


CHOLESTEROLBASIERTES, FLUSSIGKRISTALLINES SYSTEM
ALS VEHIKEL ZUR TOPISCHEN APPLIKATION

DISSERTATION
ZUR ERLANGUNG DES DOKTORGRADES
DER MATHEMATISCH-NATURWISSENSCHAFTLICHEN FAKULTAT
DER CHRISTIAN-ALBRECHTS-UNIVERSITAT ZU KIEL

VORGELEGT VON

JANINE BERG

KIEL 2013



Erster Gutachter: Prof. Dr. Hartwig Steckel
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. Wolfgang Blaschek

Tag der mindlichen Prufung: 05.04.2013
Zum Druck genehmigt: 05.04.2013

gez. Prof. Dr. Wolfgang J. Duschl



,Wir stehen selbst betriibt und sehn betroffen/

Den Vorhang zu und alle Fragen offen.”
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1 Einleitung und Zielsetzung

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.1 Einleitung

Die Haut ist mit einer Flache von ca. 1,7 m? das grofdte Organ des Menschen und bietet
sich zur Applikation von Arzneistoffen an. Je nach Wirkort wird dabei zwischen dermaler
und transdermaler Therapie unterschieden (Trommer et al., 2006). Bei der dermalen
Therapie wird eine Wirkung im direkten Applikationsbereich (Epidermis oder Dermis)
angestrebt. Folglich wird sie vorwiegend zur Behandlung von Hautkrankheiten genutzt.
Die transdermale Therapie hingegen bietet eine gute Alternative zur oralen Applikation
mit dem Ziel der Aufnahme in den Blutkreislauf und einer entsprechenden systemischen
Wirkung (Horstmann et al., 2010). Durch Umgehung des first-pass-Effektes kann dabei
eine reduzierte Metabolisierung in der Leber erreicht werden. Wenn auch
unterschiedliche Arzneiformen fur diese Applikationsform zur Verfligung stehen, haben
sich die Transdermalen Therapeutischen Systeme (Transdermale Pflaster) aufgrund
der Moglichkeit der exakten Steuerung der Wirkstoffdosierung durchgesetzt (Groning et
al., 2005). Zudem erreichen sie plateauahnliche Plasmaspiegelverlaufe, deren Dauer
teilweise bis zu sieben Tage aufrechterhalten werden kann. Folglich ergeben sich
geringere Nebenwirkungen und Applikationsfrequenzen. Gegenlber der parenteralen
Gabe von Arzneistoffen erlauben sie auflerdem eine schmerzfreie und bequeme
Anwendung (Prausnitz et al., 2008, Subedi et al., 2010). Voraussetzung sowohl fur die
dermale als auch transdermale Wirkung ist die Passage des Stratum corneum. Da
dieses jedoch aufgrund einer besonderen Organisation der interzellularen Lipide eine
effektive Barriere gegeniiber exogenen Substanzen darstellt, ist die Uberwindung des
Stratum corneum nicht ohne weiteres moglich (Neubert et al., 1996). Dies gilt
besonders fur Arzneistoffe mit einer Molekulgrofle >500Da und einem
Verteilungskoeffizienten auRerhalb des Bereiches von 10 bis 1000 (Daniels, 2004). Da
jedoch eine Vielzahl der vorhandenen Arzneistoffe, insbesondere neuere Arzneistoffe,
diese physikochemischen Eigenschaften aufweisen (Faller et al., 2011), kommt der
Entwicklung penetrationsfordernder Methoden eine grof3e Bedeutung zu. Die Aufnahme
in oder durch die Haut kann dabei sowohl durch das Vehikelsystem als auch durch den
Hautzustand reguliert werden. Aufgrund einer gegenseitigen Beeinflussung sollten
beide Faktoren nicht isoliert betrachtet werden. Wahrend der Hautzustand durch

Einsatz chemischer Enhancer oder physikalischer Methoden verandert werden kann,




1.2 Zielsetzung

bieten innovative Formulierungskonzepte sowohl eine gesteigerte Wirkstoffloslichkeit

als auch eine verbesserte Penetration (Neubert et al., 1996).

1.2 Zielsetzung

Im Rahmen von Arbeiten mit einer Ruhrwerkskugelmihle wurde beobachtet, dass
Cholesterol und Propylenglykol unter bestimmten Bedingungen eine halbfeste
Formulierung bilden. Da in der Literatur von einem entsprechenden Verhalten dieser
beiden Komponenten bisher nicht berichtet wird, ist es das Ziel dieser Arbeit, die
Struktur dieser Zubereitung zu untersuchen. Zugleich sollen eine geeignete
Herstellungsmethode etabliert und notwendige Bedingungen flr die Ausbildung dieser
Formulierung  erfasst werden. Eine  anschlieBende  Untersuchung  der
Solubilisationseigenschaften sowie der Wirkstoffpermeation und der Wechselwirkung
mit Stratum corneum-Lipiden soll die Eignung dieser Formulierung als ein innovatives

Vehikelsystem zur topischen Applikation prifen.




2 Theoretischer Teill

2 THEORETISCHER TEIL

2.1 Aufbau der Epidermis

Die wichtigste Aufgabe der menschlichen Haut ist es, ein fur biologische Prozesse
notwendiges konstantes, inneres Milieu trotz standiger Veranderungen aulderer
Umwelteinflisse aufrechtzuerhalten. Diese Barrierefunktion wird im Wesentlichen durch
die aulerste Hautschicht, die Epidermis, gewahrleistet. In dieser 0,1 mm bis 1,5 mm
dicken Schicht (Faller et al., 2004) findet eine permanente Zellwanderung durch vier
verschiedene Ebenen nach auflen hin statt. Die untere, einzellige Basalschicht, das
Stratum basale, ist fir den standigen Zellnachschub verantwortlich. In der darauf
folgenden Stachelzellschicht (Stratum spinosum) beginnen sich die Keratinozyten zu
differenzieren und nehmen ein stacheliges Aussehen an. In dieser Zellschicht treten
erstmals sogenannte Lamellengranula (auch Odland-Bodies genannt) auf (Elias et al.,
1998). Sie enthalten parallele Lipidlamellen, welche spater den Interzellularraum des
Stratum corneum flllen (Landmann, 1991). Das sich anschliefende Stratum
granulosum enthalt Keratohyalingranula, welche eine kdrnchenartige Struktur aufweisen
und mit dem Verhornungsprozess in Zusammenhang stehen. Die abschliellende
Schicht der Epidermis ist das Stratum corneum (siehe Abbildung 2.1). Es ist aus toten
Hornzellen (Corneozyten), die weder Kern noch Organellen besitzen, sowie

interzellularen Lipiden aufgebaut (Lullmann-Rauch, 2006).
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Abbildung 2.1:  Schematische Darstellung des Epidermisaufbaus, modifiziert nach Lillmann-
Rauch (2006)




2.1 Aufbau der Epidermis

2.1.1 Struktur des Stratum corneum

Bereits 1975 wurde die heterogene Protein-Lipid-Struktur des Stratum corneum erkannt
(Michaels et al., 1975). Um sich diese besser vorstellen zu kdnnen, wird das Stratum
corneum oft mit einem ,Backstein-Mortel-Modell“ verglichen (Elias, 1983). Dabei stellen
die mit Keratin gefullten Hornzellen die Backsteine dar, welche von einer koharenten,
lamellaren Lipidschicht, dem Mortel, umgeben sind. Doch dieses Modell erklart nicht die
grolRe Widerstandsfahigkeit dieser Schicht gegenlber mechanischem Stress und
innerem Gewebedruck. Zudem kann es weder etwas Uber den Zusammenhalt der
einzelnen Schichten noch etwas uUber den Stoffaustausch aussagen (Neubert et al.,
2007). Daher beschaftigen sich zahlreiche Arbeitsgruppen seit mehr als 30 Jahren mit
der Aufklarung dieser sehr komplexen Struktur. Durch hochauflésende
Elektronenmikroskopie konnten hakenahnliche Strukturen der Corneozyten (siehe
Abbildung 2.2) erkannt werden, die einen wesentlichen Beitrag zur mechanischen
Stabilitat leisten (Pfeiffer et al., 2000).

Abbildung 2.2:  Transelektronenmikroskopisches Bild nach Kryopréparation des Stratum
corneum; schwarze Pfeile kennzeichnen hakendhnliche Strukturen, weiler
Pfeil zeigt auf ein Corneodesmosom, Messbalken 2 um, (Pfeiffer et al., 2000)

Zudem existieren punktformige, molekulare Verbindungsstellen zwischen den Zellen,
die als Corneodesmosomen bezeichnet werden. Diese Haftkontakte bestehen bereits in
den lebenden Schichten der Epidermis (hier noch als Desmosomen bezeichnet)
(Corcuff et al., 2001) und werden wahrend der Differenzierung mit weiteren Proteinen
erganzt und stabilisiert. Wahrend die beiden genannten Strukturen hauptsachlich die
mechanische Widerstandsfahigkeit der Haut erklaren, ist die Barrierefunktion auf die
folgenden Prinzipien zurtuckzufuhren. Neben den im oberen Stratum granulosum
auftretenden Barrierekontakten (Tight junctions) zwischen den Zellen, spielt die
Organisation der interzellularen Lipide des Stratum corneum eine wesentliche Rolle

(Lullmann-Rauch, 2006, Neubert et al., 2007). Wie bereits oben beschrieben, stammen
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2 Theoretischer Teill

diese Lipide aus den Lipidgranula. Kurz vor der terminalen Differenzierung
verschmelzen diese mit der Zellmembran und geben den Inhalt in den Interzellularraum
ab, in dem sie sich dann zu parallelen Schichten transformieren (Landmann, 1991). Ob
die Bildung des Interzellularraumes tatsachlich durch solch einen exozytotischen
Prozess erfolgt oder eher nach dem von Norlén beschriebenen ,membrane folding
model“ (Norlén, 2001a) ablauft, ist noch nicht abschlielend geklart. Die interzellularen
Lipide setzen sich im Wesentlichen aus drei Hauptfraktionen zusammen: Ceramide
(40 - 50%), Cholesterol (20 - 33%) und dessen Derivate (Cholesterolester 0 — 20% und
Cholesterolsulfat 0-7%) sowie freie Fettsauren (7 -13%), wobei hauptsachlich
gesattigte, langkettige Fettsauren vorhanden sind (Norlén et al., 2007). Dieses
Lipidgemisch liegt geordnet in Ubereinander gelagerten Schichten vor, in denen sich
polare wassrige Bereiche, welche durch die Kopfgruppen der Fettsduren gebildet
werden, mit lipophilen Bereichen der Alkylketten der Fettsauren abwechseln. Die
auldere Schicht der Lipide ist kovalent an die verzweigte Protein-Enveloppe gebunden,
welche die Corneozyten wie eine Hulle umgibt (Norlén et al., 2007).

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Untersuchungen zur Aufklarung der
komplexen Lipidorganisation vorgenommen und viele Strukturmodelle postuliert. So
seien z.B. das ,Domain-mosaic Model“ (Forslind, 1994), das ,Sandwich Model"
(Bouwstra et al., 2001), das ,Single-gel-phase Model* (Norlén, 2003) sowie das
»LAsymetric bilayer Model“ (Mclntosh, 2003) genannt. Generell gibt es bei diesen
Modellvorstellungen verschiedene Ansichten bezuglich der periodisch auftretenden
Strukturen, ob diese als ,Bilayer” oder ,triple bands® vorliegen (Swartzendruber et al.,
1989) und ob diese wiederum von gleicher oder unterschiedlicher Dicke sind (Hill et al.,
2003). Der vorliegende Aggregatzustand der Lipide wird ebenfalls gegensatzlich
beschrieben. So liegen diese nach Forslind sowohl kristallin als auch flissigkristallin
nebeneinander vor (Forslind et al., 1997), wahrend Bouwstra zusatzlich den flissigen
Zustand annimmt (Bouwstra et al., 2001). Die Lipidmatrix wird von den meisten
Modellen als Zweiphasensystem dargestellt, in dem diskontinuierliche Bereiche von
kontinuierlichen getrennt werden (Bouwstra et al., 2002a). Jedoch postulierte Norlén
2001, dass der Interzellularraum aus einem einzigen, koharenten Gel besteht und keine
Separation in kristallin/flussigkristallin bzw. hexagonal/orthorhombisch vorliegt (Norlén,
2001b). Zugleich wird diskutiert, ob das Cholesterol homogen oder asymmetrisch in den
Schichten vorliegt (Mcintosh, 2003), ob die Alkylketten gegentberliegender Fettsauren
ineinandergreifen oder nicht (Schroeter et al., 2009b) und ob die Ceramide in einer
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gestreckten Konformation vorliegen oder beide Alkylketten des Molekuls in eine
Richtung zeigen (Schroeter et al., 2009a). Dabei basieren einige Aussagen lediglich auf
in vitro-Versuchen, die mit Membranmodellen entsprechender Lipidzusammensetzung
durchgefuhrt wurden. Es wurde jedoch auch eine Korrelation zwischen in vitro- und in
vivo-Tests bestatigt (Bouwstra et al., 2002b). Die erst seit wenigen Jahren etablierte
Technik CEMOVIS

Visualisierung der Lipidorgansiation mit einer Auflésung von 2 nm in 2D und 5 nm in 3D

(Cryo-electron-microscopy of vitreous section) erlaubt eine
und ermdglicht eine fortschreitende Strukturaufklarung (Norlén, 2003). Nach neuestem
Erkenntnisstand sind die Lipide in gestapelten Bilayern organisiert, wobei die Ceramide
in gestreckter Konformation vorliegen. Dabei ordnet sich das Cholesterol neben dem
Sphingosinteil des Ceramids an, wahrend eine freie Fettsdure neben dem Fettsaureteil
des Ceramids auftritt (siehe Abbildung 2.3). Daraus ergeben sich Bilayer mit einer
Periodizitat von 11 nm, welche sich aus einer 6,5 nm breiten und einer 4,5 nm
schmalen Schicht aufbauen. Im Interzellularraum zwischen zwei Corneozyten wurden

unterschiedliche Anzahlen, max. 12, dieser Bilayer detektiert (lwai et al., 2012).
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Abbildung 2.3:  Schematische Darstellung der interzelluldren Lipidorganisation des Stratum

corneum nach Iwai et al. (2012)

2.1.2 Thermodynamische Untersuchungen des Stratum corneum

Veranderungen in der Mikrostruktur der Lipidmatrix des Stratum corneum kénnen mit
Hilfe rontgendiffraktometrischer und thermoanalytischer Messungen detektiert werden.
In Abbildung 2.4 ist ein typisches Beispiel fur das thermische Verhalten von isoliertem
Stratum corneum dargestellt. Im Temperaturbereich zwischen 0 °C und 120 °C treten
vier charakteristische endotherme Phasenubergange auf. Der erste Peak bei 35 °C bis

40 °C ist sehr klein und kann nicht in allen Proben beobachtet werden (Golden et al.,
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1986). Er ist entsprechend réntgenanalytischer Untersuchungen auf einen Ubergang
der orthorhombischen zur hexagonalen Packung der Lipide zurtckzufihren. Der
folgende Peak zwischen 60 und 75 °C wird durch ein Schmelzen der lamellaren
Strukturen verursacht (Bouwstra et al., 1992). Bei ca. 85 °C findet ein Ubergang vom
Gel- in den flissigen Zustand der Lipide statt, der jedoch durch Proteine beeinflusst
wird (Bouwstra et al., 1991). Das vierte endotherme Ereignis im Bereich zwischen
100 °C und 110 °C kann sowohl in intaktem als auch in entfettetem Stratum corneum,
nicht jedoch in isolierten Lipiden detektiert werden und weist somit auf eine
Proteindenaturierung hin (Golden et al., 1986, Bouwstra et al., 1991). Der
Hydratisierungsgrad des Stratum corneum hat bei diesen Messungen einen
signifikanten Einfluss auf die Lage der Phasenubergange. Wahrend im dehydrierten
Stratum corneum der Proteinpeak fehlt (Schaefer et al., 1996), erscheinen die
Lipidubergange T, und Ts; mit zunehmendem Wassergehalt bei geringeren
Temperaturen (Golden et al., 1986). Bei Verwendung sehr hoher Heizraten (100 °C/min
bis 400 °C/min) koénnen mehr als diese vier Phasenubergange oberhalb der
Raumtemperatur analysiert werden. Hervorzuheben ist dabei vor allem der bei 55 °C
auftretende Peak, der mit kovalent an Proteine gebundenen Lipiden assoziiert wird
(Silva et al., 2006b, Silva et al., 2006a).

4— Heat flow (mWimg) endo

280 300 320 340 360 380 400
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Abbildung 2.4:  Beispiel des thermodynamischen Verhaltens von unbehandeltem Stratum
corneum (Bouwstra et al., 1991).




2.2 Moglichkeiten der verbesserten Wirkstoff-Penetration

2.2 Moglichkeiten der verbesserten Wirkstoff-Penetration

Das Stratum corneum stellt also aufgrund seines strukturellen Aufbaus eine effektive
Barriere gegenuber exogenen Substanzen dar. Prinzipiell gibt es drei mogliche
Penetrationswege durch das Stratum corneum: die Substanzen kdnnen die
interzellulare Route wahlen, in dem sie um die Corneozyten herum durch die
Lipidschicht diffundieren oder uber den transzellularen Weg abwechselnd die
Corneozyten und die Lipidschicht passieren. Zudem kann auch der Weg Uuber
Hautanhangsgebilde gewahlt werden (transfollikulare und transglandulare Route),
wobei dieses eher flur grol3e, polare Moleklle von Bedeutung ist (Barry, 1987).

Die therapeutische Effektivitat eines topisch applizierten Arzneistoffes hangt
hauptsachlich von den folgenden drei Faktoren ab: von den Eigenschaften des
Arzneistoffes, vom Hautzustand sowie vom Vehikelsystem. So bestimmen die
Ldslichkeit, der Verteilungskoeffizient und der Diffusionskoeffizient des Arzneistoffes
das Ausmal} der Penetration und welcher der drei Penetrationswege vorwiegend
genutzt wird. Die Beschaffenheit der Haut mit dem Gesundheitszustand, der
Hautregion, dem Alter sowie einer vorangegangenen Behandlung legt den Zustand der
Barriere und somit deren Effektivitat fest. Letztendlich spielt auch der Arzneistofftrager
— das Vehikel — eine wesentliche Rolle, da es selbst Einfluss auf den Hautzustand
nimmt und die Ldslichkeit und somit die Freisetzung des Wirkstoffes bestimmt. Dabei
kann dieser sowohl geldst als auch suspendiert in der Grundlage vorliegen (Neubert et
al., 1996). Um eine effektive Wirkung topisch verabreichter Arzneimittel flir die dermale
und transdermale Anwendung zu erreichen, werden verschiedene Mdoglichkeiten der
Penetrationsverbesserung genutzt. Dabei werden die oben genannten Faktoren
beeinflusst:

e Veranderung der Eigenschaften des Wirkstoffes,
e Veranderung des Hautzustandes durch

o chemische Methoden (Enhancer) oder

o physikalische Methoden,

e Einsatz besonderer Vehikelsysteme.

Eine Moglichkeit, die Penetration von Wirkstoffmolekllen zu verbessern, besteht in der
Bildung von Prodrugs. Meist handelt es sich um Ester-Prodrugs, die in der lebenden

Epidermisschicht wieder hydrolysiert werden (Subedi et al., 2010). Eine typische
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Substanzklasse stellen die Glucocorticoide dar (z. B. Betamethasonvalerat,
Hydrocortisonacetat, Triamcinolonacetonid). Zudem kann die Penetration geladener
Molekule durch lonenpaarbindung erhdht werden. Je nach Lipophilie des Gegenions
kann der Wirkstofftransport dermal oder transdermal gesteuert werden (Neubert et al.,
1996).

Der Hautzustand kann auf chemischem Wege durch Einsatz von Enhancern manipuliert
werden. Ein haufig eingesetzter Vertreter ist das Dimethylsulfoxid (DMSO). Es besitzt
ausgezeichnete Solvatationseigenschaften und verdrangt Wasser von polaren
Kopfgruppen der Bilayerstrukturen im Stratum corneum, sodass I6sungsmittelgefilite
Raume mit verbesserter Loslichkeit fur Wirkstoffe geschaffen werden. Ab
Konzentrationen grofler als 60% zerstort es zudem die Ordnung der Barrierelipide
(Barry, 1987). Ein weiteres sehr effektives Molekiil ist Laurocapram (Azone®), welches
sich in die Lipidketten der Bilayer einlagert und dadurch deren Fluiditat erhoht
(Trommer et al., 2006). Mehrwertige Alkohole stellen eine weitere Substanzklasse der
Enhancer dar, wobei ihre Wirkung als echte Penetrationsenhancer umstritten ist. So
werden einerseits Wechselwirkungen von z. B. Propylenglykol mit polaren Kopfgruppen
der Bilayerstrukturen erwahnt (Brinkmann et al., 2005), andererseits wird ihre Wirkung
im Wesentlichen auf die Cosolventieneigenschaften reduziert (Santos et al., 2012,
Bendas et al.,, 1995) (siehe dazu auch Abschnitt 3.1.2). Auch Harnstoff wird eine
penetrationsverbessernde Wirkung zugesprochen, die hauptsachlich auf die gesteigerte
Wasserbindungskapazitat  und die  damit  verbundene  Anderung des
Ordnungszustandes der Stratum corneum-Lipide zuruckzufuhren ist (Neubert et al.,
1996). Als weitere Enhancer seien Terpene (z. B. 1,8-Cineol) sowie Fettsauren (z. B.
Olsaure) und deren Derivate (z. B. Isopropylmyristat) genannt.

Physikalische Methoden kénnen den Hautzustand in einem gréfieren Ausmal}
verandern und werden daher eher fur die transdermale Anwendung genutzt. Die
lontophorese, bei der durch Anlegen eines Gleichstromes eine erhohte Migration von
geladenen Arzneistoffen durch die Haut erreicht wird, findet bereits Anwendung in
zugelassenen Fertigarzneimitteln (z. B. Ionsys® mit Fentanyl, LidoSite® mit Adrenalin
und Lidocain, Stevenson et al., 2005). Als Phonophorese wird der Arzneistofftransport
durch lebendes Gewebe mit Hilfe von Ultraschall bezeichnet (Neubert et al., 1996).
Wahrend sich diese beiden Methoden auf die Applikation kleiner Wirkstoffmolekule
beschranken, soll mit folgenden Verfahren die transdermale Permeation auch von

Makromolekuilen und Impfstoffen ermdglicht werden. Durch kurze Hochspannungsim-
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pulse (Elektroporation) oder Erhitzen der Hautoberflache auf Gber 100 °C fur Milli- bzw.
Mikrosekunden (,Thermal ablation“) werden temporar Poren in der Haut gebildet,
welche die Arzneistoffe passieren kénnen (Tanner et al., 2008, Prausnitz et al., 2008).
Zudem kann das Stratum corneum durch Verwendung sogenannter Mikronadeln
punktiert werden. Dabei konnen die Nadeln auch mit dem Arzneistoff gefullt oder mit
diesem Uberzogen sein (van der Maaden et al., 2012).

