern eher dadurch, dafl die mit der
Modifikationsumwandlung einhergehende Formveradnderung des festen Lipidkerns
eine weitere Abscheidung der im Randbereich lokalisierten, gesattigten Olphase
bewirkt. Dieser Prozel} erfolgt wesentlich schneller als die von Jenning beschriebene
Verdrangung aus dem Inneren der Partikel, so dal3 die NLC-Creme bereits nach
einer Stunde eine wesentlich hohere Freisetzungsrate zeigt als die entsprechende
Nanoemusionsformulierung.

Wahrend die gesattigten Nanoemulsionssysteme selbst unter Kihlung nur Uber
kurze Zeit stabil gehalten werden konnten, war durch den Einflul} der festen
Glyceride innerhalb der NLC eine langfristige Stabilisierung des gelésten Arzneistoffs
moglich.

Eine weiterfihrende Untersuchung der Systeme in vivo erscheint aufgrund der
Datenlage sinnvoll. Insbesondere stellt sich die Frage, ob auch die Hautpenetration
gegenuber herkbmmlichen Cremes gesteigert werden kann, und somit eine
in vitro / in vivo-Korrelation mdglich ist.
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