Wahrend Hydrogele, Lipogele, Emulsionen und Cremes als ,Standardgrundlagen® flr
topische Arzneiformen dienen, sollen amphiphile Vehikelsysteme wie z.B.
Mikroemulsionen, Liposomen und flussigkristalline Zubereitungen (Neubert et al., 1996)
sowie niedermolekulare, organische Gele (Vintiloiuetal.,, 2007) penetrations-
verbessernde Wirkungen besitzen.

Mikroemulsionen stellen dabei thermodynamisch stabile, optisch isotrope Mischungen
aus einer lipophilen Phase, einem Tensid, einem Cotensid und Wasser dar (Ritika et al.,
2012). Sie zeichnen sich durch ein hohes Solubilisationsvermégen gegenuber
schwerldslichen Substanzen und folglich durch eine erhdhte thermodynamische
Aktivitat aus (Neubert, 2011). Die Lipidbilayerstrukturen des Stratum corneum koénnen
sowohl durch die enthaltenen Tenside und Cotenside als auch durch einen
Hydratisierungseffekt bei ausreichend hohem Wassergehalt verandert werden. Die
einfache Herstellung und gute Langzeitstabilitdt sind weitere Vorteile dieses
Tragersystems (Neubert, 2011).

Liposomen sind kugelformige Vesikel, die aus einer oder mehreren
Lipidbilayerschichten aufgebaut sind und eine Grofle von wenigen Nanometern bis in
den Mikrometer-Bereich einnehmen koénnen. Wesentliche Bestandteile sind haufig
Phospholipide und Cholesterol (Neubert et al., 1996). Liposomen kdnnen sowohl zur
Bildung eines Wirkstoff-Depots in der oberen Hautschicht und somit zur Reduzierung
systemischer Nebenwirkungen genutzt werden als auch zur gezielten transdermalen
Applikation dienen. Welche dieser Funktionen ausgeubt wird, ist von der
Zusammensetzung und vom Aufbau der Liposomen abhangig (EI Maghraby et al.,
2006). Bis heute ist ungeklart, ob sie das Stratum corneum als intakte Vesikel
penetrieren oder ob ihre Lipide in die Bilayerstrukturen des Stratum corneum
inkorporiert werden. Arzneistoffe, die bereits in liposomaler Form topisch appliziert
werden, sind z. B. Heparin und Diclofenac-Na (Neubert, 2011).

Weiterhin werden derzeit Nanopartikel als Tragersystem mit gesteigerter

Hautpenetration erforscht. Diese konnen aus naturlichen, halbsynthetischen und
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synthetischen Polymeren sowie Lipiden bestehen. Da sie hauptsachlich Uber die
follikulare Route penetrieren, konnte mit ihnen ein Targeting zu haarfollikelassoziierten
Zellpopulationen, wie Immun- und Stammzellen realisiert werden (Knorr et al., 2009).
Weitere maogliche Vehikelsysteme zur topischen Applikation sind flUssigkristalline

Zubereitungen sowie niedermolekulare, organische Gele.
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2.3 Flussigkristalline Zubereitungen

Die Begriffserklarung des ,Flussigkristalles” (FK) erfordert zunachst die Betrachtung der
reinen kristallinen und flussigen Aggregatzustande. Ein kristalliner Festkorper besitzt
eine wohlgeordnete Struktur. Sein Kristallgitter beschreibt die Fernordnung der Position
der Gitterbausteine. Besitzen diese Gitterbausteine (Molekile) eine von der Kugel
abweichende Gestalt, werden sie aus Packungsgrinden auch eine definierte
Orientierung aufweisen. Somit liegen sowohl Positionsfernordnung als auch
Orientierungsfernordnung vor, die dem Kristall einige seiner typischen Eigenschaften,
wie z. B. die hohe mechanische Festigkeit und die Doppelbrechung, verleihen (Hiltrop,
1999a). Ein  klassischer Kristall besitzt zudem auch Positions- und
Orientierungsordnung im Nahbereich (Abbildung 2.5 1I). Eine isotrope Flussigkeit
hingegen zeigt im Fernbereich keine Ordnung, im Nahbereich kann noch Positions- und
eventuell Orientierungsordnung vorliegen (Abbildung 2.5 II). Dadurch ist die Flussigkeit
sehr beweglich und nicht doppelbrechend (Muller-Goymann, 1998b). Die betrachteten
Fernordnungen  koénnen auch unabhangig voneinander auftreten. Liegt
Positionsfernordnung ohne Orientierungsfernordnung vor, spricht man von sogenannten
,Plastischen Kristallen®, die flr Stoffe zu erwarten sind, deren Molekulgestalt nicht allzu

stark von der Kugel abweicht (z. B. Tetrachlorkohlenstoff) (Hiltrop, 1999a).
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Abbildung 2.5: Zweidimensionale Ordnung im Nah- (a,b) und Fernbereich (A, B) fir
Strukturbausteine im 1) kristallinen, 11) flliissigen und 111) fliissigkristallinen
Zustand, nach Miiller-Goymann (1998b)

Im Falle der vorliegenden Orientierungsfernordnung und der fehlenden bzw. teilweise
fehlenden Positionsfernordnung liegt der flussigkristalline Aggregatzustand vor. Mit der

Existenz einer einheitlichen Vorzugsrichtung D der Strukturbausteine (siehe Abbildung
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2.5 III) ist die physikalische Eigenschaft der Doppelbrechung begriindet. Die Fluiditat
dieser Phase beruht hingegen auf dem Fehlen der Positionsfernordnung (Hiltrop, 1999a
und Wilisch et al.,, 1993). Aufgrund des Zwischenzustandes der flussigkristallinen
Phasen werden diese auch als Mesophasen bezeichnet (Muller-Goymann, 1998b).

Ausgehend vom kristallinen Zustand koénnen die Flussigkristalle entweder durch
Temperaturerhdhung oder durch Zugabe eines Ldsungsmittels entstehen. Man
unterscheidet daher zwischen thermotropen und lyotropen Flussigkristallen (Mduller-
Goymann, 2004). Im Fall der thermotropen Mesophasen werden die mesogenen
Phasenbausteine durch einzelne, recht kleine Molekule realisiert (siehe Abbildung 2.6),

wie z. B. durch Cholesterylmyristat (Bunjes et al., 2005).

Thermotrope Flussigkristalle:

HSC’/,
CH,
a) = W D) e
SOOI
P H
H,C(H,C),; O

Cholesterolmyristat

Lyotrope Flissigkristalle:

b) - Qiqi ?;P
Vs s

Aggregat von Tensidmonomeren

Abbildung 2.6: a) anisometrische Molekiile als Strukturbausteine thermotroper FK
b) anisometrische Moleklilaggregate als Strukturbausteine lyotroper FK
(eigene Darstellung nach Hiltrop (1999a) und Bunjes et al. (2005))

Voraussetzung flr die Mesogenitat dieser Molekiile ist die von der Kugel abweichende
Gestaltform, die sich sowohl in der Stabchen- (calamatisch), als auch in der
Scheibchenform (discotisch) verwirklichen Iasst. Abbildung 2.7 zeigt mogliche Modelle
thermotroper Flussigkristalle. Bei den calamatischen Phasen sind die stabchenfoérmigen
Molekule in Richtung ihrer Langsachse parallel zueinander orientiert. Wahrend in
nematischen und cholesterischen Phasen ausschliel3lich Orientierungsfernordnung
vorhanden ist, sind in smektischen Mesophasen die parallel orientierten Stabchen
zusatzlich in Schichten angeordnet und zeigen somit auch Positionsfernordnung in

mindestens einer Dimension. Bei scheibchenformigen Molekulen kdnnen prinzipiell
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Mesophasen mit ahnlichen Strukturmerkmalen aufgebaut werden. Jedoch werden
anstelle der smektischen Phasen Saulen durch Ubereinandergeschichtete Scheibchen
gebildet, die sich sowohl rechteckig als auch hexagonal ausrichten kénnen (Mduller-
Goymann, 1998b).
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Abbildung 2.7: Modelle thermotroper Fliissigkristalle: calamatische Mesophasen a-e
a) nematisch, b) cholesterisch, c-e) smektisch des Typs A, C und B
und discotische Mesophasen f und g
f) columnar hexagonal senkrecht, g) columnar hexagonal gekippt
nach Miiller-Goymann (1998b)

Die notwendigen Strukturbausteine zur Ausbildung von FlUssigkristallen sind jedoch
nicht auf Einzelmolekule beschrankt. Unter bestimmten Voraussetzungen kann sich in
Losung eine Anzahl von Molekulen zu Aggregaten assoziieren (siehe Abbildung 2.6),
welche auch eine nicht kugelige Form annehmen kénnen und somit ebenfalls als
mesogene Phasenbausteine anzusehen sind (Hiltrop, 1999a). In Abhangigkeit von der
Mesogenkonzentration, der Lipophilie bzw. Hydrophilie des Ldsungsmittels und des
Mesogens sind verschiedene Mesophasen maglich (siehe Abbildung 2.8), die jedoch
nicht alle auftreten missen (Muller-Goymann, 2004). Ausgehend von einer monomeren
Tensidlésung folgt oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) die
Ausbildung von Kugelmizellen. Nimmt die Anzahl dieser kugeligen Aggregate zu, kann
deren gegenseitige Abstol3ung zur Entstehung einer Positionsfernordung fuhren, womit
eine kubische Phase vorliegt. Bei weiterer Erhdhung der Tensidkonzentration missen
die Tensidaggregate zunehmend anisometrisch werden, sodass zunachst

stabchenformige Aggregate (hexagonale Phase) und schlief3lich die lamellare Phase
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von Tensiddoppelschichten ausgebildet werden (Hiltrop, 1999b). Je nach Polaritat des
solvatisierenden Agens und des Mesogens konnen die polaren Gruppen der
Tensidmoleklle in bestimmten Mesophasen nach auf3en (hexagonal, kubisch Typ 1)
oder nach innen (invers hexagonal, kubisch Typ IV) angeordnet sein (Bunjes et al.,
2005). Daneben gibt es weitere bikontinuierliche Phasen, die als Ubergangsphasen
zwischen den lamellaren und hexagonalen bzw. invers hexagonalen Zustanden gelten
(kubisch Typ Il und Ill) (Muller-Goymann, 1998b).

e)

Abbildung 2.8: Modelle lyotroper Fliissigkristalle: a) lamellar, b) hexagonal, c) invers
hexagonal, d) kubisch Typ I, e) invers kubisch Typ IV, f) kubisch Typ II; nach
Miiller-Goymann (1998b) und Seddon et al. (1995)

Eine strikte Trennung zwischen thermotropen und lyotropen Flussigkristallen ist nicht
moglich, da insbesondere Iyotrope Flussigkristalle auch thermisch induzierte
Phasenumwandlungen aufweisen (Muller-Goymann, 1998b).
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Der Einsatz flussigkristalliner Systeme in der Pharmazie beruht im Wesentlichen auf
ihrer Eigenschaft, verschiedenste Molekule in hohen Konzentrationen zu |6sen (Guo et
al., 2010). Zudem sind sie in der Lage, die Hautpermeation positiv zu beeinflussen
(Yamada et al., 2011, Costa-Balogh et al., 2008, Wilisch et al., 1993) und eine
kontrollierte, verlangsamte Arzneistofffreisetzung zu erzielen (Bunjes et al., 2005). Die
Anwendung ist dabei keinesfalls auf topische Arzneiformen beschrankt, auch wenn
zahlreiche Beispiele aus diesem Bereich genannt werden konnen. Flussigkristalline
Tensidgele (z. B. Trauma-Dolgit® Gel, Wirkstoff Ibuprofen) stellen reine Fliissigkristalle
dar, die sowohl durch ihre kolloidale Struktur als auch durch ihren hohen Tensidgehalt
die Hautpermeation verbessern. Aufgrund der hohen Tensidkonzentration und des
damit verbundenen hohen irritativen Potentials finden sie nur selten Anwendung in der
direkten topischen Applikation. Vielmehr werden sie aufgrund ihrer ausgepragten
Solubilisationsfahigkeit als Reservoir fur Transdermale Therapeutische Systeme (in
Pflasterform) genutzt (Muller-Goymann, 1999). Zudem lasst sich Uber die Art der
flissigkristallinen Phase und der damit verbundenen Viskositat die Geschwindigkeit der
Arzneistofffreigabe regulieren (Costa-Balogh et al., 2008). Haufiger finden sich
flissigkristalline Strukturen in Mehrphasensystemen. Wahrend Tensidmolekule in
Salben ein flussigkristallines, strukturgebendes Gerust ausbilden konnen (z. B. durch
Cetylalkohol oder Stearylalkohol), adsorbieren sie in Cremes an der Phasengrenze und
kénnen dort bei genugender Konzentration mehrere, Ubereinandergelagerte Schichten
formen. Dadurch werden die Emulsionstropfen sowohl mechanisch als auch durch die
reduzierte Grenzflachenspannung stabilisiert (Muller-Goymann, 1998b). So konnte z. B.
eine adsorbierte fllssigkristalline Lamellarphase an der Phasengrenze zwischen
dispergierten Oltrépfchen und der kontinuierlichen Hydrogelphase im Voltaren® Emulgel
beobachtet werden. Der Wirkstoff Diclofenac kann dadurch aus seinem Depot in der
lipophilen Phase langsam durch die multilamellare Grenzschicht diffundieren (Muller-
Goymann, 1998a). Neben diesen genannten Systemen, gibt es ebenso Arzneiformen,
die erst bei Applikation durch Wechselwirkung mit Kérperfllissigkeiten oder Entweichen
flichtiger Bestandteile Flussigkristalle ausbilden. Das zur Parodontitisbehandlung
eingesetzte EIyzoI® Dentalgel enthalt suspendiertes Metronidazolbenzoat in einem
Oleogel. Die Geruststruktur des Geles wird durch Glycerolmonooleat gebildet. Es
schmilzt bei Koérpertemperatur und kann folglich gut auf dem Zahnfleisch spreiten.
Durch Wasseraufnahme erfolgt der Ubergang in eine invers hexagonale Phase, die

eine hohe Viskositat aufweist und daher eine gute Haftung auf der
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Schleimhautoberflache sowie eine langsame Freigabe des Arzneistoffes hervorbringt
(Muller-Goymann, 1998a). Da schatzungsweise 5% aller organischen Substanzen
thermotrope FlUssigkristalle bilden koénnen, ist es bei der strukturellen Vielfalt
pharmazeutischer Wirkstoffe nicht verwunderlich, dass viele Arzneistoffmolekule selbst
die Fahigkeit zum Mesomorphismus besitzen. Sofern der flussigkristalline Zustand bei
Raumtemperatur stabil ist bzw. stabilisiert werden kann, zeigen entsprechende
Arzneistoffe haufig verbesserte Ldslichkeit, Bioverfugbarkeit sowie Stabilitat (Stevenson
et al., 2005). Bekannte Beispiele dafir sind Fenoprofen, Itraconazol, Methotrexat sowie
Dinatriumcromoglicat und Ciclosporin (Stevenson et al., 2005, Bunjes et al., 2005,
Muller-Goymann, 1999).
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2.4 Niedermolekulare organische Gelsysteme

Ein weiteres neuartiges Vehikelsystem mit verbesserten Permeationseigenschaften
stellt das niedermolekulare organische Gelsystem dar, welches im folgenden Abschnitt
naher erlautert werden soll.

Ein Gel ist definiert als ein bikontinuierliches System, das aus gelierten FlUssigkeiten
und geeigneten Quellmitteln besteht (Voigt et al., 2000). Je nach Art der flissigen
Komponente kann dabei zwischen Hydro- und Organogelen unterschieden werden
(siehe Abbildung 2.9). Die Ublichen, bekannten Gelbildner organischer Lésungsmittel
sind polymere Moleklle, die sowohl natirlichen, halbsynthetischen als auch
synthetischen Ursprungs sein konnen. Die Ausbildung der Gelgeruststruktur kann durch
chemische oder physikalische Wechselwirkungen erfolgen und resultiert entweder in
einer Quervernetzung oder nur in einer Verwicklung von Polymerketten (Vintiloiu et al.,
2007). Ist die MolekulgroRe des Gelbildners kleiner als 2000 Da, so gehdrt er zu den
niedermolekularen Gelbildnern (LMOG - low molecular organic gelator) (Weiss et al.,
2006). Die Molekule dieser Gelbildner assoziieren sich derart, dass sie lange, fibrillare
Aggregate bilden und somit ein verzweigtes, dreidimensionales Netzwerk aufbauen, in
dem die flissige Komponente durch Oberflachenspannung und Kapillarkrafte

immobilisiert ist (Sangeetha et al., 2005).

Gel

¥

Art des
Losungsmittels?

Organogel Hydrogel

!

Art des Gelbildners?

niedermolekularer

Gelbildner polymerer Gelbildner

Art der intermolekularen Art der intermolekularen

Wechselwirkungen? Wechselwirkungen?
J7 physikalisch j chemisch physikalisch

Verwicklung von
Polymerketten

feste Fibrillenmatrix fltssige Fibrillenmatrix Quervernetzung

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der Gelklassifizierung (nach Vintiloiu et al., 2007)
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Die Herstellung solcher supramolekularer Gele erfolgt Ublicherweise durch Erwarmen
und Loésen des Gelbildners in einer organischen Flussigkeit und anschlieRender
Abkuhlung unterhalb einer bestimmten Gelierungstemperatur (Terech et al., 1997). Der
Prozess kann jedoch auch mechanisch oder durch Bestrahlung beeinflusst werden
(Weiss et al., 2006). In Abhangigkeit der kinetischen Eigenschaften der Molekul-
aggregate wird zwischen Gelen mit einem festen, starken Netzwerk und einem
flussigen, schwachen Netzwerk unterschieden. In Abbildung 2.10 soll dieser
Unterschied verdeutlicht werden. Die fibrillaren Strukturen in den starken Netzwerken
sind sehr robust und von permanenter Morphologie. Ihre Verbindungspunkte stellen
relativ grol3e kristalline Bereich dar. Abweichend davon unterliegen die Aggregate der
schwachen Gele einem dynamischen Austausch einzelner Gelbildnermolekdle, d. h. sie
sind charakterisiert durch standigen Zerfall und Wiedervereinigung der fadenartigen
Strukturen. lhre Verbindungstellen sind einfache Kettenverwicklungen (Vintiloiu et al.,
2007).

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Verbindungsstellen in festen fibrilldren
Netzwerken (A) und in fliissigen fibrilliren Netzwerken (B) (Terech et al.,
1997)

Nach George et al. (2006) erfolgt das Zusammenlagern der Molekule innerhalb eines
Aggregates durch schwache, nicht kovalente Bindungen (Dispersionskrafte,
Wasserstoff-briickenbindungen, van der Waals-Krafte und 11 - ™ - Wechselwirkungen).
Nach welchem Mechanismus die Fibrillenbildung tatsachlich ablauft, ist zur Zeit noch
ungeklart. Es scheint jedoch der normale Kristallisationsprozess des Gelatormolekuls
gestort zu sein. Wahrend eine normale Kristallisation zu zwei- oder dreidimensionalen
Objekten fuhrt, zeigen die fibrillaren Strukturen ein enorm verstarktes Wachstum in der
einen Achse und abgeschwachtes Wachstum in der anderen Achse (George et al.,
2006). Es resultieren Strukturen mit einem grof3en Lange-zu-Dicke-Verhaltnis (aspect
ratio) mit einer Dicke von wenigen Nanometern und einer Lange bis zu mehreren

Millimetern (Vintiloiu et al., 2007). Die Aggregate konnen dabei die Form von Faden,
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2.4 Niedermolekulare organische Gelsysteme

Bandern oder Réhren annehmen und aufgrund ihrer extremen Lange zudem gebeugt
sein (Weiss et al., 2006). Ab einer bestimmten Gelbildnerkonzentration liegen diese
Strukturen nicht mehr separat vor. Sie Uberlappen und behindern sich gegenseitig in
ihrer Bewegung und bilden dadurch verzweigte Netzwerke (Terech et al., 1997). Laut
Liu (2005) konnen die fibrillaren Aggregate in einigen Fallen auch Verzweigungen
aufweisen, deren Winkel von der Konzentration des Gelbildners abhangig sind (siehe
Abbildung 2.11).

Abbildung 2.11: Mikroskopische Abbildungen fibrilldrer Netzwerke von Laurylglutaminséure-
dibutylamid in Propylenglykol mit steigender Gelbildnerkonzentration,
a) unverzweigte Fibrillen, b) Fibrillen mit kleinem Verzweigungswinkel und
c¢) Fibrillen mit groBem Verzweigungswinkel (Liu, 2005)

Die Bildung von Molekillassoziaten erfordert ein subtiles Gleichgewicht zwischen
bestimmten Parametern, die einerseits die Loslichkeit des Gelbildners gewahrleisten
und andererseits das axiale Wachstum auslésen. Der Zusammenhang zwischen der
molekularen Struktur des LMOG und der Fahigkeit entsprechende stabchenartige
Strukturen zu bilden, ist bislang noch nicht geklart. Viele Faktoren, wie z. B. sterische
Effekte,  Steifheit und Polaritat eines  Moleklils beeinflussen  dessen
Aggregationstendenz (Vintiloiu et al., 2007). Zudem spielt die Art des Losungsmittels
und dessen Polaritat eine wesentliche Rolle (Terech et al., 1997). Die bisher entdeckten
niedermolekularen Gelbildnermolekiile stellen u. a. Derivate aus den Gruppen der
Fettsauren, Aminosauren, Steroide, organischen Metallverbindungen sowie der Amid-
und Harnstoffverbindungen dar (Vintiloiu et al., 2007). In einer Untergruppe der

Steroide, den Cholesterol-Derivaten, konnte gezeigt werden, dass das
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Cholesterolmolekul selbst die Aggregation durch van der Waals-Krafte induziert,
wahrend die zugefuhrten Substituenten die Fibrillen durch Wasserstoffbriickenbindung
und 1 - T - Wechselwirkungen stabilisieren. Zudem ist die Hydroxylgruppe in Position
C3 fur den Gelierungsprozess essentiell, da sie an Wasserstoffbrickenbindungen
beteiligt ist (Vintiloiu et al., 2007).

Die Charakterisierung entsprechender Systeme erfolgt u. a. mit Methoden, die bereits
fur die Untersuchung fllssigkristalliner Phasen genannt wurden. So kann das fibrillare
Netzwerk mittels verschiedener mikroskopischer Methoden, wie der Licht-, Elektronen-
und Rasterkraftmikroskopie sichtbar gemacht werden (Dastidar, 2008). Rheologische
Messungen ermoglichen eine Unterscheidung zwischen starken und schwachen Gelen,
da die schwach ausgebildeten Netzwerke nicht die Anforderungen eines ,echten” Geles
erfillen. Zudem kann mit Hilfe thermodynamischer Messungen der Gelpunkt bestimmt
werden. Die Rontgendiffraktometrie und Photonenkorrelationsspektrosopie ermdglichen
weitere Strukturuntersuchungen (Terech et al., 1997).

Neben zahlreichen technischen Anwendungsmaglichkeiten niedermolekularer Gele wird
derzeit ihre Eignung als Vehikelsysteme fur die Arzneistoff-Freisetzung erforscht. Der
mogliche Einsatz entsprechender Organogele in topischen Arzneiformen wird mit
folgenden Vorteilen begrundet:

e die enthaltenen Komponenten sind haufig Penetrationsenhancer,
e die Systeme lassen sich einfach herstellen,
¢ die flissigen Komponenten besitzen gutes Losevermadgen fur Arzneistoffe,

e die Formulierung zeigt gute Solubilisationseigenschaften.

Meist ist eine entsprechende Anwendung jedoch aufgrund fehlender Informationen zur
Toxizitat und Biokompatibilitat des Gelbildners nicht méglich (Vintiloiu et al., 2007). Dies
ist nicht der Fall bei Verwendung von Lecithin als LMOG. Aufgrund ihrer guten
Vertraglichkeit und der Fahigkeit, verschiedenste Arzneistoffe zu solubilisieren sowie
die Hautpermeabilitdt zu verbessern, wird den durch Lecithin gelierten Gelen groles
Interesse als ,new drug delivery systems” entgegengebracht. Daher gehoéren sie zu den
am besten untersuchten Organogelen (Vintiloiu et al., 2007). Sie reprasentieren den
Typ der ,schwachen® Gele mit nur leicht ausgebildeten Strukturen. Der Mechanismus
der Gelbildung ist schematisch in Abbildung 2.12 dargestellt. Ausgehend von einer

invers mizellaren Losung von Lecithin in einem organischen Ldsungsmittel wird durch
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2.4 Niedermolekulare organische Gelsysteme

Zugabe bestimmter Mengen eines polaren Losungsmittels (meist Wasser) das uniaxiale
Wachstum der Mizellen induziert, sodass lange flexible, réhrenartige Aggregate
entstehen. Ab einer bestimmten Lange Uberlappen und verwickeln sich diese und bilden
ein dreidimensionales Netzwerk aus. Es wird vermutet, dass durch die geringe GrofRe
der mizellaren Einheiten eine direkte Interaktion mit den Hautlipiden stattfinden kann
und somit eine verbesserte Permeation von Arzneistoffen durch die Haut erreicht wird
(Kumar et al., 2005).

Alkylketten

Glycerol-Einheit

H-Bruickenbindung
bildende Phosphatgruppe

Cholin-Rest

)
)

spherische inverse
Mizellen von Lecithin MizellenvergroRerung
in organ. Lésungsmittel

Verwicklung zylindrischer Mizellen
in ein 3D-Netzwerk, das die
auRere Phase immobilisiert

Eindimensionales Wachstum
zu zylindrischen Mizellen

Zusatz von polarem Lésungsmittel

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Bildung eines dreidimensionalen Netzwerkes
aus zylindrischen inversen Mizellen von Lecithin in einem organischen
Lésemittel (Vintiloiu et al., 2007)
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3 MATERIAL

3.1 Flussigkristallines System

Das in dieser Arbeit untersuchte flussigkristalline System besteht primar aus
Cholesterol und Propylenglykol. Um das System zu stabilisieren und dessen Verhalten
in anderen Vehikeln zu untersuchen, wurden weitere Hilfsstoffe eingesetzt. Die Eignung
anderer Glykole bzw. Alkohole als flussige Komponente und der Ersatz des

Cholesterols durch 3-Sitosterol wurde ebenfalls erprobt.

3.1.1 Cholesterol

Cholesterol ist das Hauptsteroid der Wirbeltiere und Menschen und Bestandteil der
Zellmembranen aller Gewebe. Es ist die biogenetische Vorstufe fur Steroidhormone,
Gallensauren und Ergocalciferol (Vitamin D). Es wird im tierischen Organismus sowohl
de novo synthetisiert als auch mit der Nahrung aufgenommen. Cholesterol wird primar
durch Losemittelextraktion aus dem Gehirn und Ruckenmark von Rindern oder aus
Wollfett gewonnen. Je nach Herkunft kann es daher mit zahlreichen Begleitsteroiden
verunreinigt sein (Kommentar zur Ph. Eur., 2012).

Laut Monographie des Europaischen Arzneibuchs 7.0 enthalt Cholesterol mindestens
95% Cholest-5-en-33-o0l und maximal 5% verwandte Steroide. (Ph. Eur., 2011)

H,C.,
CH,

HO
Abbildung 3.1:  Strukturformel Cholesterol (Ph. Eur., 2011)

Cholesterol wird aufgrund seiner emulgierenden Eigenschaften als W/O-Emulgator in
Konzentrationen von 0,3 bis 5% in verschiedenen pharmazeutischen und kosmetischen
Zubereitungen eingesetzt. Da Cholesterol gut vertraglich ist (Liebert, 1986), kann es
auch fur innerlich anzuwendende Arzneiformen und Augensalben verwendet werden.
Zudem ist es in der Lage, Liposomenmembranen zu stabilisieren und ist daher auch in

liposomalen Zubereitungen sowohl zur parenteralen als auch zur topischen Anwendung
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3.1 Flussigkristallines System

enthalten (Fiedler, 2010). Cholesterol ist ein weil3es bis fast weildes, kristallines Pulver,
das praktisch unloslich in Wasser und wenig loslich in Aceton und Ethanol 96% ist
(Kommentar zur Ph. Eur., 2012).

Bisher werden in der Literatur drei pseudopolymorphe Formen des Cholesterols
beschrieben. Das Cholesterolanhydrat (ChA) weist eine typische nadelféormige
Kristallstruktur auf (Abbildung 3.2) und besitzt einen enantiotropen Phasenlibergang
nahe der Korpertemperatur bei ca. 37 °C bis 39 °C (Loomis et al., 1979, Spier et al.,
1965), welcher wahrscheinlich auf einen Konfigurationswechsel der Seitenkette
zuruckzufuhren ist (Hsu et al., 1983, Bhujle et al., 1983). Das ChA kristallisiert aus
wasserfreien, Ubersattigten Losungen z. B. aus Acetonitril, Aceton und Methanol. Bei
Anwesenheit von = 5% Wasser kristallisiert Cholesterol aus Ethanol oder Acetonitril als
Monohydrat, welches einen typischen plattchenartigen Kristallhabitus aufweist (Garti et
al., 1981). In einem geschlossenen System und Anwesenheit von Wasser erfolgt bei ca.
86 °C die Dehydratisierung zu ChA, welches anschlieRend bei ca. 120 °C in eine
flissigkristalline Phase uUber geht, die bis zum Schmelzpunkt von ca. 150 °C stabil ist
(Loomis et al., 1979). Craven beschreibt die Kristallstruktur des Cholesterol-
monohydrates mit einem tunnelartigen Einbau des Wassers im Kiristallgitter und
begrindet damit die Instabilitat des Monohydrates bei Raumbedingungen (Craven,
1976). Zusatzlich wird das Cholesterolhemiethanolat beschrieben, das durch Fallung

aus wasserfreiem Ethanol erhalten werden kann (Garti et al., 1981).

i '\\ EHAA 4

Abbildung 3.2:  Habitus von Cholesterol-Anhydrat (links) und Cholesterol-Monohydrat (rechts)
(Fiedler, 2010)

24



3 Material

3.1.2 Propylenglykol

Propylenglykol ist eine farblose, klare und hygroskopische Flussigkeit mit einer
Viskositat von 56,0 mPa*s bei 20 °C (Fiedler, 2010). Es besitzt einen Schmelzpunkt bei
-60 °C und einen Siedepunkt bei 188 °C (Kommentar zur Ph. Eur., 2012). In den
Monographien des Ph. Eur. und der USP ist das Racemat (RS)-Propan-1,2-diol
beschrieben. Wahrend die Ph. Eur. keine Gehaltsangabe macht, legt die USP diese mit
99,5% fest (USP, 2012; Ph. Eur., 2011). Aufgrund seiner multifunktionellen Eigenschaft
wird Propylenglykol in zahlreichen pharmazeutischen und kosmetischen Zubereitungen,
aber auch in Lebensmitteln und Haushaltsprodukten, eingesetzt. So dient es
beispielsweise in oralen Losungen und Injektionspraparaten vorwiegend als Losemittel
bzw. Cosolvens. In Uberzogenen Arzneiformen wird es als Weichmacher der polymeren
FilmUberzige genutzt. In Zubereitungen zur topischen Anwendung dient es u. a. als
Feuchthaltemittel und ab Konzentrationen von 15% bis 20% (bezogen auf die
Wasserphase) wirkt es konservierend. In geringeren Konzentrationen vermag
Propylenglykol die Wirkung konventioneller Konservierungsmittel zu verbessern
(Kommentar zur Ph. Eur., 2012). Dass die in dieser Arbeit verwendeten hohen
Einsatzkonzentrationen von Propylenglykol von praktischer Relevanz sind, zeigt die
Inactive-Ingredients-Liste’ der FDA, welche eine topische Gelformulierung mit einem
Propylenglykol-Gehalt von 98,09% auffuhrt.

Entgegen alteren Berichten scheint Propylenglykol nur ein sehr geringes
Sensibilisierungspotential zu besitzen (Lessmann et al., 2005), was vermutlich auf
Qualitatsverbesserung und Eliminierung von Verunreinigungen zurtckzufuhren ist
(Lautenschlager, 2005). Ob es eine eigene penetrationsférdernde Potenz oder nur als
Cosolvens synergistische Wirkung zeigt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
Haufig agiert Propylenglykol nur als Lésungsmittel und Uberfihrt den Wirkstoff in eine
gesattigte Losung, woraus eine gesteigerte Freisetzung und somit eine gesteigerte
Absorption resultiert. Wird der Propylenglykol-Anteil weiter erhoht, steigt die
Wirkstoffloslichkeit auf Kosten der Hautpermeation (Ziegenmeyer, 1992). Barry
untersuchte die Interaktion von Propylenglykol mit der Humanhaut mittels
thermodynamischer Messungen und Penetrationstests und schlussfolgert, dass es als
Penetrationsenhancer agieren kann. Als Mechanismus nennt er Solvatationseffekte des

Propylenglykols auf Keratine, wodurch Bindungsmaoglichkeiten fur entsprechende

' Die Inactive-Ingredients-Liste der FDA gibt Informationen Uber Hilfsstoffe, die in durch die FDA

zugelassenen Produkten enthalten sind.
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Wirkstoffe im Gewebe reduziert werden. Einen Effekt auf die Lipidstruktur des Stratum
corneum konnte er jedoch nicht feststellen (Barry, 1987). Bendas et al. belegen eine
penetrationsfordernde  Wirkung des Propylenglykols flr Hydrocortison durch
konvektiven Transport. Darunter ist die Bewegung der Arzneistoffmolekile mit dem

Losungsmittelfluss in das Akzeptormedium zu verstehen (Bendas et al., 1995).
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3.2 Weitere Hilfsstoffe

3.2.1 Glykole und andere Alkohole

Als flissige Komponente des halbfesten Systems wurden neben Propylenglykol
Ethandiol, 1,2-Butandiol, 1,2-Pentandiol sowie 1,2-Hexandiol und 1,7-Heptandiol
verwendet. Die Glycole der Kettenlange C; bis Cg werden haufig in halbfesten
pharmazeutischen und kosmetischen Zubereitungen als Feuchthaltemittel und
antimikrobiell wirksame Stoffe eingesetzt (Lautenschlager, 2005). Das Ethandiol kommt
eher im technischen Bereich als Kuhl- und Heizflissigkeit sowie als Frostschutzmittel
zum Einsatz (Fiedler, 2010). Heptandiol findet in pharmazeutischen Produkten keine
Anwendung. Neben diesen Glykolen wurden auch Glycerol 85% und Isopropanol

verwendet.

3.2.2 R-Sitosterol

R-Sitosterol ist ein im Pflanzenbereich weit verbreitetes Phytosterin, dessen chemische
Struktur starke Ahnlichkeit mit der von Cholesterol besitzt, da es lediglich eine
zusatzliche Ethylgruppe in der Seitenkette aufweist (Abbildung 3.3). Es kann z. B. aus
Soja-, Baumwollsamen- oder Weizenkeimdl gewonnen werden und ist in der Lage, die
Cholesterolresorption an der Darmmukosa kompetitiv zu hemmen und somit leicht bis
mittelstark erhohte Cholesterol- bzw. LDL-Cholesterolwerte zu normalisieren (Blaschek
et al., 2012). Aus diesem Grund wird es einigen Margarinesorten zugesetzt. Zudem ist
es in halbfesten Formulierungen als W/O-Emulgator enthalten (Fiedler, 2010). In dieser
Arbeit wurde eine Qualitat eingesetzt, die nur einen Gehalt von 70% aufweist. Die
Substanz ist dabei hauptsachlich mit dem strukturahnlichen Campesterol verunreinigt.

HO HO

Abbildung 3.3:  Strukturformel B-Sitosterol (links) und Campesterol (rechts)
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3.2.3 Pemulen® TR-1

Zur verbesserten Fixierung der flussigen Komponente wurde Pemulen® TR-1
eingesetzt. Es ist ein Crosspolymer aus Cqp-Czo-Alkylacrylaten und einem oder
mehreren Monomeren der Acrylsaure, der Methacrylsaure oder deren Ester. Diese
chemische Struktur ermoglicht dem Polymer bereits in niedrigen Konzentrationen
(0,1% - 0,3%) nicht nur als Gelbildner sondern auch als O/W-Emulgator zu fungieren.
Wahrend der lipophile Anteil an die O/W-Grenzflache adsorbiert, quillt der hydrophile
Anteil in der Wasserphase und bildet ein Gelgeriist um jedes einzelne Oltrépfchen aus
(Technical Data Sheet Pemulen®, 2002). Die Gelbildung erfolgt nach Neutralisierung,
die im Rahmen dieser Arbeit primar durch Zugabe von Ethylendiamintetrapropanol
(EDTP) erfolgte.

3.3 Modellarzneistoffe

In dieser Arbeit wurden Modellarzneistoffe mit einem log Pow > 3 verwendet, da
vorwiegend die Beeinflussung des interzellularen Penetrationsweges, welcher primar
fur lipophile Arzneistoffe relevant ist, untersucht werden sollte. Dazu wurden zwei
systemisch wirkende sowie zwei dermal wirkende Substanzen aus unterschiedlichen

Indikationsgebieten ausgewahlt.

3.3.1 Testosteron

Testosteron ist ein endogenes Androgen und fur das normale Wachstum und die
Entwicklung der mannlichen Geschlechtsorgane sowie fir die Aufrechterhaltung der
sekundaren Geschlechtsmerkmale verantwortlich. Die regulare Produktion bzw.
Freisetzung des Testosterons betragt 7 mg/Tag und unterliegt einem circadianen
Rhythmus. In den Zielorganen wird es in das noch starker wirksame 5a-Dihydro-
testosteron umgewandelt (Fachinformations Service, 2012d). Indikationsgebiet einer
Testosteron-Substitutionstherapie ist primar der mannliche Hypogonadismus, mit dem
Ziel, den Blutspiegel wieder auf ein normales physiologisches Niveau einzustellen.
Aufgrund eines ausgepragten first-pass-Effektes ist Testosteron nach oraler Applikation
nahezu unwirksam. Das freie Testosteron wird daher vorwiegend mit Hilfe von topisch
anzuwendenden Gelen appliziert (Kommentar zur Ph. Eur., 2012). Diese enthalten den
Arzneistoff in Konzentrationen von 1% bis 2,5% und sind meist in Einzeldosisbeuteln

bzw. -tuben zu 25 mg oder 50 mg Dosierungen abgepackt. Auch Transdermale
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Therapeutische Systeme (TTS) mit Freisetzungsraten von 1,2 bis 2,4 mg/24 h sind
erhaltlich. Zudem stehen auch verschiedene Testosteronester zur Verfligung, welche
als olige Léosungen intramuskular als Depotformulierung appliziert werden kénnen (Rote
Liste, 2012).

Testosteron besitzt einen log-P,w-Wert von 3,32 (PhysProp Database, 2012) und wird
von der OECD als Referenzsubstanz fur die Beurteilung der Vertrauenswurdigkeit eines

Testsystems zur Untersuchung der Hautpenetration empfohlen (OECD, 2004b).

3.3.2 Estradiol

Estradiol ist neben Estron und Estriol das wichtigste und am starksten wirksame
estrogene Hormon. Estrogene regulieren zahlreiche physiologische Prozesse, wie die
Entwicklung der weiblichen Sexualorgane und die Auspragung der sekundaren
weiblichen Geschlechtsmerkmale. Sie bewirken zusammen mit Progesteron die
zyklischen Veranderungen der Genitalorgane. Zudem fordern sie die Resorption und
den Einbau von Calcium-lonen in die Knochen und erhéhen somit die Knochendichte
(Kommentar zur Ph. Eur., 2012). Neben diesen typischen Hormonwirkungen besitzt
Estradiol auch charakteristische Wirkungen am Hautorgan. Es wirkt ab Konzentrationen
von 0,01% lokal oder systemisch kapillargefalRerweiternd und fordert die allgemeine
Durchblutung. Zudem stimuliert es die Proliferation von Epithelien im Genitalbereich
und Harntrakt und steigert die Kollagensynthese der Haut (Fachinformations Service,
2012c). Primare Anwendung findet Estradiol bei der Substitutionstherapie im weiblichen
Klimakterium zur Reduktion subjektiver Wechseljahrsbeschwerden und Osteoporose-
Prophylaxe. Dabei wird das Estradiol meist oral in Form von Filmtabletten angewendet.
Da oral appliziertes Estradiol jedoch einem hohen first-pass-Effekt von Uber 80%
unterliegt und somit hohe Dosierungen notwendig sind, bietet die transdermale
Applikation mit TTS und topisch anzuwendenden Gelen eine gute Alternative. Die
symptomatischen Behandlungen atrophischer Vaginitis mit O/W-Cremes sowie maliig
ausgepragter Entzindungen der Kopfhaut mit alkoholischen Lésungen sind weitere
Anwendungsgebiete (Rote Liste, 2012). In den meisten Arzneiformen wird das
Hemihydrat des Estradiols eingesetzt, da es im Vergleich zur wasserfreien Substanz
stabiler und nicht hygroskopisch ist. Der log Pow-Wert von Estradiol betragt 4,01
(PhysProp Database, 2012).
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3.3.3 Miconazol

Miconazol ist ein Imidazolderivat und gehort zur Gruppe der Azol-Antimykotika. Es ist
ein potenter Inhibitor der Biosynthese von Ergosterol, einem essentiellen Bestandtell
von Hefen und anderen Pilzen. Miconazol wird lokal zur Therapie von Pilzinfektionen
der Haut und Schleimhaut, wie z. B. vaginale Candidose und Mundsoor eingesetzt
(Kommentar zur Ph. Eur., 2012). Es ist jedoch auch gegen bestimmte grampositive
Bazillen und Kokken wirksam und eignet sich daher auch zur Behandlung von sekundar
infizierten Mykosen (Fachinformations Service, 2012a). Appliziert wird es hauptsachlich
in Form von Cremes, Salben und Gelen in 2%iger Konzentration. Da die Base des
Miconazols praktisch unloslich in Wasser ist, wird in Cremes und Salben meist das
besser wasserlosliche Nitratsalz verwendet (Rote Liste, 2012). Miconazol ist mit einem

log Pow-Wert von 6,25 ein sehr lipophiles Molekul (PhysProp Database, 2012).

3.3.4 Prednicarbat

Das Glucocorticoid Prednicarbat ist ein Ester des Prednisolons mit ausgepragten
antiphlogistischen, antiallergischen, antiexsudativen und antiproliferativen Wirkungen.
Nach topischer Applikation wird es in der Haut zu dem 8,3fach starker wirksamen
Prednisolon-17-ethylcarbonat metabolisiert, welches langsam zu Prednisolon zerfallt
(Kommentar zur Ph. Eur., 2012). Eine systemische Wirkung nach perkutaner
Verabreichung konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Der sehr geringe Einfluss
von Prednicarbat auf die Kollagensynthese und auf das Wachstum menschlicher
Hautfibroblasten spiegelt die geringe atrophogene Potenz des Wirkstoffes wider
(Fachinformations Service, 2012b). Es wird topisch in Form von 0,25%igen Cremes,
Salben, Lotionen oder Lésungen bei entzindlichen Hauterkrankungen, wie Ekzemen,
Psoriasis, entzindlichen Lichtdermatosen u. a. eingesetzt. Der log Pow-Wert von
Prednicarbat betragt 3,82 (PhysProp Database, 2012).

Alle weiteren eingesetzen Hilfs- und Wirkstoffe sind im Anhang unter den verwendeten

Substanzen aufgelistet.
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4 METHODEN

4.1 Mikroskopie

4.1.1 Licht- und Polarisationsmikroskopie

Die Zubereitungen wurden 24 h nach Herstellung und zu spateren Zeitpunkten mit
einem digitalen Mikroskop (Keyence VHX-500K, Keyence Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg) untersucht. Dabei wurde auf Homogenitat der Zubereitung,
FllUssigkeitsaustritt, Auspragung des fibrillaren Systems sowie auf Vorkommen von
Cholesterol- oder Wirkstoffkristallen geachtet.

Zur Betrachtung der Proben im polarisierten Dunkelfeld wurden unterhalb und oberhalb
der Probe Polarisationsfolien (Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg) angebracht,
die in Kreuzstellung zueinander stehen. Die erzeugten Schwingungsebenen des
polarisierten Lichts stehen somit senkrecht zueinander. Besitzt die Probe
doppelbrechende Eigenschaften, wird die Schwingungsebene des eingestrahlten Lichts
verandert, sodass ein Anteil dieses Lichts die zweite Folie passieren kann. Fur jede
flissigkristalline Phase ergeben sich typische Schwarz-Weil3-Muster, die als Texturen
bezeichnet werden (Muller-Goymann, 1998b).

Um morphologische Veranderungen des flussigkristallinen Systems beim Erwarmen
oder Abkuhlen visuell zu detektieren, wurden ausgewahlte Zubereitungen mit Hilfe
eines Mikroskop-Heiztisches (Mettler FP 52, Mettler Waagen GmbH, Gielden) mit
10 °C/min  bis maximal 160 °C aufgeheizt und anschlieBend wieder auf
Raumtemperatur abgekunhlt. Die Abkuhlrate konnte dabei nicht gesteuert werden.

4.1.2 Elektronenmikroskopie

Die Mikrostruktur von Flussigkristallen und fibrillaren Netzwerken niedermolekularer
Gele kann mit Elektronenmikroskopen visualisiert werden. Problematisch ist dabei das
Hochvakuum im Elektronenmikroskop, welches meist die Struktur von Proben
beschadigt, die Wasser oder andere flichtige Substanzen enthalten. Deshalb missen
entsprechende Zubereitungen mit speziellen Methoden prapariert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in den folgenden Abschnitten beschriebenen

Praparationstechniken und Elektronenmikroskope genutzt:
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4.1 Mikroskopie

41.2.1 Gefrierbruchpraparation und Untersuchung im TEM

Im Institut fur Pharmazeutische Technologie der Technischen Universitat Braunschweig
wurden die Proben durch Gefrierbruch prapariert und anschlieend im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) untersucht. Dazu wurde ein Tropfen Probe
mittels Glaskapillare auf ein Goldplattchen gegeben und mit einem zweiten
Goldplattchen bedeckt. Durch Uberfiihrung der Probenhalter in schmelzenden Stickstoff
wurde die Probe schockgefroren. Dies ermdglicht den Erhalt der bei Raumtemperatur
vorliegenden Probenstruktur. Die gefrorene Probe wurde in eine Gefrierbruchanlage
BAF 400 (Balzers GmbH, Wiesbaden) Uberfuhrt, in der bei -100 °C und einem Vakuum
von 5*10°bar das obere Plittchen vom unteren getrennt und somit die Probe

gebrochen wurde.

Probe - Fixierung der Probe zwischen zwei Goldplattchen

- Schockgefrieren in schmelzendem Stickstoff (-210°C)

- Transfer in eine Gefrierbruchanlage

<\\
/ \\&5 - Bruch bei -100°C und 5*10° bar
C l - Aufdampfen einer 2 nm Platin-Kohle-Schicht
s PUC bei einem Winkel von 45°

- Aufdampfen einer 20 nm Kohle-Schicht
bei einem Winkel von 90°

PR - Lésen des Replikums von der Probe und Reinigung
mit konzentrierter Schwefelsaure und Wasser
GRS

Abbildung 4.1:  Gefrierbruchpréparation zur Erzeugung von Probenreplica fir die
Transmissionselektronenmikroskopie (in Anlehnung an Miller-Goymann,
1999)
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Das so entstandene Probenrelief wurde dann mit einer 2 nm dunnen Platin-Kohle-
Schicht unter einem Winkel von 45° bedampft. Zur mechanischen Stabilisierung des
erhaltenen Abdrucks (Replikum) wurde dieses mit reiner Kohle unter einem 90°-Winkel
mit einer Schichtdicke von 20 nm bedampft (schematische Darstellung siehe Abbildung
4.1). Diese Replika wurden mit konzentrierter Schwefelsaure und Wasser von
Probenresten gereinigt, auf kleine Kupfernetze aufgebracht und in einem
Transmissionselektronenmikroskop LEO EM 922 (LEO, Oberkochen) mit einer
Beschleunigungsspannung von 200 kV betrachtet.

Durch die Schragbedampfung mit Platin werden der Platinquelle zugewandte
Erhebungen mit einer dickeren Schicht belegt. Dadurch werden verschiedene
Schichtdicken erhalten, die den Elektronenstrahl unterschiedlich stark absorbieren,

sodass abgestufte Helligkeitseffekte resultieren (Muller-Goymann, 1998b).

41.2.2 Kryopraparation und Untersuchung im Rasterelektronenmikroskop
Die Vermessung einer Probe mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) wurde im
Demonstrationslabor der Carl Zeiss AG in Oberkochen durchgefuhrt. Zunachst wurde
die Probe mittels Kryopraparation fixiert. Dazu wurde sie in schmelzendem Stickstoff
schockgefroren. Die oberste Schicht wurde inklusive anhaftender Eiskristalle mit einem
gekuhlten Mikrotom weggeschnitten. AnschlieRend wurde die Probe uUber ein Cryo-
Transfer-System in das REM Auriga 60 (Carl Zeiss AG, Oberkochen) Uberfuhrt. Um die
empfindliche Probe wahrend der Messung nicht zu beschadigen, wurde mit einer
niedrigen Beschleunigungsspannung von 2,0 kV gearbeitet. Zudem reduziert sich mit
kleiner werdender Spannung die Eindringtiefe des Elektronenstrahls in die Probe,
wodurch eine bessere, detailliertere Darstellung der Oberflache erhalten wird (Wagener,
2012).
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4.2 Rontgendiffraktometrie

Die Methode der Rontgendiffraktometrie nutzt die Beugung von Rontgenstrahlen an
Strukturen eines Probenmaterials und dient zur Charakterisierung und
Feinstrukturuntersuchung von Substanzen bzw. Zubereitungen. Die Réntgenstrahlen
werden dabei in einer Rontgenrohre generiert, in welcher an der Kathode austretende
Elektronen durch eine angelegte Hochspannung beschleunigt werden und auf die
Anode prallen. Neben der dabei freigesetzten Bremsstrahlung werden Elektronen aus
den K-Schalen der Anodenatome herausgeschlagen, welche durch Elektronen aus der
L-Schale ersetzt werden. Bei diesem Ubergang wird die fir das Anodenmaterial

charakteristische Rontgenstrahlung emittiert.

in Phase schwingende —<)
Réntgenstrahlen \

¥ Sekundarstrahlen

/

oo

. 1’ ‘

Netzebene 1 —O

O

_J _/
d
Netzebene 2+ (O—O—O—O O—0O0—0O—0O—
Weglangendifferenz I, Weglangendifferenz I,
L=1
L +1,=21

Abbildung 4.2: Modell zur Reflexionsbedingung nach Bragg (in Anlehnung an Schwabe, 2009a)

Ebene, parallele Schichten aus Atomen oder Moleklilen in einem Kristall oder
Flissigkristall werden als Netzebenen bezeichnet und stellen ein Beugungsgitter fur
Rontgenstrahlen dar. Durch einen auftreffenden Rontgenstrahl wird das Atom zu
Schwingungen  angeregt und emittiert Strahlung gleicher  Wellenlange
(Sekundarstrahlung). Je nach Entstehungsort und Geometrie des Beugungsgitters
legen die Sekundarstrahlen unterschiedlich lange Wege zurlick (Gangunterschied),
sodass parallele Strahlen sich durch Phasenverschiebung gegenseitig in ihrer Intensitat
verstarken oder abschwachen konnen (siehe Abbildung 4.2). Die Bedingungen, unter
denen sich Sekundarstrahlen maximal verstarken, werden durch das Braggsche Gesetz

(Gleichung 4.1) beschrieben:
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n-A=2-d-sinf (Gleichung 4.1)

2:1=2-d-sind (Gleichung 4.2)

Demnach schwingen parallele Strahlen nur in Phase, wenn ihr Weglangenunterschied [
einem ganzzahligen Vielfachen der Rontgenwellenlange 4 entspricht (Schwabe,
2009a). Aus der Braggschen Gleichung geht ebenso hervor, dass der
Netzebenenabstand umgekehrt proportional zum Reflexionswinkel 8 ist. Daher wird die
Rontgenkleinwinkeltechnik (SAXD = Small Angle X-Ray Diffraction) zur Untersuchung
groRer  Netzebenenabstande im  Bereich der Fernordnung und die
Roéntgenweitwinkeltechnik (WAXD = Wide Angle X-Ray Diffraction) fir kleine d-Werte
im Bereich der Nahordnung genutzt. Zur genauen Erfassung der Netzebenenabstande
in Flussigkristallen wird daher SAXD verwendet. Diese Methode bietet zudem die
Moglichkeit, die Art der flussigkristallinen Phase zu bestimmen, da die Abfolge der

Interferenzen fur verschiedene Flussigkristalle charakteristisch ist:

Lamellar 1+ 12 13 : 14
Hexagonal 1+ B A T
Kubisch 1+ N2 0 U3 4
Kubisch 1+ U4 o 15 0 146

Mit WAXD-Messungen kann jedoch zumindest der Verlust der Nahordnung durch
fehlende Interferenzen bzw. Veranderung des Interferenzmusters im Weitwinkelbereich

gegenuber dem kristallinen Zustand ermittelt werden (Muller-Goymann, 1998b).

421 SAXD

Die SAXD-Messungen der Proben wurden ebenfalls am Institut fir Pharmazeutische
Technologie der Technischen Universitat Braunschweig durchgefihrt. Dazu wurden die
Proben zwischen zwei weitestgehend rontgenamorphen Kapton-Folien (Krempel,
Vaihingen) in einen wurfelférmigen Probenhalter gelegt, welcher in eine Kiessig-
Lochblendkamera (Eigenbau des Pharmazeutischen Instituts der Technischen
Universitat Braunschweig) platziert wurde. Der Generator PW 1710 (Phillips, Kassel)
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mit einer Feinfokus-Rontgenrohre PW 2213-25 mit Cu-Anode (Beschleunigungs-
spannung 40 kV, Anodenstrom 25 mA) erzeugte Cu-Ka-Strahlung mit einer
Wellenlange von 0,1542 nm. Die ebenfalls vorhandene Cu-Kp-Strahlung wurde durch
einen Nickel-Filter reduziert. Die Detektion erfolgte mit einem OED 50M Detektor
(MBraun, Garching) und die Datenverarbeitung mit der Software ASA (MBraun,
Garching). Im Unterschied zum Detektor, der bei der WAXD-Messung genutzt wird,
fahrt dieser Detektor nicht die verschiedenen Winkelpositionen ab, sondern besitzt eine
feste Position und besteht aus einer Vielzahl von Kanalen. Durch Vermessen einer
Probe mit bekanntem Netzebenenabstand kann mit Hilfe der Braggschen Gleichung fur
jeden der Kanale ein Reflexionswinkel berechnet werden. Dazu wurde Cholesterol mit
einem bekannten Netzebenenabstand von d = 3,35 nm genutzt. Die Messzeit der
Proben betrug 10 h, die der Kalibriersubstanz 5000 s.

4.2.2 WAXD

Die Réntgenweitwinkeldiffraktometrie wurde sowohl zur Untersuchung der halbfesten
Systeme als auch zur Analyse pulverformiger Substanzen, wie z. B. des Cholesterol-
Anhydrates oder -Monohydrates eingesetzt. Dazu wurde ein Diffraktometer Stadi P
(Stoe & Cie GmbH, Darmstadt) verwendet. Die genutzte Strahlung war Cu-Kas-
Strahlung, die aus einer Rontgenrdhre mit  Cu-Anode bei  einer
Beschleunigungsspannung von 40 kV und einem Anodenstrom von 30 mA generiert
wurde. Die durchgefuhrten Messungen sind Transmissionsmessungen, bei denen die
Probe zwischen zwei Mylar-Folien in einem rotierenden Probenteller befestigt wurde.
Die gebeugte Rontgenstrahlung wurde Uber einen ortsempfindlichen Detektor erfasst
und mit Hilfe der WinX"°" Software in ein charakteristisches Réntgendiffraktogramm

umgewandelt.
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4.3 Thermoanalytische Verfahren

4.3.1 Dynamische Differenzkalorimetrie

Bei thermoanalytischen Verfahren wird die Probe einem kontrollierten
Temperaturprogramm  unterworfen, um temperaturbedingte Anderungen von
Eigenschaften eines Probenmaterials zu untersuchen. Um energetische (endotherme
und exotherme) Veranderungen zu erfassen, wurde die Methode der Dynamischen
Differenzkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry, DSC) genutzt. Dazu wurde
eine Diamond DSC (Perkin Elmer, Massachusetts, USA) verwendet. Dieses Gerat
verfligt Uber zwei getrennte Ofen mit elektronisch geregelten Heizungen fiir den
Proben- und Referenztiegel, deren Temperaturdifferenz wahrend der gesamten
Messung auf AT =0 °C gehalten wird. So ist bei einem endothermen Vorgang im
Probentiegel die Heizleistung flr diesen erhdht, bei einem exothermen Vorgang wird sie
heruntergeregelt. Uber die Veradnderung der Heizleistung kann die aufgetretene
Enthalpiednderung der Probe erfasst werden. Solche Enthalpieanderungen konnen
u.a. beim Schmelzen, Rekristallisieren oder bei Umwandlungen in andere
Kristallmodifikationen auftreten (Schwabe, 2009b). Zudem kdénnen Phasen-
umwandlungen von Flussigkristallen, bei denen die Art des flUssigkristallinen Zustandes
wechselt, erfasst werden, da diese ebenfalls mit einer Anderung des Energiegehaltes
des Systems einhergehen (Muller-Goymann, 2004).

Zur Durchfihrung der Messung wurde die Probe (ca. 5 bis 15mg) in einen
Aluminiumtiegel (DSC Pans 40 pl, Perkin EImer, Massachusetts, USA) eingewogen und
mit einem Aluminiumdeckel kalt verschweil3t. Bei Vermessung von Feststoffen wird der
Deckel gelocht, um einen Druckausgleich bei eventueller Gasbildung zu gewahrleisten
(Open-Pan-Methode). Bei Vermessung des halbfesten Systems sowie bei Proben vom
humanen Stratum corneum wurde jedoch im geschlossenen System gearbeitet, um die
Detektion kleinster Energieanderungen zu ermdoglichen. Die Start- und Endtemperatur
sowie die Heizrate unterscheiden sich je nach Probenart und werden jeweils bei der
Ergebnisdarstellung angegeben. Alle Proben wurden in Inertgasatmosphare unter
Stickstoffbegasung vermessen. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der
Software PYRIS (Version 9.0, Perkin EImer, Massachusetts, USA).
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4.3.2 Thermogravimetrische Analyse

Zur Unterscheidung zwischen Cholesterol-Monohydrat und -Anhydrat wurde u. a. die
thermogravimetrische  Analyse  verwendet. Mit dieser Methode  werden
temperaturbedingte Massenanderungen einer Probe erfasst. Dabei steht der
Probentiegel auf einer kleinen Waagschale, die mit einer elektronischen Mikrowaage
verbunden ist. Zur Durchfuhrung wurde der Simultaneous Thermal Analyzer STA 6000
der Firma Perkin Elmer (Massachusetts, USA) genutzt. Die Substanz (ca. 5 bis 15 mg)
wurde ebenfalls in einen Aluminiumtiegel eingewogen und mit gelochtem Deckel
verschweildt. Zunachst wurde die Temperatur von 25°C fur 10 min gehalten,
anschlieend wurde mit einer Heizrate von 15 °C/min bis 160 °C aufgeheizt. Wahrend
der gesamten Messung wurde die Probe mit Stickstoff umspult. Die Auswertung des
gemessenen Masseverlustes erfolgte mit der Software PYRIS (Version 9.0, Perkin

Elmer, Massachusetts).
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4.4 Rheologie

4.41 Oszillation

4411 Einfuhrung

Mit Hilfe von Oszillationsmessungen werden die viskoelastischen Eigenschaften der
halbfesten Proben untersucht. Die zugrunde liegenden Prinzipien dieser Messmethode
werden im Folgenden anhand eines Platte/Platte-Modells erlautert. Wahrend die obere,
runde Platte zu sinusformigen Schwingungen (angegeben als Kreisfrequenz w)
angeregt wird, ist die untere Platte unbeweglich. Folglich wird die im Spalt befindliche
Probe geschert. Bei einer schubspannungsgeregelten Belastung gilt far die

sinusformige Schubspannungskurve:

t()=1, sinw-? (Gleichung 4.3)

und fur die resultierende Deformationskurve:
y(®) =y, sin(@-1+06) (Gleichung 4.4)

T, Schubspannungsamplitude
v,  Deformationsamplitude

@ Kreisfrequenz

) Phasenverschiebungswinkel

Fir idealelastische Substanzen gilt nach dem Hook‘schen Gesetz:

() =G*y (1) (Gleichung 4.5)

mit dem komplexen Schubmodul G*, welcher den Widerstand gegen die Verformung
reprasentiert. Bleibt die Probenstruktur wahrend der Messung intakt (d. h. wird im
linearviskoelastischen Bereich gemessen, siehe unten), ist G* konstant. Somit verlauft
die Deformationsfunktion in Phase mit der auferlegten Schubspannungsfunktion,
sodass der Phasenverschiebungswinkel zwischen den beiden Kurven hier den Betrag
0 =0° hat.
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FUr idealviskose Stoffe gilt nach dem Newtonschen Gesetz:
r(t)y=n*y) (Gleichung 4.6)

mit der Scherratenfunktion y(r) und der komplexen Viskositat 7 *, welche den
FlieBwiderstand der Messsubstanz reprasentiert. Im linearviskoelastischen Bereich ist
n* Kkonstant, sodass die resultierende Deformationskurve mit einem
Phasenverschiebungswinkel von é =90° verzogert verlauft.

Viskoelastische Stoffe weisen sowohl viskose als auch elastische Eigenschaften auf,

sodass 6 zwischen 0° und 90° liegt (siehe folgende Abbildung 4.3).

T Schubspannungskurve t(t)

y Deformationskurve y(t)

idealelastisch
viskoelastisch
| idealviskos

v

+8=90°

Abbildung 4.3:  Schubspannungsfunktion und Deformationsfunktionen von idealelastischen,
idealviskosen und viskoelastischen Stoffen (in Anlehnung an Bohlin
Instruments, 1999)

Neben dem Phasenverschiebungswinkel und der komplexen Viskositat werden das
Speichermodul und das Verlustmodul als Parameter zur Auswertung der
Oszillationsmessung genutzt. Das Speichermodul G* reprasentiert das elastische
Verhalten der Messprobe und beschreibt die in der Probe gespeicherte
Deformationsenergie, die nach Beendigung der Belastung wieder vollstandig zur

Ruckverformung der Probe zur Verfugung steht. Das Verlustmodul G reprasentiert das
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viskose Verhalten der Messprobe und beschreibt die verlorene Deformationsenergie,
die zur Veranderung der Probenstruktur aufgebraucht und/oder an die Umwelt
abgegeben wird. Die Summe des Speicher- und Verlustmoduls wird durch das
komplexe Schubmodul G* dargestellt.

Vorgabe- und Messparameter sind nur im linearviskoelastischen Bereich proportional
zueinander. Messungen aullerhalb diesen Bereichs liegen nicht mehr im
Geltungsbereich der Gesetze von Hooke und Newton und die Messergebnisse sind nur
mit komplizierten Berechnungsformeln auswertbar (Mezger, 2006).

Rheologische Messungen konnen zur Strukturaufklarung flussigkristalliner Systeme
beitragen, da die verschiedenen Mesophasen charakteristische Flieleigenschaften
aufweisen. Je nach Auspragung des Ordnungsgrades kann sowohl ideal viskoses als
auch strukturviskoses Verhalten vorliegen. Kubische und hexagonale Mesophasen sind
weniger fliefahig. lhr  viskoelastischer Charakter kann mit Hilfe von
Oszillationsmessungen ermittelt werden (Muller-Goymann, 1998b). Zudem kann mit
dieser Messmethode die Art des vorliegenden Netzwerkes in niedermolekularen

Organogelen bestimmt werden (Terech et al., 1997).

441.2 Methoden

Die Oszillationsmessungen wurden mit einem Rotationsviskosimeter vom Typ CVO 120
(Bohlin Instruments, Malvern, Worcestershire, GroRbritannien) mit einer Platte/Platte-
Messeinrichtung (Plattendurchmesser 40 mm) durchgefuhrt. Um bei einer unbekannten
Messprobe die Grenze des linearviskoelastischen Bereichs und den
Schubspannungswert zu detektieren, bei dem die geringsten Messschwankungen
auftreten, wurde zunachst ein Amplitudensweep gefahren. Dazu wurde bei einer
konstanten Frequenz von 1 Hz die Schubspannung stufenweise (logarithmisch) von
0,5 bis 50 Pa erhoht. War dieser Bereich noch nicht aussagekraftig, wurde er
entsprechend angepasst. Wahrend eines Amplitudensweeps wurden 60 Messpunkte in
120 s erfasst. Die eigentliche Messung erfolgte anschlielend bei der ermittelten,
konstanten Schubspannung und konstanter Frequenz von 1 Hz mit 20 Messpunkten in
einer Messzeit von 60s. Die Temperatur wurde stets auf 25°C gehalten. Die
Spaltbreite zwischen den beiden Platten betrug je nach Probenart zwischen 300 und
1000 um. Damit sich die Probenstruktur nach Herunterfahren der oberen Platte wieder
reorganisieren konnte, wurde eine Erholungszeit von 2 bis 5 min eingehalten. Bei

ausreichend grof3er Probenmenge wurden jeweils drei Messungen durchgefuhrt (n = 3).
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4.5 Freisetzungs- und Permeationstests

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Bohlin-Software, Version 6.50.5.8
(Malvern Instruments, Worcestershire, GroRRbritannien).

4.4.2 Viskosimetrie

Um Viskositatskurven der halbfesten Proben zu ermitteln, wurde das zuvor genannte
Rheometer mit gleicher Messeinrichtung im Viskositatsmodus genutzt. Dazu wurde eine
logarithmische Scherrampe von 0,5 bis 50 s™ (Auf- und Ab-Rampe) mit insgesamt
40 Messpunkten in einer Zeit von 240 s gefahren. Zudem wurde die Spaltbreite auf

1000 pym eingestellt und die Messung nach einer Erholungszeit von 5 min gestartet.

4.5 Freisetzungs- und Permeationstests

Die Wirksamkeit halbfester Formulierungen hangt u. a. davon ab, wie gut es gelingt,
den Wirkstoff in ausreichender Konzentration an den Wirkort zu transportieren. Dabei
spielen Freisetzung des Wirkstoffes aus der Formulierung und Penetration des
Wirkstoffes in die Haut bzw. Permeation durch die Haut eine wesentliche Rolle. Um
diese beiden Prozesse zu testen, existieren eine Reihe von Methoden und Modelle, die
nicht immer eine vergleichende Betrachtung erlauben. Daher wurden in den letzten
Jahren Richtlinien flr entsprechende in vivo- und in vitro-Untersuchungen von der
Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) publiziert.
Diese dienen auch als Grundlage fur entsprechende Richtlinien anderer
Organisationen, wie beispielsweise der Weltgesundheitsorganisation (WHO) oder des
wissenschaftlichen  Beratungsgremiums der Europaischen Kommission zu
kosmetischen und Nicht-Lebensmittel-Produkten (SCCNFP).

Im Folgenden werden Aspekte zunachst zur Durchfihrung der Permeations- und
Freisetzungstests und anschlieRend zur Hautmembranauswahl und deren

Praparationstechniken unter Berlcksichtigung entsprechender Richtlinien erlautert.

4.5.1 Testdurchfiihrung

Die Permeationsuntersuchungen wurden mit einem V9 Franz-Diffusions-Zellen-System
(PermeGear, Hellertown, USA), welches die gleichzeitige Nutzung von neun Franz-
Zellen ermdglicht, durchgefuhrt. Der Aufbau einer Franz-Zelle ist in Abbildung 4.4
dargestellt.

42



4 Methoden

Das Akzeptorkompartiment hat ein Volumen von 8 ml und die Diffusionsflache zwischen
Donor- und Akzeptorkammer betragt 1,00 cm? Als Membranen wurden humane
Epidermis, humanes Stratum corneum sowie Mausvollhaut verwendet (siehe
Abschnitt 4.5.2). Zur mechanischen Stabilisierung des Stratum corneum wurde dieses
auf einen Celluloseacetat-Filter mit einer Porengrof3e von 0,2 ym (Sartorius, Gottingen)

gelegt.

C D
/\_ '_7> Donorkammer

~———  Hautmembran/Filter

/ o B
‘\\“ )
Temperiermantel — 2
™~ Probenentnahmerdhrchen
| L ‘
O N Akzeptormedium
(&)
Magnetrihrer

Abbildung 4.4:  Aufbau einer Franz-Diffusionszelle

Die Temperatur des Akzeptormediums wurde wahrend des gesamten Tests durch ein
Temperierbad (Lauda Thermostat, Lauda Dr. R. Wobser GmbH & CO. KG, Lauda-
Kdnigshofen) konstant auf 32 + 1 °C gehalten. Um zu verhindern, dass eine zu geringe
Ldslichkeit der Testsubstanz im Akzeptormedium als Penetrationsbarriere agiert,
mussen Sink-Bedingungen eingehalten werden. Das heif3t, die Konzentration der
Testsubstanz darf am Ende des Tests hochstens 10% der Sattigungsloslichkeit
betragen. Um dieses auch bei schlecht wasserléslichen Substanzen zu gewahrleisten,
empfiehlt die OECD den Zusatz von max. 50% organischem Ldsemittel (z. B. Ethanol),
6% Polyethylenglykol-20-oleylether (Brij 98) oder 5% BSA (Bovine Serum Albumin)
(OECD, 2010). Nach Bestimmung der Sattigungsldslichkeiten in den unterschiedlichen
Medien (siehe Abschnitt 5.4.1) und unter Berlcksichtigung der physiologischen
Relevanz wurde ein Soérensen-Phosphatpuffer pH 7,4 (siehe Anlage) mit einem Zusatz

von 5% BSA als Akzeptormedium fur alle Versuche eingesetzt.
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4.5 Freisetzungs- und Permeationstests

Bei der aufzutragenden Menge der Testformulierung unterscheiden OECD und WHO
zwischen ,finite dose®- und ,infinite dose“-Bedingungen. Demnach soll bei ,finite dose®-
Bedingung der normale Gebrauch imitiert werden. Die maximale Auftragung der
Testformulierung betragt dabei 10 mg/cm?2. Eine Masse von mehr als 10 mg/cm? wird
appliziert, wenn Steady-state-Bedingungen erreicht werden sollen, um z. B.
Permeabilitatskonstanten oder Absorptionsraten berechnen zu kénnen (Kielhorn et al.,
2005). Da die gleichmaRige Verteilung solch geringer Mengen nicht einfach zu
handhaben war, ohne dabei die Membran zu verletzen, wurden neben den ,finite®-
Dosierungen (applizierte Masse 10mg) auch infinite“-Dosierungen (40 mg)
angewendet. Nach welcher Methode die Auftragung erfolgte, wird jeweils bei der
Ergebnisdarstellung mit angegeben. Die Probenentnahme von jeweils 0,6 ml erfolgte zu
festgelegten Zeitpunkten nach 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 10; 12; 24 und 30 Stunden mit einer
1 ml Spritze. Um eine bessere Durchmischung des Akzeptormediums zu erhalten,
wurde vor jedem Probenzug die Spritze dreimal mit dem Akzeptormedium gespult. Die
Gehaltsbestimmung erfolgte mit Hilfe der HPLC-Analytik (Methode siehe Anhang).
Zuvor wurde durch Zugabe gleicher Volumenteile Acetonitrii zur Probe das BSA
ausgefallt und mittels Zentrifugation (Eppendorf Centrifuge 5430 R, Eppendorf AG,
Hamburg) fir 10 min bei 7000 rpm abgetrennt. Der klare Uberstand wurde zur
Gehaltbestimmung in die HPLC-Anlage injiziert.

Die Freisetzungsuntersuchungen wurden entsprechend den Permeationstests
durchgefuhrt. Als Membran wurde nur der Celluloseacetat-Filter mit gleicher
PorengroRe verwendet. Die letzte Probe wurde nach 24 h entnommen und die

applizierte Masse der Testformulierung betrug 10 mg.

4.5.2 Verwendete Hautmembranen

Fur die Testung der kutanen Resorption kann prinzipiell Haut von allen Saugern
verwendet werden. Da die in vitro-Untersuchungen jedoch meist zur Vorhersage der
in vivo-Resorption in Humanhaut dienen, wird diese auch als Testmembran von der
OECD favorisiert. Da humanes Hautmaterial jedoch nicht immer zur Verfligung steht
und die Beschaffung oft mit groRem Aufwand verbunden ist, kann alternativ auch
Schweinehaut genutzt werden. Diese ist in Morphologie und Permeabilitat der
Humanhaut am ahnlichsten (OECD, 2004a). Beim Einsatz von Humanhaut wird meist
Brust- oder Bauchhaut verwendet. Dabei kommen grundsatzlich vier Membrantypen in

Frage: die Vollhaut, welche nicht dicker als 1 mm sein sollte; 200 um bis 400 um dicke
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dermatomisierte Haut; Epidermis oder das isolierte Stratum corneum (OECD, 2010,
letzteres wird in Richtlinien nicht erwahnt). Diese Membranen unterscheiden sich in
ihrer Dicke und somit hauptsachlich in ihrer Diffusionsstrecke. Die Verwendung von
Vollhaut ist fir Permeationsuntersuchungen von lipophilen Substanzen nicht geeignet,
da ein Groldteil des Wirkstoffes in der Dermis verbleibt und nicht in das
Akzeptormedium gelangt (Netzlaff et al., 2007). Zudem kommt es beim Praparieren
entsprechender Hautschichten haufig zu Verletzungen der Haut. Daher werden im
Rahmen dieser Arbeit bei Verwendung von Humanhaut nur Epidermis und das isolierte
Stratum corneum verwendet.

Die Hautproben stammen aus der Brust- und Bauchregion von Personen weiblichen
Geschlechts (41 und 34 Jahre) und wurden von der Plastischen Chirurgie der
Ostseeklinik Kiel sowie der Esthesis Praxis in Kiel zur Verfugung gestellt. Die frisch
gelieferten Hautproben wurden zunachst vom subkutanen Fettgewebe befreit und
anschliefend bei -25 °C tiefgefroren. Die Gewinnung der Epidermis erfolgte mit Hilfe
der Hitzeseparierung. Dazu wurde die aufgetaute Haut in ca. 2 x 2 cm groRe Stlicke
geschnitten, welche dann einzeln zwischen zwei Aluminiumplatten leicht fixiert und far
90 Sekunden in 60 °C warmes Wasser gehalten wurden. Anschlielend konnte mit zwei
Pinzetten die Epidermis von der Dermis abgezogen werden (siehe Abbildung 4.5).
Diese wurde dann entweder fur einen Penetrationstest sofort zwischen Donor- und
Akzeptorkammer der Franz-Zelle platziert oder zur Isolierung des Stratum corneum
weiter prapariert. Die Isolierung des Stratum corneum erfolgte mit Hilfe der
Trypsinierung nach der Methode von Kligman und Christophers (Kligman et al., 1963).
Dazu wurde die Epidermis auf einen mit Trypsinldsung (0,03%) getrankten Papierfilter
gelegt, zwischen zwei Glaspetrischalen dicht verschlossen und bei 37 °C far
48 Stunden inkubiert. Anschlielend wurde etwas Sdérensen-Puffer zugegeben und das
Stratum corneum vom Filter abgelost bis es oben schwamm (siehe Abbildung 4.5).
Nach Ausstanzen mit einem Rundstanzeisen (& 25 mm) wurde die Hautmembran auf
einen Rundfilter (s.0.) aufgenommen, um sie anschlieBend zum Waschen in Trypsin-
Inhibitorldsung 0,04% und Pufferlésung Uberfihren zu kénnen. Zur Verwendung fur
einen Penetrationsversuch wurde das Stratum corneum zusammen mit dem Filter auf
die Akzeptorkammer gelegt. Fur die Vermessung mit der DSC wurde es auf eine

Teflonlochplatte platziert und im Exsikkator getrocknet.
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Abbildung 4.5:  links: Abziehen der Epidermis von Dermis, rechts: aufschwimmendes Stratum
corneum nach Ablbsen vom trypsingetrénkten Papierfilter

Auch wenn die Viabilitat der Haut zerstort wird, bleiben die eigentlichen
Permeationseigenschaften der Haut nach Entnahme aus dem Koérper und
entsprechenden Praparationen erhalten, da die wesentliche Diffusionsbarriere ohnehin
durch eine nicht lebende Schicht dargestellt wird (OECD, 2004b). Zudem wurde
nachgewiesen, dass eine zweiminutige Inkubation der Haut bei 60 °C warmen Wasser
sowie die einjahrige Lagerung bei -25°C keine signifikanten Veranderungen der
Permeabilitéat hervorrufen (Pitman et al., 1982, Harrison et al., 1984). Daher ist die
Hitzeseparierung zur Gewinnung der Epidermis eine von der OECD empfohlene
Methode. Dies gilt zwar nicht fur die Trypsinierung, jedoch wurde von Kligman und
Christophers postuliert, dass selbst eine 1%ige Trypsinldsung die Hornschicht nicht
zerstort und der naturliche Zustand erhalten bleibt (Kligman et al., 1963). Bei
Verwendung nicht lebender Hautschichten schreibt die OECD die Testung der Integritat
der Membranen vor und nach Testdurchfiihrung vor. Diese sollen entweder mit Hilfe
von Messungen des Transepidermalen Wasserverlustes, durch
Widerstandsmessungen oder Permeationsuntersuchungen mit Tritiumoxid erfolgen
(OECD, 2004a). Zur Uberprifung der Unversehrtheit der verwendeten Membranen
wurde im Rahmen dieser Arbeit der Transepitheliale Elektrische Widerstand (TEER) mit
einem EVOM (World Precision Instrument, Sarasota) mit einem Messbereich bis 20 kQ
bestimmt. Dazu wurde die Akzeptor- und Donorkammer mit der BSA-Pufferlosung
geflllt. Eine Elektrode des TEER-Gerates wurde ca. 5 mm Uber der zu testenden
Membran, die andere in die Probenzugsoffnung der Akzeptorkammer gehalten und
dann ein Messwert aufgenommen. Die verwendeten Elektroden wurden im Institut

selbst angefertigt. Laut Fokul et al. zeigen unversehrte Membranen des Stratum
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corneum einen TEER > 20 kQ (Fokuhl et al., 2007). Lag der Messwert vor Testbeginn
unterhalb von 20 kQ, wurde die Membran nach Moglichkeit ausgetauscht.

Aufgrund geringer Absorptionsraten durch die humanen Membranen wurde ebenfalls
Maushaut verwendet. Diese besitzt ein sehr dinnes Stratum corneum und zeigt daher
in einigen Studien eine 30- bis 40fach gesteigerte Permeabilitat im Vergleich zu
Humanhaut (El-Kattan et al., 2000). Verwendet wurde Vollhaut von neun Wochen alten,
weiblichen Nacktmausen des Typs Athymic nude. Die Haut wurde fertig prapariert von
der Firma Harlan Laboratories B.V. (NM Horst, Niederlande) erworben. Die 2,5 x 2,5 cm
grolRen Hautsticke waren auf dunne Styroporplatten gespannt und wurden auf
Trockeneis geliefert. Unmittelbar vor Testbeginn wurden sie mit einem Rundstanzeisen

(9 23 mm) ausgestanzt und auf die Akzeptorkammer der Franz-Zelle gelegt.

4.6 Spezielle Methoden

Die in der Tabelle 4.1 gelisteten Methoden bestimmter Versuche werden detailliert in

den genannten Kapiteln beschrieben.

Tabelle 4.1: Ubersicht spezieller Methoden
Methode Kapitel
Herstellungsmethoden des halbfesten Systems 5.1

Bestimmung der Sattigungsldslichkeit von Cholesterol in Propylenglykol  5.1.6
Bestimmung des Wassergehaltes von Propylenglykol 5.2.6.1
Trocknung von Propylenglykol 5.2.6.2
Bestimmung der Sattigunsldslichkeit von Wirkstoffen in Propylenglykol 5.4.1

DSC-Messung von humanem Stratum corneum 54.3
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5 PRAKTISCHER TEIL

5.1 Herstellungsmethoden

Zur Untersuchung der Herstellungstechnik des halbfesten, flussigkristallinen Systems
wurde — sofern nicht anders angegeben — mit einer Konzentration von 5% Cholesterol
in Propylenglykol gearbeitet. Dazu wurde das Cholesterol anteilig mit Propylenglykol in
einer Fantaschale angerieben. Wird diese Suspension nicht weiter behandelt, sondern
in ein Weithalsglas abgeflllt und stehen gelassen, verfestigt sich das System derart,
dass durch Umdrehen des Gefalles kein Fliellen mehr stattfindet. Durch vorsichtiges
Umrdhren mit einem Glasstab oder durch Schitteln des Gefalles tritt das
Propylenglykol wieder aus und es liegt eine inhomogene, gelierte Suspension vor.
Mikroskopisch ist ein Umkristallisieren in gro3e, nadelformige Partikel (bis ca. 200 ym)
zu beobachten (siehe linkes Bild der Abbildung 5.1). Diese Nadeln zeigen im

polarisierten Dunkelfeld starke Doppelbrechung und haben somit kristallinen Charakter.

E7Y

Abbildung 5.1:  Lichtmikroskopische Aufnahmen von Cholesterol-Formulierungen
links:  direkt nach Anreiben in der Fantaschale
mitte:  nach mehreren Tagen Standzeit ohne Behandlung
rechts: nach entsprechender ,Aktivierung“ mit fibrilldrer Struktur

Um die Cholesterol-Suspension in ein flussigkristallines, halbfestes System zu
uberfuhren, das ein homogenes, cremeartiges Erscheinungsbild und mikroskopisch ein
Netzwerk aus fibrillaren Strukturen (rechtes Bild der Abbildung 5.1) aufweist, ist eine
gewisse ,Aktivierung“ notwendig. In diesem Kapitel wird die Verwendung verschiedener
Gerate und Methoden zu diesem Zweck beschrieben.
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5.1.1 Schwingmiuhle

Zunachst wurde die Aktivierung des Systems mit Hilfe einer Labor-Schwingmuhle
MM 2000 (Retsch GmbH & Co.KG, Haan) erprobt. Diese enthalt zwei Mahlbecher,
welche in horizontaler Lage Schwingungen austben. Die im Mahlbecher enthaltenen
Mahlkugeln schlagen aufgrund ihrer Tragheit mit hoher Energie auf das an den
abgerundeten Stirnflachen befindliche Probengut auf. Dadurch wird das Produkt
zerkleinert und durch die Becher- und Kugelbewegung gleichzeitig durchmischt. In
dieser Arbeit wurden Mahlbecher und Mahlkugeln aus verschiedenen Materialien
eingesetzt. Dabei wurden zunachst ein Mahlbecher aus Achat mit einem
Kammervolumen von 5 ml sowie vier Achat-Mahlkugeln mit einem Durchmesser von
7 mm verwendet. Der untere Teil des Mahlbechers wurde mit den Mahlperlen bestlckt
und dann mit der angeriebenen Cholesterol-Suspension vollstandig aufgefillt. Die
Schwingungsintensitat der Mahlbecher konnte mit Einstellung der Amplitude in
Zehnerschritten von 10 bis 100 variiert werden, wobei die maximale Amplitude von 100
einer Schwingungsintensitat von 1800 min™ entspricht. Bereits bei einer Amplitude von
30 und einer Schwingungsdauer von 30 min konnte die Suspension in ein halbfestes
System Uberfuhrt werden, welches mikroskopisch ein dichtes Netzwerk aus
fibrillenartigen Strukturen aufweist (siehe Abbildung 5.2). Die Erhohung der
Schwingungsdauer bis auf 90 min hatte keinen Einfluss auf die makro- und
mikroskopische Beschaffenheit. Eine weitere Verlangerung der Prozesszeit auf 180 min
fuhrte entsprechend makroskopischer Beurteilung zu einer geringfugigen Verringerung
der Viskositat. Durch die Erhdhung der Amplitude auf 60, konnte die Schwingungsdauer
auf 20 min reduziert werden. Eine weitere Reduzierung der Herstellungszeit auf 15 min
bedarf der Verwendung der hdchsten Amplitude. Da die gewonnene Produktmenge mit
diesem Verfahren weniger als 2 g betrug, wurde in einem weiteren Versuch ein
Zirkoniumdioxid-Mahlbecher mit einem Kammervolumen von 10 ml und drei Mahlkugeln
aus gleichem Material verwendet. Die Schwingungsdauer von 30 min reichte bei einer
Amplitude von 30 nicht aus, um das Produkt zu gelieren, sondern musste auf 60 min
erhdht werden. Das dabei ausgebildete Produkt weist bei mikroskopischer Betrachtung
sehr viele Partikel auf (siehe Abbildung 5.2), die wahrscheinlich auf Abrieb der
Zirkonoxidmaterialien zurtuckzufihren sind. Bei Verwendung des groReren Mahlbechers
mit einem Kammervolumen von 25 ml wurden Mahlperlen aus yttriumstabilisiertem
Zirkonoxid (SiLibeads Typ ZY; 0,4 mm bis 0,6 mm; Sigmund Lindner GmbH,
Warmensteinach) eingesetzt. Durch den Zusatz von Yttrium erhalten die Mahlperlen
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eine besonders gute Abriebfestigkeit. Das bei einer Amplitude von 60 und einer
Schwingungsdauer von 20 min ausgebildete halbfeste Produkt zeigte auch einen

deutlich geringeren Abrieb.

Abbildung 5.2:  Lichtmikroskopische Aufnahmen von mit der Schwingmihle produzierten
Proben:
links: Achatmahlbecher und -kugeln, Amplitude 30, Zeit 30 min
rechts: ZrO,-Mahlbecher und -kugeln, Amplitude 30, Zeit 60 min

Nur im linear polarisierten Licht konnten geringe Anteile von kleinen Partikeln (< 1 uym)
detektiert werden. Um den Abrieb jedoch ganz zu unterbinden, wurde der Einsatz von
Mahlperlen aus Polystryrol (0,61 mm bis 0,99 mm; Norstone Inc. Bridgeport, USA)
getestet. Diese besitzen aufgrund ihrer viel geringeren Schittdichte wahrend des
Mahlprozesses eine geringere kinetische Energie. Die Ausbildung des halbfesten
Produktes konnte auch mit diesen Mahlperlen bei gleicher Parametereinstellung
erreicht werden (siehe Tabelle 5.1). Zudem ist dieses Produkt frei von Abriebpartikeln.
Die Abtrennung der kleinen Mahlperlen vom halbfesten Produkt erfolgte durch leichtes
Abpressen durch eine 100 ml Spritze, in welche ein Sieb mit einer Maschenweite von
300 um eingelegt war. Kurze Zeit nach dem Abfiltrieren der Mahlperlen trat jedoch
Propylenglykol aus dem System aus, sodass dieses Verfahren nicht zur Herstellung

grélierer Produktmengen geeignet zu sein scheint.
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Tabelle 5.1: Ubersicht der Herstellungsversuche mit der Schwingmdihle
Mahlbecher  Mahlperlen Amplitude Zeit Produktbeurteilung
30
homogenes, halbfestes
30 60 Produkt
90
homogenes, halbfestes
30 180 Produkt, etwas geringere
Viskositat
Achat 4 Achatperlen
5 ml (@ 4 mns) 60 20 homogenes, halbfestes
Produkt
90 15 homoger?e, flussige
Suspension
homogenes, halbfestes
100 15 Produkt
0 e s
Zirkonoxid 3 Zirkonoxidperlen P
10ml (@12 mm) 30 60 homogenes, halbfestes
Produkt mit Abrieb
25 g SiLibead- halbfestes Produkt,
Mahlperlen 60 20 Flussigkeitsaustritt, leichter
Zirkonoxid (9 0,4-0,6 mm) Abrieb
25ml 6 g Polystyrol-
mahlperlen 60 20 halbfestes Produkt,

(@ 0,61-0,99 mm)

FlUssigkeitsaustritt
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5.1.2 Hochleistungsdispergierer

Der Hochleistungsdispergierer Ultra-Turrax® T25 digital mit dem
Dispergierwerkzeug S25N-25G (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen) ist eine
Zahnkranzdispergiermaschine, welche nach dem Rotor-Stator-Prinzip arbeitet. Dabei
dreht sich ein gezahnter Rotor mit sehr hoher Geschwindigkeit im ebenso gezahnten
Stator. Dadurch wird das Produkt axial in den Dispergierkopf gesaugt und anschlieRend
radial durch die Schlitze der Rotor-Stator Anordnung gepresst (siehe Abbildung 5.3).
Durch die grof’en Beschleunigungskrafte wird das Produkt von sehr starken Scher- und
Schubkraften beansprucht. Die zwischen dem Rotor und Stator auftretenden
turbulenten Stromungsverhaltnisse sorgen zudem fur eine optimale Durchmischung der

Suspension.

Abbildung 5.3:  Dispergierprinzip eines Ultra-Turrax® (IKA-Werke, 2007)

Um zu testen, ob diese starken Dispergierkrafte zur Ausbildung des fibrillaren Systems
geeignet sind, wurden 50 g einer frisch hergestellten 5%igen Cholesterol-Suspension in
ein 100 ml Becherglas Uberfihrt und zunachst fir 10 min bei geringster
Geschwindigkeit (3200 U/min) dispergiert. Nach dieser Zeit konnte noch keine
Veranderung der Viskositat beobachtet werden, sodass das Produkt fur weitere 10 min
behandelt wurde. Auch danach trat keine Verdickung des Systems ein. Die
Verwendung einer héheren Umdrehungsgeschwindigkeit (17200 U/min) flhrte bereits
nach 1,5 min zu einem starken Temperaturanstieg auf 51 °C, wahrend das Produkt
weiterhin flussig blieb. Wie in Abschnitt 5.1.6 noch naher beschrieben wird, wirkt sich
ein Temperaturanstieg Uber 45 °C negativ auf die Bildung der flussigkristallinen Phase
aus. Somit ist der Hochleistungsdispergierer generell nicht zur Herstellung des

halbfesten Cholesterol-Systems geeignet.
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5.1.3 Planeten-Mischer

Als Planeten-Mischer wurde ein Thinky Mixer Typ ARE-250 (Thinky Corporation, Tokio,
Japan) verwendet. Dieser dient zum Mischen, Dispergieren und Entgasen
verschiedenster Proben. Durch Uberlagerung zweier Bewegungen des Mischbehélters
— einer Zentrifugal- und einer Rotationsbewegung — resultiert ein hocheffizienter
Mischvorgang. Da die Technik ohne Ruhrer auskommt, erfolgt keine Zerstorung des
Probenmaterials. 100 g einer frisch hergestellten Cholesterol-Suspension wurden in
einen 200 ml Mischbehalter aus Hochdruckpolyethylen geflllt und mit maximaler
Rotationsgeschwindigkeit (800 U/min) und  maximaler  Zentrifugalbewegung
(2000 U/min) behandelt. Die hochste einstellbare Prozesszeit betrug 30 min. Nach
dieser Zeit und auch nach mehrmaligem Durchlaufen dieses Prozesses konnte keine
Verdickung des Systems beobachtet werden. Somit ist auch diese Prozesstechnik nicht

zur Ausbildung des flussigkristallinen Systems geeignet.

5.1.4 Hochdruckhomogenisator

Der Hochdruckhomogenisator Gaulin Micron Lab 40 (APV Gaulin GmbH, Libeck)
besteht aus einer Hochdruckkolbenpumpe mit nachgeschaltetem Entspannungsventil.
Dieses setzt sich aus einem Ventilsitz (fest) und einem Ventil (einstellbar) zusammen.
Zwischen diesen beiden Bauteilen befindet sich der Anprallring, welcher zur Einstellung
eines definierten Ventilspaltes dient (siehe Abbildung 5.4). Bei Auslosen eines
Arbeitshubs wird der vorgewahlte Homogenisierdruck (100 bar bis 1600 bar) eingestellit.
Dabei wird das Produkt durch den Ventilspalt gepresst. Haufig erreicht der dabei
aufgebaute statische Druck den Dampfdruck der kontinuierlichen Phase, sodass in
dieser Zone Dampfblasen entstehen. Da im weiteren Verlauf die
Stromungsquerschnittsflache wieder ansteigt, implodieren diese Dampfblasen und
setzen energiereiche Sto3wellen frei, die zur Zerkleinerung bzw. Homogenisierung des
Produktes fuhren. Dieses Prinzip der Kavitation ist jedoch nicht der einzige
Zerkleinerungsmechanismus des Hochdruckhomogenisierens. Ebenso beteiligt sind
das laminare und das turbulente Scherfeld im Ventilspalt. Der Uberwiegende Teil der
aufgewendeten Energie dissipiert nutzlos und erhoht die Temperatur des Produktes
(Jahnke, 2008).
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Ventil
Ventilfihrung

Ventilspalt

Anprallring

Ventilsitz

Abbildung 5.4:  Schematische Darstellung eines Hochdruckhomogenisators

Zur Aktivierung des Cholesterol-Systems wurden 40 ml einer frisch hergestellten
Suspension in das Probengefald eingefullt. Das angeschlossene Wasserbad wurde zur
Kldhlung auf 15 °C und der Homogenisierdruck auf 1000 bar eingestellt. Nach jedem
Arbeitshub wurde das Produkt zusammen mit dem Probengefal® auf Eis gestellt, um die
Produkttemperatur wieder zu reduzieren. Nach sieben durchgefuhrten Arbeitshiben
wurde eine sehr homogene Suspension erhalten, die jedoch flussig war und keine
Verdickung des Systems aufwies. Da die maximale Produkttemperatur nur 39 °C
betrug, kann das Misslingen dieser Prozesstechnik nicht mit der Temperaturbelastung

begrindet werden.

5.1.5 Ruhrwerkskugelmiihle

Die verwendete Perimuhle DISPERMATSL5 der Firma VMA Getzmann
(VMA Getzmann, Reichshof) ist eine RUhrwerkskugelmidhle mit horizontaler
Mahlkammer, welche ein Volumen von 50 ml besitzt und von einem Kuhimantel
umgeben ist. Die Mahlkammer ist mit losen Mahlkugeln gefullt, die von einem Rotor
bewegt werden. Auf der Mahlkammer ist ein Vorratsgefa® mit einem Volumen von
ca. 1000 ml aufgesetzt. Die Férderung der Suspension kann einerseits mit einer Pump-
und Ruihreinheit (Dissolver) erfolgen, welche sich auf dem Vorratsgefald befindet. Das
Produkt wird dabei standig in Bewegung gehalten und nach unten in die Mahlkammer
gedrickt. Andererseits kann eine Schlauchpumpe zur Produktforderung genutzt
werden.

Die Trennung zwischen Suspension und Mahlkérpern wird durch einen dynamischen

Reibspalt ermdglicht. Dieser befindet sich zwischen dem Rotor und der Ruckwand der
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Mahlkammer und kann auf eine definierte Breite eingestellt werden. Beim
Zirkulationsbetrieb wird die Zubereitung aus dem Produktauslassstutzen wieder in den
Vorratsbehalter gefordert. Andererseits kann auch im Passageverfahren gearbeitet
werden, wobei die Suspension in einem Gefald aufgefangen und flr eine weitere

Passage wieder in den Vorratsbehalter gefullt wird.

Dissolver-Motor

Forderrichtung R —

o J
‘ Vorratsbehalter
‘

Dissolver-Antriebswelle
mit Dissolver- und
Pumpscheibe

E a E—

Mahlkammer mit \ / \

Mahlk6rpern ﬁ
- @ Q

Mahlrot f /
anirotor \ki_/

Abbildung 5.5: Schematische Darstellung der Riihrwerkskugelmiihle im Zirkulationsbetrieb,
links mit Dissolver, rechts mit Schlauchpumpe

Es konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung des fibrillaren Systems mit der
Ruhrwerkskugelmuhle prinzipiell méglich ist. Die Giute des Produktes bezilglich der
Auspragung des fibrillaren Netzwerkes, der Viskositat und des Vorhandenseins von
kristallinen Strukturen hangt dabei von einer Vielzahl von Prozessparametern ab. So
spielt beispielsweise das Material und die Grolde der verwendeten Mahlperlen ebenso
eine wesentliche Rolle, wie der Fullgrad der Kammer mit den Mahlperlen. Fir die
durchgefuhrten Herstellungsversuche wurden stets Mahlperlen aus yttriumstabilisiertem
Zirkonoxid verwendet, welche sich durch extrem hohe VerschleiRbestandigkeit
auszeichnen. Dabei kamen SiLibeads Typ ZY (Sigmund Lindner GmbH,
Warmensteinach) aus zwei GroRenbereichen zum Einsatz: 0,4 mm bis 0,6 mm und
1,8 mm bis 2,0 mm. Der Fullgrad der Mahlkammer mit Mahlkérpern wurde zwischen

40% und 80% variiert. Je kleiner die Mahlperlen und je mehr Mahlperlen genutzt
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werden, umso grofRer ist der Energieeintrag und umso starker bildet sich das
flissigkristalline System aus, welches sich durch eine hohe Viskositat und ein dichtes
fibrillares Netzwerk auszeichnet. Abbildung 5.6 zeigt beispielhaft den Einfluss des
Fullgrades auf das mikroskopische Bild im linear polarisierten Licht. Wahrend bei einem

Flllgrad von 40% viele, kleine kristalline Nadeln zu sehen sind, ist bei einem Flllgrad

von 80% ein dichtes fibrillares Netzwerk mit typischen Schraffurmustern vorhanden.

Abbildung 5.6: Lichtmikroskopische Aufnahmen im polarisierten Dunkelfeld von Zubereitungen,
die mit unterschiedlichem Flillgrad der Mahlkammer hergestellt wurden
links: 40%, rechts 80% Flillgrad

Die Bewegung des Rotors kann leistungs- oder drehzahlgesteuert erfolgen. In den
durchgefuhrten Versuchen wurde immer die Leistung vorgegeben, welche zwischen
35W und 80 W variiert wurde. Abbildung 5.7 zeigt die mikroskopischen Bilder im
polarisierten Dunkelfeld zweier Zubereitungen, deren Herstellungsweise sich in der
eingetragenen Leistung des Mahlrotors unterscheiden. Die Zubereitung des linken

Bildes wurde mit einer Leistung von 35 W, die des rechten Bildes mit 80 W hergestellt.

Abbildung 5.7: Lichtmikroskopische Aufnahmen im polarisierten Dunkelfeld von Zubereitungen,
die mit unterschiedlichem Leistungseintrag des Mahirotors hergestellt wurden
links: 35 W, rechts 80 W Leistungseintrag
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Es ist deutlich zu erkennen, dass mit hdherem Energieeintrag ein dichteres fibrillares
Netzwerk ausgebildet wird, in dem keine kristallinen Strukturen mehr zu erkennen sind.
Einen weiteren wichtigen Prozessparameter stellt die Anzahl der Passagen bzw. beim
Zirkulationsbetrieb die Mahldauer dar. Welche Zeit eine Passage dabei in Anspruch
nimmt, ist wiederum abhangig vom verwendeten Fordersystem: Dissolver oder
Schlauchpumpe. Es lasst sich nicht allgemein beurteilen, welches System besser zur
Produktforderung geeignet ist, da dieses stark von der Viskositat der Zubereitung
abhangig ist. Hierin liegt ebenso die Problematik der Herstellung mit der
Ruhrwerkskugelmuhle. Wurden die Prozessparameter so eingestellt, dass ein hoher
Energieeintrag und somit eine schnelle Ausbildung des flussigkristallinen Systems
erfolgte, so stieg die Viskositat der Zubereitung sehr schnell an und die
Produktforderung wurde verlangsamt bzw. war nicht mehr moglich. Somit
unterscheiden sich die Passagezeiten erheblich voneinander, je nachdem welche
anderen Prozessparameter gewahlt wurden. Bei Festlegung der Mahldauer,
unterschieden sich die Anzahl der Passagen je nach Viskositat des Produktes. Somit ist
es sehr schwierig, vergleichende Aussagen bezlglich des Einflusses einzelner
Prozessparameter zu treffen. Da die Forderung des Produktes unter anderem durch
den Reibspalt von 0,1 mm limitiert war, erfolgte ein Austausch eines bestimmten
Abstandshalters, wodurch der Reibspalt auf 0,5 mm vergroRert wurde. In diesem Fall
war nur noch der Gebrauch der groReren Mahlperlen moglich. Produkte, die mit diesem
grolReren Reibspalt von den Mahlkorpern abgetrennt wurden, weisen alle erheblich
viele, grol3e Kristalle auf (siehe Abbildung 5.8). Diese wurden wahrscheinlich zuvor
durch den kleineren Reibspalt in der Mahlkammer zurlickgehalten. War das System
stark verfestigt und liel3 sich nicht mehr pumpen bzw. férdern, war eine Trennung von
Mahlperlen und Produkt auch aufierhalb der Ruhrwerkskugelmuahle nicht maoglich.
Daher ist auch dieses Gerat nicht zur Herstellung grolRerer Ansatze des

flussigkristallinen Systems geeignet.
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Abbildung 5.8:  Lichtmikroskopische Aufnahme im polarisierten Dunkelfeld einer Zubereitung,
die durch einen Reibspalt von 0,5 mm von den Mahlkérpern abgetrennt wurde

5.1.6 Magnetruhrplatte

Zur Herstellung des flussigkristallinen Systems wurden 20 g einer frisch angeriebenen
5%igen Suspension in ein 100 ml Becherglas Uberfuhrt und bei verschiedenen
Temperaturen auf einer Magnet- und Heizplatte IKAMAG® RET (IKA-Werke GmbH &
Co. KG, Staufen) fur 30 min geruhrt. Tabelle 5.2 und Abbildung 5.9 zeigen den Einfluss
der Temperatur auf die Ausbildung des halbfesten, flussigkristallinen Systems.
Wahrend bei einer Temperaturbehandlung von 30 °C am Herstellungstag noch keine
fibrilldaren, fadenartigen Strukturen sondern viele, kristalline Nadeln vorhanden sind,
zeigen die bei 37,5 °C, 40 °C und 42,5 °C hergestellten Systeme im polarisierten
Dunkelfeld bereits typische Texturen eines flussigkristallinen Systems. Noch deutlicher
wird der Temperatureinfluss bei Mikroskopie der Proben funf Tage nach Herstellung.
Die bei 37,5 °C und 40 °C hergestellten Proben weisen zwar ein fibrillares Netzwerk
auf, jedoch sind Rekristallisate in Form von grof3en Nadeln vorhanden. Die bei 42,5 °C
geruhrte Probe zeigt im Gegensatz dazu keinerlei kristalline Partikel, sondern ein sehr
dicht ausgepragtes, fibrillares Netzwerk. Eine weitere Temperaturerhohung auf 45 °C

fuhrt zum vollstandigen Umkristallisieren des Cholesterols in gro3e Nadeln.
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Tabelle 5.2: Ubersicht der Herstellungsversuche mit einer Magnetriihrplatte bei
verschiedenen Temperaturen
Temperatur Beurteilung der mikroskopischen Erscheinung
am Herstellungstag 5 Tage nach Herstellung
30 °C viele Ausgangspartikel > 50 ym, nur kristalline Nadeln bis 100 pym,
keine fibrill. Struktur, groRe Nadeln kein fibrill. System
35 °C viele Ausgangspartikel > 50 ym, nur kristalline Nadeln bis 100 um,
keine fibrill. Struktur, groRe Nadeln kein fibrill. System
o fibrillare Struktur erkennbar mit f|Pr|IIare Str.uktu.r vorhanden mit
37,5°C vielen Ausaanaspartikeln vielen Rekristallisaten (Nadeln
gangsp und Plattchen)
dunne Faden sichtbar, die fibrillares Netzwerk sehr dicht
40 °C typische Strukturen im pol. Licht ausgepragt, teilweise einzelne
zeigen, weniger Ausgangspartikel  sehr groRe Nadeln > 200 ym
o dur.me Faden swhtbgr, die . sehr feines, fibrillares Netzwerk
42,5 °C typische Strukturen im pol. Licht .
. . . ohne Kristalle
zeigen, weniger Ausgangspartikel
dinne Faden sichtbar, die keine fibrillaren Strukturen,
45 °C typische Strukturen im pol. Licht Cholesterol vollstandig in Nadeln

zeigen, weniger Ausgangspartikel

> 200 pm umkristallisiert

Abbildung 5.9:

Aufnahmen
Zubereitungen, die auf der Magnetriihrplatte bei 35 °C, 42,5 °C und 45 °C
(von links nach rechts) hergestellt wurden; Aufnahmen wurden fiinf Tage nach
Herstellung angefertigt

Lichtmikroskopische

im  polarisierten

Dunkelfeld
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5 Praktischer Teil

Um die Bildung des flissigkristallinen Systems mikroskopisch zu beobachten, wurden
zu verschiedenen Zeiten des Herstellungsprozesses geringe Probenmengen
entnommen und sofort mikroskopiert. Die dabei aufgenommenen Bilder sind im

Folgenden dargestellt.

i~ Ll > o VI S 1,
" dlrekt nach Anrelbeﬁ nach 25 min Ruhren bei Raumtemperatur :

Abbildung 5.10: Verlauf der Fibrillenbildung einer auf der Magnetriihrplatte bei 40 °C
hergestellten Zubereitung

Das erste Bild zeigt die Ausgangspartikel des Cholesterols, sofort nach dem Anreiben
mit Propylenglykol. Nach ca. 25min Ruhren auf dem Magnetrihrer bei
Raumtemperatur sind bereits winzige fadenartige Strukturen zwischen den groflien
Cholesterolpartikel zu sehen. Die Temperaturerhdhung auf 40 °C erfolgte innerhalb von

20 min. Nach 20 min Ruhren bei konstanten 40 °C sind die fadenartigen Strukturen
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bereits starker ausgepragt. Nachdem das System 40 min bei dieser Temperatur geruhrt
wurde, ist eine starke Zunahme der fibrillaren, geschwungenen Strukturen zu
verzeichnen, wobei die Anzahl der kristallinen Ausgangspartikel deutlich geringer wird.
Nach 24 h des Herstellungsprozesses sind nur noch einzelne Cholesterol-Partikel
> 50 ym vorhanden. Das fibrillare System hat sich weiter ausgebildet, die Faden
scheinen langer geworden zu sein.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Herstellung des halbfesten, flussigkristallinen
Systems durch einfaches Ruhren auf einer Magnetheizplatte bei ca. 40 °C mdglich ist.
Problematisch bei dieser Herstellungsmethode ist die geringe Reproduzierbarkeit des
Temperaturverlaufs, da es sehr schwierig ist, mit der Magnetheizplatte eine geringe
Temperatur von 40 °C Uber einen langeren Zeitraum konstant zu halten. Bereits eine
geringe Temperaturabweichung Uber 45 °C fuhrt wieder zur Verflissigung der
Formulierung, wobei sich hauptsachlich grol3e, kristalline Nadeln ausbilden. Zudem
kann das Endprodukt noch einige grofe Cholesterol-Partikel enthalten. Dieses ist auch
durch Senkung der Cholesterol-Konzentration auf 3% nicht zu verhindern.

Aus dem mikroskopischen Bild b der Abbildung 5.10 kann geschlussfolgert werden,
dass die initiale Bildung der fadenférmigen Strukturen auch bei Raumtemperatur erfolgt.
Um die Problematik der konstanten Temperierung zu umgehen, wurden daher weitere
Untersuchungen vorgenommen, den Ruhrvorgang nur bei Raumtemperatur
durchzufuhren und anschlieBend das Produkt bei erhdhter Temperatur im
Trockenschrank zu lagern. Tabelle 5.3 fasst die durchgefuhrten Versuche zusammen.
Die frisch angeriebenen Suspensionen im Konzentrationsbereich von 2,5% bis 10%
wurden in ein Weithalsglas oder in eine Schraubdeckelflasche gefullt und fir die
entsprechende Zeit (5 h bis 72 h) auf einer Magnetrihrplatte geruhrt. Anschliel3end
wurden die Proben in einem Trockenschrank bei 50 °C gelagert. Die Ansatzgrofe der

Zubereitungen variierte von 100 g bis 500 g.
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Tabelle 5.3:  Ubersicht der Herstellungsversuche mit Riihrvorgang bei Raumtemperatur und
anschlieBender Lagerung bei 50 °C
Konz. Rihrdauer Dauer 50 °C Beurteilung des mikroskopischen Bildes
5h 7d nur kristalline Nadeln, kein fibrillares Netzwerk
- Uberwiegend dunne, kristalline Nadeln
7h 7d Netzwerk mit langen, geschwungenen Fibrillen
14 d Netzwerk mit langen, geschwungenen Fibrillen
2,5% 21d Netzwerk mit langen, geschwungenen Fibrillen
- feine, lange Fibrillen mit vereinzelten Kristallen
48 h 3d dichtes fibrill. Netzwerk mit groen Kristallen
od sehr feines Netzwerk, ohne Kristalle
- - dichtes Netzwerk mit kurzen Fibrillen
4d fibrillen sind langer, mehr geschwungen
7d sehr dichtes, feines fibrillares Netzwerk
3% 24 h
35d sehr dichtes, feines fibrillares Netzwerk
3d sehr dichtes, feines fibrillares Netzwerk
5% 24 h
28d sehr dichtes, feines fibrillares Netzwerk
3d sehr dichtes Netzwerk, Kristalle vorhanden
7,5% 24 h
13 d sehr dichtes Netzwerk, ohne Kristalle
10d sehr dichtes, feines fibrillares Netzwerk
10% 48 h
28d sehr dichtes, feines fibrillares Netzwerk

Mit einer Ruhrdauer von 5 h konnte kein fibrillares System gebildet werden, da die

wahrend des RuUhrvorganges gebildeten fadenartigen Strukturen wieder in grol3e

Nadeln auskristallisierten. Bei einer Rilhrdauer von 17 h bis 72 h war die Uberfiihrung

der Cholesterol-Suspensionen in halbfeste, flissigkristalline Zubereitungen erfolgreich.

Bei Konzentrationen > 3% war ein Ruhren nicht langer als 48 h mdglich, da sich das

System innerhalb dieser Zeit bereits stark verdickte und der Magnetrahrer nicht mehr

bewegt wurde. Durch eine lange Ruhrzeit von 72 h bei geringen Cholesterol-

Konzentrationen war das fibrillare System am Ende der Herstellungsphase zwar sehr

gut ausgebildet, jedoch war es noch fliel3fahig. Im Ruhezustand erfolgte innerhalb von
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24 h die Verfestigung. Systeme mit einem Cholesterolgehalt tber 10% lie3en sich nach
dieser Methode nicht produzieren, da sie zu schnell verdicken und nicht lange genug
geruhrt werden konnten. Am Ende des Ruhrvorganges enthielten die meisten Produkte
bereits ein gut ausgebildetes fibrillares Netzwerk, in dem allerdings noch zahlreiche
Rekristalle enthalten waren. Um diese zu entfernen, wurden die Zubereitungen im
Trockenschrank bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen (30 °C, 35 °C, 40 °C,
50 °C) gelagert. Bei allen Bedingungen auf3er 50 °C blieben die Rekristalle vorhanden.
Nach mindestens funf Tagen Lagerung bei 50 °C konnten in keinem Produkt
Cholesterolkristalle mikroskopisch nachgewiesen werden. Die Lagerung unter diesen
Bedingungen kann dabei bis zu funf Wochen andauern, ohne dass sich die
makroskopische und mikroskopische Beschaffenheit der Zubereitungen verandern.
Eine anschlielende Lagerung bei Raumtemperatur anderte die Beschaffenheit der
Produkte ebenfalls nicht.

Um zu beurteilen, ob dieses Phanomen mit einer gesteigerten Loslichkeit von
Cholesterol in Propylenglykol begrindet  werden kann, wurde  die
Sattigungskonzentration von Cholesterol in Propylenglykol bei verschiedenen
Temperaturen bestimmt (Methode siehe Anhang). Die Abbildung 5.11 zeigt die

Ergebnisse dieser Konzentrationsbestimmung.
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Abbildung 5.11: Séttigungskonzentration von Cholesterol in Propylenglykol in Abhéngigkeit
von der Temperatur

Tatsachlich zeigt Cholesterol einen leichten Anstieg der Loslichkeit im Propylenglykol

bei 50 °C gegenlber niedrigeren Temperaturen, sodass die Ruckbildung der
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Cholesterolkristalle in der Formulierung durch die mehrtagige Lagerung bei 50 °C damit
begrindet werden kann. Abbildung 5.12 zeigt mikroskopische Bilder einer 5%igen
Zubereitung nach 48stindigem Ruhren vor und nach anschlieRender siebentagiger
Lagerung bei 50 °C. Wahrend das fibrillare Netzwerk durch diese Temperierung nicht

beeinflusst wurde, 16sten sich die Cholesterolkristalle auf.

o e 5000 u

- A S

Abbildung 5.12: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer 5%igen Zubereitung nach 48 h Riihren
auf einer Magnetriihrplatte. Links vor, rechts nach anschlieBender Lagerung
bei 50 °C

Besonders wichtig bei dieser Herstellungsmethode war die Art und Weise des Ruhrens
des Magnetrihrers. Die Grolke des Magnetrihrers wurde stets der GroRe des Gefaldes,
in dem die Herstellung erfolgte, angepasst. Dabei durfte sich der Magnetrihrer nur so
stark bewegen, dass nicht die gesamte Masse der Zubereitung durchmischt wurde. An
der ,Grenze® zwischen unterer bewegter Masse und oberer weniger bewegter Masse
bildeten sich nach ca. 20 h Prozesszeit schimmernde Bereiche (siehe Abbildung 5.13),
die einen ersten Hinweis auf den flussigkristallinen Charakter der Formulierung geben.
Abbildung 5.14 zeigt das mikroskopische Bild einer aus diesem Bereich entnommenen
Probe. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Fibrillen sehr lang, stark geschwungen und
sehr dicht nebeneinander in Bundeln gepackt sind.
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Abbildung 5.13:  3%ige Zubereitung im Herstellungsgefdl3 nach 17stiindigem Rihren mit
~Schimmernden Bereichen® in Grenzschicht zwischen bewegter und
unbewegter Masse sowie am Geféal3boden

Abbildung 5.14:  Lichtmikroskopische Aufnahme einer Probe aus ,schimmerndem Bereich“
einer 3%igen Zubereitung nach 17stlindigem Riihren

5.1.7 Zusammenfassung der Herstellungsmethoden

Die Uberfiihrung der Cholesterol-Suspension in eine halbfeste, fliissigkristalline
Zubereitung liel® sich mit Hilfe der Schwingmuhle, der Ruhrwerkskugelmihle sowie
durch einfaches Ruhren auf der Magnetrihrplatte bei Raumtemperatur oder bei
ca. 40 °C realisieren. Nicht erfolgreich waren hingegen die Herstellungen mit dem Ultra-
Turrax®, u. a. aufgrund einer zu hohen Temperaturbelastung, mit dem Planetenmischer,
da hier nur sehr kurze Prozesszeiten gewahlt werden konnten, und mit dem
Hochdruckhomogenisator. Bei Nutzung der Schwingmihle war die Ansatzgré3e auf ca.
2 g begrenzt, da bei Einsatz der groleren Mahlbecher aus Zirkonoxid Abrieb das
Produkt verunreinigte. Mit der Ruhrwerkskugelmuihle konnte keine reproduzierbare
Herstellung gewahrleistet werden, da das Produkt bei entsprechender

Parametereinstellung schnell verdickte und dann nicht oder nur sehr langsam gefdrdert
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werden konnte. Folglich resultierten unterschiedliche Prozesszeiten. Zudem konnten die
Mahlkorper nicht mehr vom Produkt getrennt werden. Die Herstellung des fibrillaren
Systems liel3 sich bis zu einer AnsatzgroRe von 500 g durch Rihren auf einer
Magnetruhrplatte realisieren. Dabei wurde die langere Prozesszeit von ca. 24 h bei
Raumtemperatur der kurzeren Herstellung von ca. 1 h bei 40 °C vorgezogen, da die
Temperierung mit einer Heizplatte wenig reproduzierbar war.

Fir die Schlussfolgerung, welche Bedingungen fur die ,Aktivierung® des Systems
notwendig sind, muss die Art und Geschwindigkeit der mechanischen Beanspruchung
und der resultierende Energieeintrag betrachtet werden. Bei den Prozessen in der
Schwing- und Ruhrwerkskugelmuhle, dem Hochdruckhomogenisator und dem Ultra-
Turrax® liegt eine Beanspruchung zwischen zwei Festkdrperoberflichen vor. Es
resultiert ein Formzwang, der je nach Gerat unterschiedlich stark ausgepragt ist. In der
Schwing- und Ruhrwerkskugelmuhle herrschen je nach Beanspruchungs-
geschwindigkeit Druck- und/oder Schlagbeanspruchung. Wahrend im Ultra-Turrax®
sehr hohe Scherkrafte realisiert werden, ist im Hochdruckhomogenisator neben der
Scherung im Ventilspalt auch die Kavitation verantwortlich fur die Zerkleinerung und
Homogenisierung des Produktes. Beim Ruhren des Produktes in einem Becherglas mit
einem Magnetrahrer liegen nur sehr schwache Scherkrafte vor, die jedoch — bei
Raumtemperatur — ca. 24 h andauern mussen, um die Formulierung in ein halbfestes
System zu Uberfuhren. Trotzdem kann geschlussfolgert werden, dass ein sehr hoher
Energieeintrag fur die mechanische Aktivierung des Systems nicht notwendig ist. Nach
20stundigem Ruhren im Becherglas bildeten sich zwischen bewegter und weniger
bewegter Schicht, sowie am GefalRboden und am RuUhrfisch schimmernde Bereiche
aus, die besonders kraftige Fibrillenstrukturen aufweisen. Dieses Phanomen lasst
vermuten, dass durch das Aneinanderreiben der Cholesterolpartikel die Bildung der
flussigkristallinen Strukturen induziert wird. Diese Partikel-Partikel-Reibung ist ebenso in
den Mahlkammern der Schwing- und Ruhrwerkskugelmuhle gegeben, wahrend sie
beim Hochdruckhomogenisieren und Dispergieren mit einem Ultra-Turrax® weniger
auftritt. Zusatzlich kann die Aktivierung des Systems durch thermische Behandlung
beschleunigt werden, da die Prozesszeit von 24 h bei Raumtemperatur auf 1 h bei
40 °C reduziert werden konnte. Dabei muss strikt auf eine konstante Temperierung
geachtet werden, da bereits ab 45 °C grole, nadelférmige Kristalle entstehen. Ist die
fibrilldare Struktur jedoch ausgebildet, kdnnen anschlieBend durch eine Lagerung bei

50 °C noch vorhandene Cholesterolkristalle beseitigt werden.
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5.2 Untersuchungen zur Rezepturoptimierung

5.2.1 Cholesterolgehalt

Die Bildung des halbfesten, flussigkristallinen Systems konnte in einem Cholesterol-
Konzentrationsbereich von 3% bis 10% realisiert werden. Ab einem Gehalt von 20%
lie sich das fibrillare System nicht mehr produzieren, da ein Ruhren bereits nach 5 h
durch die pastenartige Konsistenz der Zubereitung nicht mehr moglich war.
Mikroskopisch konnten zu diesem Zeitpunkt einige wenige fadenartige Strukturen
detektiert werden. Uberwiegend waren jedoch kristalline Ausgangspartikel des
Cholesterols enthalten, die auch durch Lagerung bei 50 °C nicht beseitigt werden
konnten. Bei einer Cholesterol-Konzentration von 1% bildeten sich die fibrillaren
Strukturen zwar sehr gut aus, jedoch war das System makroskopisch sehr inhomogen,
da das Propylenglykol durch den geringen Cholesterolanteil nicht ausreichend fixiert
werden kann. Daher konnte bereits bei kleinsten Scherungen (z. B. Enthahme mit
einem Spatel) eine Abscheidung des Propylenglykols beobachtet werden. Der Einfluss
der Cholesterol-Konzentration auf das mikroskopische Bild, die rheologischen und

thermodynamischen Eigenschaften werden im Abschnitt 5.3 dargestellt.

5.2.2 Pseudopolymorphe Modifikationen des Cholesterols

Wie bereits im Abschnitt 3.1.1 beschrieben, werden in der Literatur drei
pseudopolymorphe Formen des Cholesterols genannt. Es kann als Anhydrat und
Monohydrat vorliegen oder nach Fallung aus wasserfreiem Ethanol auch das
Hemiethanolat bilden. Daher sollte untersucht werden, ob die Art der
Pseudomodifikation einen Einfluss auf die Ausbildung der fibrillaren Formulierung
besitzt. Dazu wurde zunachst die Modifikation des kommerziell verfigbaren
Cholesterols der Firma Sigma-Aldrich mittels differentieller Thermoanalyse (DSC) und
Thermogravimetrie (TG) bestimmt. Abbildung 5.15 zeigt die Ergebnisse der DSC. Im
ersten Aufheizschritt zeigte das Cholesterol einen kleinen endothermen Peak mit einem
Onset von 45,3 °C sowie einen Schmelzpeak mit einer Onset-Temperatur bei 149,3 °C.
Bei der zweiten Aufheizkurve trat das endotherme Ereignis bereits bei 39 °C auf und
entspricht eher einem Phasenibergang. Dieses thermodynamische Verhalten ist
vergleichbar mit Literaturangaben zum Cholesterolanhydrat, welches einen
enantiotropen Phasenubergang nahe der Korpertemperatur bei 37 °C bis 39 °C

aufweist und einen Schmelzpunkt bei ca. 150 °C besitzt (Loomis et al., 1979).
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Abbildung 5.15: DSC-Kurven von unbehandeltem Cholesterol
Messparameter: 1. Schritt: 10 min 25 °C halten, 2. Schritt: aufheizen bis
180 °C mit 10 °C/min, 3. Schritt: abkiihlen auf 25 °C mit 10 °C/min, 4. Schritt:
aufheizen bis 180 °C mit 10 °C/min
a: Ubersicht der gesamten Messung mit 1. und 2. Aufheiz- sowie Abkiihlkurve
b: 1. Aufheizkurve
c: Ausschnitt der 2. Aufheizkurve
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Das TG-Ergebnis bestatigt ebenfalls, dass es sich bei dem Cholesterol um das
Anhydrat handelt, da kein Gewichtsverlust wahrend der Messung detektiert wurde
(Ergebnis nicht dargestellt). Daraufhin sollte das Cholesterol-Monohydrat produziert
werden. Dazu wurde das Ausgangsmaterial zunachst zweimal in Methanol
umkristallisiert und anschlieRend in 95% (V/V) Ethanol bei ca. 50 °C geldst. Nachdem
der Ansatz langsam unter Ruhren auf 28 °C abgekuhlt wurde, wurde er auf eine
Metallplatte ausgegossen und im Trockenschrank bei 70 °C getrocknet. Das dabei
entstandene  Cholesterol-Hemiethanolat zeigte in der TG-Messung einen
Gewichtsverlust bei 110 °C (Ergebnis nicht dargestellt), welcher durch die Ethanol-
Verdampfung verursacht wird (Kaloustian et al., 2003). Um dieses Hemiethanolat in das
Monohydrat zu Uberfuhren, wurde das Produkt in heil’es Aqua bidest. gegeben und flur
48 h bei 28 °C geschuttelt.
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Abbildung 5.16: DSC-Kurven des produzierten Cholesterol-Monohydrates
Messparamter siehe Abbildung 5.15
a) Ubersicht der gesamten Messung mit 1. und 2. Aufheiz- sowie Abkihlkurve

b) 2. Aufheizkurve
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Nach dem Abnutschen wurde das Cholesterol sofort in ein dicht verschlossenes Gefal}
gefullt. Aufgrund der groRen Instabilitat des Monohydrates wurde auf einen
Trocknungsprozess verzichtet. Die DSC- und TG-Messungen erfolgten drei Tage nach
Lagerung. Abbildung 5.16 zeigt die DSC-Ergebnisse des Endproduktes. Es ist ein
breiter, endothermer Peak von 25 °C bis 100 °C vorhanden, welcher der Abgabe des
Hydratwassers und eventuell anhaftenden Solvatwassers entspricht (Wada et al.,
1992). Die zweite Aufheizkurve enthalt kein endothermes Ereignis unterhalb des
Schmelzpunktes, sodass das Vorliegen des Anhydrates ausgeschlossen werden kann.
Bei der TG-Messung wurde ebenfalls eine Gewichtsabnahme zwischen 30 °C und
70 °C bestatigt (siehe Abbildung 5.17).
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Abbildung 5.17: TG-Kurven des produzierten Cholesterol-Monohydrates
Messeinstellungen: zunédchst 10 min bei 25 °C halten, dann mit 10 °C/min
auf 180 °C heizen

Diese Massenabnahme kann jedoch stéchiometrisch nicht einem Monohydrat
zugeordnet werden. Somit konnte zwar ein Hydrat, jedoch kein reines Monohydrat
produziert werden. Da das Monohydrat unter normalen Raumbedingungen sehr instabil
ist und sein Hydratwasser abgibt (Craven, 1976), wurde auf weitere Optimierungs-
versuche zur Bildung des Monohydrates verzichtet. Die Ausbildung des fibrillaren
Systems konnte mit dem gewonnenen Cholesterol-Hydrat in der Schwingmuhle bei
einer Amplitudenstarke von 30 und einer Prozesszeit von 40 min realisiert werden.
Dabei waren keine Unterschiede hinsichtlich der makroskopischen und
mikroskopischen Beschaffenheit gegenltber einem Produkt aus Cholesterol-Anhydrat
zu verzeichnen. Daher scheint die pseudopolymorphe Form des Cholesterols keinen
Einfluss auf die Ausbildung der fibrillaren Struktur zu haben. Zudem ist die Relevanz
des Monohydrates fur die Produktion aufgrund der grof3en Instabilitat nicht gegeben.
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5.2.3 Austausch des Cholesterols

Um herauszufinden, ob geringe Anderungen der Molekiilstruktur der fibrillenbildenden
Substanz Auswirkungen auf den flussigkristallinen Zustand haben, wurde Cholesterol
durch das chemisch sehr ahnliche [3-Sitosterol ausgetauscht. Dieses unterscheidet sich
lediglich durch eine zusatzliche Ethylgruppe in der Seitenkette (Strukturformel siehe
Abbildung 3.3). Das R-Sitosterol wurde dazu in 5%iger Konzentration mit Propylenglykol
angerieben und fur 48 h in einem Becherglas bei Raumtemperatur gerthrt. Nach dieser
Prozesszeit konnten keine Verdickung des Systems und mikroskopisch keine

fibrillenartigen Strukturen festgestellt werden.

5.2.4 Einsatz anderer Glykole und Alkohole

Um Informationen Uber die chemischen Strukturvoraussetzungen der fllissigen
Komponente zur Ausbildung des halbfesten Systems mit Cholesterol zu erhalten, wurde
das Propylenglykol durch verschiedene, flussige Diole sowie Isopropanol und Glycerol
ausgetauscht. Die Herstellung der Zubereitungen erfolgte sowohl mit der Schwingmuhle
mit Achatmahlbecher und -kugeln als auch durch Rihren bei 40 °C auf einer
Magnetheizplatte. Die Cholesterolkonzentration betrug jeweils 5%. In Tabelle 5.4 sind
die makroskopischen und mikroskopischen Beurteilungen der entstandenen Produkte
zusammengefasst. Keine der eingesetzten Flissigkeiten vermochte die Cholesterol-
Suspension in eine halbfeste Zubereitung zu Uberfihren. Es waren in keinem Produkt

fibrillare Strukturen nachweisbar.
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Tabelle 5.4: Ubersicht der Herstellungsversuche mit verschiedenen fliissigen Komponenten

. Herstellung mit
flissige Komponente

Schwingmiihle Magnetruhrer
Ethandiol flissige Suspension flissige Suspension
keine fibrillaren Strukturen keine fibrillaren Strukturen
1,2-Butandiol flussige Suspension flussige Suspension
keine fibrillaren Strukturen keine fibrillaren Strukturen

Cholesterol Uberwiegend in

1,2-Pentandiol Lésung, keine fibrillren LGsung, keine fibrillaren
’ Strukturen
Strukturen
1,2-Hexandiol Loésung, keine fibrillaren Loésung, keine fibrillaren
Strukturen Strukturen
1,2-Heptandiol % flissige Suspension
keine fibrillaren Strukturen
Glycerol 85% - flissige Suspension
keine fibrillaren Strukturen
Isopropanol % Loésung, keine fibrillaren

Strukturen

* Herstellung mit der Schwingmuhle wurde nicht durchgefuhrt

Da sich das Cholesterol in 5%iger Konzentration in Pentandiol, Hexandiol und
Isopropanol |6ste, wurde in diesen Lésemitteln eine hdhere Konzentration von 7,5%
eingesetzt. Dabei bildetete das Cholesterol mit Pentandiol und Hexandiol flussige
Suspensionen, die ebenfalls keine fibrillaren Strukturen enthielten. Der Ansatz von 7,5%
Cholesterol in Isopropanol enthielt zwei nebeneinander existierende Phasen. Wahrend
der Grofteil des Ansatzes gelost war, entstand am Gefallboden ein tribes,
opaleszierendes Gel. Dieses enthielt sehr lange (> 500 ym) und stark geschwungene
Fibrillen, die ein sehr dichtes Netzwerk darstellten. Eine  weitere
Konzentrationserhbhung des Cholesterols auf 10% flhrte zu einer halbfesten
Zubereitung mit sehr hoher Konsistenz. Das mikroskopische Bild zeigt in diesem Fall
keine einzelnen Fibrillen, sondern weist im linear polarisierten Licht eine leichte, flur

flussigkristalline Zubereitungen typische, Schraffur auf (siehe Abbildung 5.18).
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Tabelle 5.5: Makroskopische und  mikroskopische Beurteilung von Isopropanol-
Zubereitungen unterschiedlicher Cholesterol-Konzentrationen

Konzentration Makroskopie Mikroskopie

5% klare Losung isotrope Zubereitung

klare Losung und trubes, sehr lange (> 500 pm) und

7,5% opaleszierendes Gel geschwungene Fibrillen, die ein
P dichtes Netzwerk ausbilden
10% schnittfeste, weil3e im polarisierten Licht: typische
° Zubereitung schwarz-weil} Schraffur

Abbildung 5.18: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Isopropanol-Zubereitungen
links: 7,5% Cholesterol
rechts:10% Cholesterol (im polarisierten Dunkelfeld betrachtet)

Dass Cholesterol mit Isopropanol flussigkristalline Gele bildet, beobachteten W. Acree
et. al bereits 1977, als sie LoOslichkeitsbestimmungen von Cholesterol durchfuhrten.
Dabei stellten sie fest, dass je nach Cholesterol-Konzentration und Lagertemperatur
neben transparenten Gelen auch flissige oder kristalline Phasen sowie halbfeste,
,weike Massen“ auftreten koénnen. Das transparente Gel erschien im
Polarisationsmikroskop hauptsachlich isotrop und zeigt nur kleine Bereiche mit
optischer Aktivitat. Weitere Angaben zu Untersuchungen dieser Systeme oder zur
Erklarung dieses Verhaltens wurden jedoch nicht genannt (Acree et al., 1977). Weiss
und Térech beurteilen diese Beobachtungen als ein frihzeitig entdecktes Beispiel
niedermolekulare Gele (Weiss et al., 2006).

Die Bildung fibrillarer Strukturen konnte somit von allen getesteten Losemitteln nur in

Propylenglykol und Isopropanol beobachtet werden.
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5.2.5 Zusatz von Glykolen und Isopropanol

In einem weiteren Versuch sollte getestet werden, ob die Ausbildung des halbfesten
Systems durch Zumischen anderer Losungsmittel zu dem Propylenglykol beeinflusst
wird und ob dadurch eventuell die Rekristallisation von Cholesterol bzw. das Vorliegen
von kristallinen Ausgangspartikeln reduziert werden kann. Dafur wurde Propylenglykol
jeweils mit Butandiol, Pentandiol und Isopropanol in einem Verhaltnis von 9:1 und 7:3
gemischt. Mit dieser Mischung wurde das Cholesterol (Konzentration 5%) angerieben
und fiir ca. 40 min bei 40 °C im Becherglas geriihrt. Tabelle 5.6 zeigt eine Ubersicht der
makroskopischen und mikroskopischen Charakterisierungen der entstandenen
Produkte. Zubereitungen, in denen der flissigen Komponente 10% Butandiol oder
Pentandiol beigemischt wurde, zeigten makroskopisch keine Veranderungen.
Mikroskopisch konnten jedoch deutlich langere, stark geschwungene Fibrillen
festgestellt werden, die neben einer Vielzahl von kristallinen Partikeln vorlagen.

Wurde der Butandiol-Anteil auf 30% erhoht, konnten nur noch vereinzelt
Fibrillenstrukturen detektiert werden. Bei einem Pentandiolzusatz von 30% waren gar
keine fibrillaren Strukturen mehr enthalten. Alle Formulierungen, denen Isopropanol
zugesetzt wurde, wiesen keine kristallinen Partikel mehr auf. Wahrend die
Fibrillenstruktur bei einem 10%igen Isopropanol-Anteil noch identisch zu reinen
Propylenglykol-Systemen war, wurden die Fibrillen bei 30% deutlich kirzer und waren
dichter gepackt. Bei 50% Isopropanolzusatz waren die Fibrillen sehr dinn und konnten
bei 500facher VergroRerung im Mikroskop nur schwach am Rand der Zubereitung
detektiert werden. Makroskopisch lag bei dieser Zusammensetzung ein weillich-

opaleszierendes Gel vor.
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Tabelle 5.6: Einfluss von Ldésemittelzusédtzen auf makroskopische und mikroskopische
Eigenschaften des fllissigkristallinen Systems

Mischungsverhaltnis Makroskopie Mikroskopie

Propylenglykol : Butandiol

. halbfeste, weille viele Partikel, sehr lange, stark
9:1 : -
Zubereitung geschwungene Fibrillen
7:3 halbfeste, weille nur noch ganz vereinzelt lange
Zubereitung Fibrillen vorhanden

Propylenglykol : Pentandiol

. halbfeste, weille viele Partikel, sehr lange, stark
9:1 . -
Zubereitung geschwungene Fibrillen
7:3 halbfeste, weifle - partikel, keine Fibrillen

Zubereitung

Propylenglykol : Isopropanol

9-1 halbfeste, weille gewohntes Fibrillensystem, ohne
' Zubereitung Partikel
7:3 halbfeste, weille Fibrillen sind kurzer und dichter
Zub., klumpig gepackt, keine Partikel
weiRlich- onakes Fibrillen sind deutlich feiner, nur noch
315 P sehr schwach am Rand der

Gel Zubereitung sichtbar, keine Partikel

Aus den Dbeschriebenen Versuchen kann zusammengefasst werden, dass
Propylenglykol und Isopropanol, in denen die Fibrillenbildung stattfindet, nicht rein
vorliegen mussen, sondern mit anderen Ldsemitteln, welche selbst nicht zur
Fibrillenbildung befahigt sind (z. B. Butandiol, Pentandiol), gemischt werden kénnen. Je
nach Art und Konzentration der Lésemittel kdnnen die Dimensionen (Dicke und Lange)

der haarahnlichen Strukturen beeinflusst werden.
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5.2.6 Einfluss des Wasseranteils in Propylenglykol
Um den Einfluss des Wasseranteils in Propylenglykol auf die Ausbildung des
flissigkristallinen Systems zu Uberprufen, wurde die Herstellung von Zubereitungen mit

Propylenglykol unterschiedlichen Wassergehaltes durchgeflhrt.

5.2.6.1 Bestimmung des Wassergehaltes

Die Quantifizierung des Wassergehaltes erfolgte volumetrisch mit einem Karl-Fischer-
Titrator V20 (Mettler-Toledo AG, Schwerzenbach, Schweiz). Die Gesamtgleichung der
dabei ablaufenden Reaktion lautet:

H,O + 1, + SO, + CHsOH +3RN > [RNH]|SO4CH; + [RNH]I (Gleichung 5.1)

Dabei stellt RN die Base Imidazol dar. Die Reaktion lauft solange ab, bis das gesamte
Wasser verbraucht ist und damit freies Jod neben Jodid vorliegt. Die
Endpunkterfassung erfolgt bei dem verwendeten Titrator bivoltametrisch. Das heil3t,
sinkt das Potential unter einen bestimmten, festgelegten Wert, ist der Endpunkt der
Titration erreicht. Als Titriermittel wurde Hydranal® 1-comp 5 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) verwendet. Dieses wird als Einkomponentenreagenz bezeichnet, da
es neben Jod auch Schwefeldioxid und Imidazol enthalt. Fur die Umsetzung von 5 mg
H,O wird 1 ml dieses Titrationsmittel bendtigt. Das Reaktionsgefal® enthalt als
Losemittel Methanol, welchem lediglich Reaktionsbeschleuniger zugesetzt sind, um die
Endpunkterfassung zu optimieren. Die Titereinstellung erfolgte wochentlich mit einem
Wasserstandard (Hydranal-Water Standard 10.0, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim). Die Probenmenge variierte je nach Wassergehalt zwischen 0,5 g und 2 g.

5.2.6.2 Trocknung des Propylenglykols

Zur Trocknung des Propylenglykols wurde ein Molekularsieb mit einem
Porendurchmesser von 3 A verwendet (UOP Molekularsieb, Obermeier
Spezialchemikalien, Bad Berleburg). Nur Molekile, die einen kleineren Durchmesser
haben, konnen an diesem Material adsorbieren. Um den Wassergehalt des
Propylenglykols effektiv zu senken, wurde eine dynamische Trocknungsmethode
gewahlt. Dazu wurden drei Chromatographiesaulen (& 20 mm, Lange 400 mm) mit je
70 g des Molekularsiebes gefullt und 800 g Propylenglykol nacheinander Uber jede
Saule gegeben. Die Auffanggefale enthielten ebenfalls 50 g des Molekularsiebes. Mit
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Hilfe dieser Trocknungsmethode konnte der Wassergehalt des Propylenglykols von
anfanglich 2,06 mg/g (SD 0,09 mg/g) auf 0,08 mg/g (SD 0,01 mg/g) gesenkt werden.
Durch Mischen des getrockneten und des Ausgangs-Propylenglykols wurde eine
Konzentrationsreihe mit steigendem Wassergehalt hergestellt. Fir die Einstellung eines
Wassergehaltes Uber 2mg/g wurden dem Ausgangsprodukt entsprechende
Wassermengen hinzugesetzt. Der tatsachliche Wassergehalt wurde anschliefend

jeweils mit dem KF-Titrator bestimmt (siehe Tabelle 5.7).

5.2.6.3 Herstellung der Zubereitungen unterschiedlichen Wassergehaltes

Die Herstellung der Zubereitungen mit den unterschiedlichen Propylenglykol-Typen
wurde mit einer Ansatzgrofle von 100g auf einer Magnetrihrplatte bei 40 °C
durchgefuhrt. Dazu wurde das Cholesterol mit dem Propylenglykol in einer Fantaschale
schrittweise angerieben und anschlieRend in ein 400 ml Becherglas uberfuhrt. Die
Temperaturerhdhung auf 40 °C erfolgte unter Ruhren innerhalb von 20 min. Dann
wurde diese Temperatur fir 45 min moglichst konstant bei stdndigem Rihren von
150 U/min gehalten. AbschlieRend wurde die Zubereitung in eine 100 ml
Braunglasflasche abgefullt. Nach einwochiger Lagerung bei Raumtemperatur erfolgte
die mikroskopische und makroskopische Beurteilung der Formulierungen.

Aufgrund der Hygroskopizitdt des Propylenglykols wurden alle Arbeiten, bei denen
Propylenglykol mit einem Wassergehalt < 2 mg/g verwendet wurde, in einer Glove-Box
durchgefuhrt. In dieser wurde mit P,Os und Blaugel sowie durch Nz-Begasung die
relative Luftfeuchtigkeit auf ca. 5% bei Raumtemperatur eingestellt. Tabelle 5.7 zeigt die
makroskopischen und mikroskopischen Beurteilungen  der  hergestellten
Formulierungen. Der Wasseranteil von 0,2% des kommerziell verfigbaren
Propylenglykols scheint flr die Ausbildung der fibrillaren Strukturen nicht notwendig zu
sein, da die Zubereitung mit dem geringsten Wassergehalt makroskopisch und
mikroskopisch keinen Unterschied zu den herkdmmlichen Formulierungen aufweist. Alle
Ansatze, in denen Propylenglykol mit einem Wassergehalt von 0,08 bis 25,4 mg/g
eingesetzt wurde, sind vom aulderen Erscheinungsbild vergleichbare, weilde, halbfeste
und homogene Zubereitungen. Die fibrillaren Strukturen sind in allen genannten
Formulierungen vorhanden und bilden ein verzweigtes, dichtes Netzwerk aus. Den
Formulierungen ist ebenso das Vorhandensein kristalliner Ausgangspartikel gemein. Ab
einem Wassergehalt von 30 mg/g fand die Ausbildung des flUissigkristallinen Systems

nicht mehr statt. Es waren uberwiegend kristalline Cholesterolpartikel vorhanden, die
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teilweise in groRe Nadeln umkristallisiert waren. Wasser scheint somit fur die
Ausbildung der flussigkristallinen Strukturen nicht notwendig zu sein, sondern stort ab
einem gewissen Anteil die Bildung der Fibrillen. Dies gibt einen Hinweis auf vorliegende
Wasserstoffbrickenbindungen, die zur Ausbildung der Fibrillen notwendig sind (George
et al., 2006).

Tabelle 5.7: Einfluss des Wassergehalts des eingesetzten Propylenglykols auf die
Beschaffenheit der Cholesterol-Zubereitungen

Wassergehalt

] ) Makroskopische und mikroskopische Beurteilung
in mg/g (SD)

0,08 (0,01)
0,27 (0,01)
halbfeste, weille, homogene Zubereitungen,

0,72 (0,09)
206 (0,09) fibrillare Strukturen sind in allen Zubereitungen vorhanden
5’32 ’ und bilden ein dichtes Netzwerk,
1’ 9 jede Zubereitung enthalt kristalline Ausgangspartikel

3,
25,4
30,0 Zubereitungen sind fliel3fahig; keine fibrillaren Strukturen,
50,7 viele kristalline Ausgangspartikel, teilweise groRe Nadeln

5.2.7 Optimierung der Propylenglykol-Fixierung

Da das flussigkristalline System nach einiger Lagerzeit und auch nach geringer
Scherung (z. B. durch Verreiben in einer Fantaschale) einen Flussigkeitsaustritt auf der
Oberflache zeigte, der unabhangig von der Cholesterolkonzentration auftrat, konnte die
Zubereitung in dieser Zusammensetzung nicht als reine Grundlage genutzt werden.
Zudem konnten keine rheologischen Messungen zur Charakterisierung des Systems
durchgefuhrt werden, da bei der Einstellung des Messspaltes sehr viel Flussigkeit aus
der Zubereitung austrat. Da die Immobilisierung der flissigen Komponente im fibrillaren
Netzwerk wahrscheinlich lediglich durch Kapillarkrafte und Oberflachenspannung
erfolgt, ist verstandlich, dass durch leichte Scherung und folgende Ausrichtung der

Fibrillen Anteile des Propylenglykols wieder frei gesetzt werden. Um die Fixierung des

2 Bei einem Wassergehalt bis 2 mg/g wurden 5fach-Bestimmungen, bei hoherem Wassergehalt
Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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Propylenglykols zu verbessern und eine homogene Zubereitung zu erhalten, wurde
zunachst die Einarbeitung einer 5%igen flussigkristallinen Cholesterol-Formulierung in
andere Vehikelsysteme erprobt. Das Verhaltnis des eingearbeiteten Vehikelsystems zu
flissigkristalliner Probe betrug dabei 1:1. Die getesteten Systeme sind in Tabelle 5.8
dargestellt. Bei der Verarbeitung mit Vaseline I6sten sich die fibrillaren Strukturen sofort
auf, wodurch das Propylenglykol freigesetzt wurde. Makroskopisch lagen somit zwei

separate Phasen nebeneinander vor.

Tabelle 5.8: Beurteilung der Einarbeitung eines 5%igen Cholesterol-Systems in
verschiedene Vehikelsysteme im Verhéltnis 1:1

Vehikelsysteme Beurteilung

Vaseline Auflosung der Fibrillen, Vorliegen zweier separater Phasen
O/W-Creme homogene Zubereitung ohne Fibrillen

Ung. emulsif. aquos., DAB

Hydrogel zunachst homogene Zubereitung ohne Fliissigkeitsaustritt,
1% Carbopol® 981 nach 11 Tagen Lagerung Rekristallisation von Cholesterol
PEG-Salbe homogene Zubereitung ohne Veranderung der Fibrillen,
Macrogolsalbe, DAC jedoch mikroskopisch leichter Fllssigkeitsaustritt

Die Kombination mit der O/W-Creme lieferte zwar eine homogene Zubereitung, jedoch
waren mikroskopisch ebenfalls keine Fibrillen mehr vorhanden. Bei der Verarbeitung mit
PEG-Salbe konnte selbst nach vier Wochen Lagerung keine Veranderung der
flissigkristallinen Strukturen beobachtet werden. Makroskopisch war die Zubereitung
homogen, mikroskopisch trat am Rand der Formulierung jedoch immer noch etwas
Flussigkeit aus. Die Einarbeitung in das Hydrogel war prinzipiell moglich, da die
fibrilldren  Strukturen zunachst erhalten wurden wund ein FlUssigkeitsaustritt
makroskopisch nicht mehr beobachtet wurde. Auch mikroskopisch zeigte die
Zubereitung einen stabilen Rand, sodass das Propylenglykol in diesem System besser
fixiert wurde. Nach bereits 11 d Lagerung konnte jedoch eine Veranderung des
Systems beobachtet werden. Es kam zum Auskristallisieren von Cholesterol in Form
grolRer Nadeln sowie zu einem Rulckgang der fibrillaren Strukturen. Aus Erfahrung
konnte dieses Verhalten auf den Wasseranteil im System zurtckgefuhrt werden. Daher
wurde anschiefdend untersucht, ob bestimmte Gelbildner in der Lage sind, reines

Propylenglykol ohne Wasserzusatz zu gelieren. Die dazu eingesetzten Gelbildner sowie
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ihre Geliereigenschaften sind in Tabelle 5.9 aufgefuhrt. Demnach sind lediglich
Pemulen® TR-1, Kollidon® 90 und Aerosil® 200 in der Lage, reines Propylenglykol in ein
Gel zu Uberfuhren. Bei einer Einsatzkonzentration von 5% sind die Gele mit den
Gelbildnern Kollidon® 90 und Aerosil® 200 jedoch nur schwach geliert. Zudem weisen
die Gele eine leichte Trubung auf. Abbildung 5.19 zeigt das mikroskopische Bild eines
10%igen Cholesterol-Systems, in welches 5% Aerosil® 200 eingearbeitet wurde. Es ist
deutlich zu sehen, dass der Rand der Zubereitung nicht stabil ist, sondern eine

Phasenseparation auftritt. Zudem ist die Formulierung nicht homogen.

Abbildung 5.19: Lichtmikroskopische Aufnahme eines 10%igen Cholesterol-Systems, in
welches 5% Aerosil® 200 eingearbeitet wurde.

Beim Pemulen®TR-1 hingegen reichte eine Konzentration von 1% aus, um aus
Propylenglykol ein festes, klares Gel auszubilden. Die Gelierung findet hierbei nach
Neutralisation statt. Zunachst erfolgte diese durch Zugabe von
0,2 N Natriumhydroxidlésung. Da jedoch nach Einarbeitung verschiedener, auch nicht
ionischer Wirkstoffe wieder eine leichte Verflissigung des Geles beobachtet wurde,
kam anschlielend Ethylendiamintetrapropanol (EDTP) als Neutralisationsmittel zum
Einsatz. Durch dieses Neutralisationsmittel werden Gele ausgebildet, die
bekanntermalen weniger empfindlich gegenliber ionischen und pH-Wert
beeinflussenden Zusatzen sind.

Abbildung 5.20 zeigt mikroskopische Bilder einer 5%igen flussigkristallinen Zubereitung
mit und ohne Zusatz von Pemulen® TR-1. Durch den Gelbildner wird die Formulierung

sehr homogen und zeigt keinen Fllssigkeitsaustritt am Rand.
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Abbildung 5.20: Mikroskopische Bilder einer 5%igen fliissigkristallinen  Cholesterol-
Formulierung; links ohne, rechts mit 1% Pemulen® TR-1 nach Neutralisation
mit EDTP

Durch den Zusatz von 1% Pemulen® TR-1 und anschlieRende Neutralisation mit 1%
EDTP kann das Propylenglykol in den flussigkristallinen Cholesterol-Systemen fixiert
werden, sodass homogene Zubereitungen vorliegen, bei denen auch nach mehreren
Monaten Lagerzeit bei Raumtemperatur keine Phasenseparation auftritt. Die
Zubereitung kann in dieser Zusammensetzung als Grundlage bzw. Wirkstoffreservoir
genutzt werden und ist nun auch mit rheologischen Messeinrichtungen

charakterisierbar.

Tabelle 5.9: Gelbildungsvermdgen unterschiedlicher Gelbildner mit Propylenglykol

Gelbildner Beurteilung der Gelierung von Propylenglykol
Natrosol® HHX 250 mind. 20% Wasser zur Gelierung notwendig
Hydroxyethylcellulose

Metolose® 60 SH 50 mind. 20% Wasser zur Gelierung notwendig
Hypromellose

Carbopol® 981 mind. 5% Wasser zur Gelierung notwendig, Neutralisation
Polyacrylsaure

Pemulen® TR-1 geliert ohne Wasser, Neutralisation notwendig
Alkylierte Polyacrylsaure

Kollidon® 90 geliert ohne Wasser, nur schwach, Produkt ist triibe
Polyvinylpyrollidon

Aerosil® 200 geliert ohne Wasser, nur schwach, Produkt ist triibe
Hochdisperses Siliciumdioxid

Keltrol® keine Gelierung ohne Wasser

Xanthangummi
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5.2.8 Zusammenfassung

Um essentielle Bedingungen zur Bildung der fibrillaren Strukturen zu erfassen, wurden
sowohl Veranderungen der festen als auch der flissigen Komponente vorgenommen.
Dabei zeigte sich, dass die Cholesterolkonzentration sowie der Austausch des
Anhydrates durch das Monohydrat keinen Einfluss auf die Ausbildung der fibrillaren
Strukturen besitzen. Ist zusatzlich eine Ethylgruppe in der Seitenkette des Cholesterols
vorhanden, konnte keine Uberfiihrung in ein halbfestes System erreicht werden. Fiir die
flissige Komponente ergaben sich ebenso strenge Anforderungen an die
Molekulstruktur, da bereits bei Verwendung eines Losungsmittels mit einer zusatzlichen
Methylgruppe keine Ausbildung der Strukturen mehr stattfand. Ahnliche Strukturen
konnten lediglich im Isopropanol, jedoch erst ab einer Cholesterolkonzentration von
7,5% realisiert werden. Da die Entstehung der halbfesten Formulierung ab einem
Wasseranteil von ca. 3% gestort ist, werden Wasserstoffbrickenbindungen am Aufbau
der Strukturen beteiligt sein. Damit das Propylenglykol in der Zubereitung starker
immobilisiert ist und das Produkt folglich homogener und unempfindlicher gegentber
Scherung wird, wurde der Formulierung ein polymerer Gelbildner (Pemulen® TR-1)

zugefugt.
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5.3 Charakterisierung des Systems

5.3.1 Mikroskopie

5.3.1.1 Lichtmikroskopie

Eine einfache und aussagekraftige Methode zur Beurteilung der flussigkristallinen
Proben ist die lichtmikroskopische Untersuchung. Abbildung 5.21 zeigt die fibrillaren
Strukturen einer Probe mit einem Cholesterolgehalt von 5%, die durch 48stlindiges
Ruhren bei Raumtemperatur und anschlieRende Lagerung bei 50 °C hergestellt wurde.

A AARE 5 ' R S r,

Abbildung 5.21: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer fliissigkristallinen Probe mit 5%
Cholesterol in Propylenglykol, rechts im polarisierten Dunkelfeld

Die Fibrillen weisen keine bestimmte Orientierung auf und bilden ein dicht gepacktes
Netzwerk. Im polarisierten Dunkelfeld ist eine typische, flachenhafte Schwarz-Weil3-
Schraffur zu erkennen, welche mit Texturen hexagonaler Mesophasen vergleichbar ist
(Maller-Goymann, 1998b). Im Gegensatz dazu enthdlt eine 1%ige Probe kein
zusammenhangendes Netzwerk mehr, sondern sehr lange (> 500 um) und stark

geschwungene Filamente.

Abbildung 5.22: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer fliissigkristallinen Probe mit 1%
Cholesterol in Propylenglykol, rechts im polarisierten Dunkelfeld
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Einzelne Fibrillen zeigen im polarisierten Dunkelfeld noch keine Doppelbrechung. Erst
durch Aneinanderlagerung mehrerer fadenformiger Strukturen wird die Probe optisch
aktiv (Abbildung 5.22).

In Abschnitt 5.1.6 wurde bereits beschrieben, dass sich bei der Probenherstellung durch
mehrstindiges Ruhren am Magnetruhrfisch und an der Gefallwand sogenannte
,Schimmernde Bereiche® ausbilden, die besonders ausgepragte Strukturen enthalten.
Abbildung 5.23 zeigt ein Beispiel dieser Proben. Die Fibrillen sind sehr dicht und parallel
gepackt und scheinen in Ubereinander verschobenen Schichten bzw. Buindeln

angeordnet zu sein. Die Farbgebung der Aufnahme im polarisierten Dunkelfeld deutet

auf eine intensive Doppelbrechung dieser Probe hin.

Abbildung 5.23: Lichtmikroskopische Aufnahmen eines ,schimmernden Probenbereichs®, der
sich wédhrend des Herstellvorganges am Magnetriihrfisch gebildet hat, rechts
im polarisierten Dunkelfeld

Diese Strukturen sind visuell vergleichbar mit fadenformigen Aggregaten in
niedermolekularen organischen Gelen (siehe Abbildung 2.11). Zudem wurden von
Konikoff et.al und Chung et. al ahnliche fibrillare Aggregate des Cholesterols
beobachtet. Sie konnten mit verschiedenen mikroskopischen Verfahren den
Kristallisationsprozess von Cholesterol aus kunstlicher und naturlicher (humaner)
Gallenflissigkeit verfolgen und beschreiben diesen als Abfolge verschiedener
metastabiler Zwischenzustande. Dabei bilden sich ausgehend von mizellaren
Cholesterollosungen filamentartige Strukturen aus, die bundelartig angeordnet sein
konnen. Diese gehen dann uber den Zwischenzustand helikaler und nadelformiger
Strukturen in die typische Plattchenform des Cholesterolmonohydrates Uber. Diese
Kristallisationsabfolge wurde bei 37 °C beobachtet und wird mit der Bildung von
Gallensteinen in Verbindung gebracht (Konikoff et al., 1992; Chung et al., 1993).
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Abbildung 5.24: Lichtmikroskopische Untersuchung einer 10%igen Probe wéhrend eines
Heizvorganges, links: bei Raumtemperatur, Mitte: bei 94 °C, rechts: bei 98 °C

Abbildung 5.24 zeigt das Verhalten einer 10%igen Zubereitung beim Aufheizen mit
einem Mikroskop-Heiztisch. In einem Temperaturbereich von 90 °C bis 100 °C konnte
eine Umwandlung in eine andere flissigkristalline Phase beobachtet werden, welche
bei ca. 110 °C in eine isotrope Fllssigkeit Uberging. Dieser Zustand anderte sich bis
zum Erreichen der maximalen Temperatur von 140 °C nicht. Beim anschlieRenden
Abkihlen wurden mehrere Ubergénge in verschiedene flissigkristalline Zustande
detektiert. Abbildung 5.25 zeigt z. B. einen Phasenlbergang von einer moglichen
lamellaren Struktur, die durch Malteser-Kreuze gekennzeichnet ist, in eine weitere

flissigkristalline Phase, die bis hin zur Raumtemperatur stabil ist.

Abbildung 5.25: Lichtmikroskopische Aufnahmen einer 10%igen Probe wéhrend eines
Abkiihlvorganges von 140 °C auf Raumtemperatur im polarisierten Dunkelfeld

Eine zusatzliche Phase konnte bei einer drei Jahre alten, 5%igen Probe, die mit der
Schwingmuhle produziert wurde, beobachtet werden. Diese zeigte wahrend des
Aufheizvorganges zuséatzlich bei 115 °C einen Ubergang in eine dlige Streifentextur, die
ebenfalls kennzeichnend fur lamellare Mesophasen ist (Abbildung 5.26). Da auch bei

lyotropen Flussigkristallen durch Temperaturvariation eine Phasentransformation
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zwischen verschiedenen Mesophasen ausgelost werden kann, beweisen die
beobachteten temperaturabhangigen Umwandlungen in verschiedene Texturen, dass

es sich bei den vorliegenden fibrillaren Strukturen um einen flissigkristallinen Zustand
handelt (Muller-Goymann, 2004).

",
o
[

Abbildung 5.26: Lichtmikroskopische Aufnahme einer 5%igen Probe aus der Schwingmiihle
bei 115 °C im polarisierten Dunkelfeld
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5.3.1.2 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Aufnahme eines Probenreplikums nach Gefrierbruch
einer 5%igen Probe zeigt sehr lange ,Rdhrenbindel” mit strikter Parallelitat (Abbildung
5.27). Der Pfeil kennzeichnet deutlich Ubereinander geordnete Strukturen, welche einen
Hinweis auf das Vorliegen einer hexagonalen Phase geben (Muller-Goymann, 2010).
Die Stadbchen haben einen Durchmesser bzw. eine Dicke von ca. 150 nm.

Abbildung 5.27: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer 5%igen Probe aus
der Schwingmiihle nach Gefrierbruch; Pfeil deutet auf viele (bereinander
geordnete Schichten hin

Die in Abbildung 5.28 dargestellten rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen einer
direkten Probe (Cholesterolgehalt 3%) bestatigen diese Strukturen. Die Probe ist
durchzogen von langen, starren Gebilden, die deutlich schichtenartig tbereinander
gelagert sind (Pfeil). Die Breite der Fibrillen betragt hier ungefahr 400 nm.
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Abbildung 5.28: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 3%igen Probe nach
Kryopréaparation; Pfeil deutet auf viele libereinander geordnete Schichten hin
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5.3.1.3 Lichtmikroskopie nach Anfarbung

Um herauszufinden, ob die fibrillaren Strukturen durch eine normale hexagonale oder
invers hexagonale Phase aufgebaut sind, wurde eine 10%ige Probe zunachst mit
Mittelkettigen Triglyceriden versetzt und anschlieRend mit Methylenblau und Sudanrot
angefarbt. In Abbildung 5.29 ist deutlich zu erkennen, dass die Fibrillen sich im
lipophilen Bereich, der durch das Sudan Il rot gefarbt ist, ansammeln, wahrend das
blau gefarbte Propylenglykol als separate Phase vorliegt. Die zusatzlich auftretenden
dunklen Nadeln sind ungeloste Sudanrot-Partikel. Dieses Verhalten demonstriert
erwartungsgemall  die Lipophilie der fibrillaren  Strukturen und beweist

dementsprechend das Vorliegen von invers hexagonalen Aggregaten.
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Abbildung 5.29: Lichtmikroskopische Untersuchung einer 10%igen Probe, welche nach Zusatz
von Mittelkettigen Triglyceriden mit Sudan Ill und Methylenblau angeféarbt
wurde
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5.3.2 Rontgendiffraktometrie

5.3.21 SAXD

Zur rontgenographischen Untersuchung der halbfesten Proben wurden 5%ige
Zubereitungen unterschiedlicher Herstellungsprozesse sowie kristallines Cholesterol mit
einem Rontgenkleinwinkeldiffraktometer vermessen. Das Cholesterol diente zudem als
Kalibriersubstanz. Die in den folgenden Abbildungen als ,nicht prozessiert” bezeichnete
Probe wurde durch einfaches Anreiben von Cholesterol mit Propylenglykol in einer
Fantaschale erhalten. Zudem wurde ein Produkt vermessen, das mit der Schwingmuhle
bei einer Amplitude von 90 und einer Prozesszeit von 30 min hergestellt wurde. Die mit
dem Magnetrihrer hergestellte Probe stammt aus sogenannten ,schimmernden
Bereichen®, die sich wahrend des 24stiindigen Ruhrvorganges bei Raumtemperatur am
Ruhrfisch ausgebildet haben und mikroskopisch ein besonders intensiv ausgepragtes
Fibrillennetzwerk aufweisen. Die Peakintensitaten von Cholesterol und den Proben sind
aufgrund unterschiedlicher Messzeiten nicht direkt vergleichbar.
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Abbildung 5.30: Vergleich der Réntgenkleinwinkeldiffraktogramme von Cholesterol, einer nicht
prozessierten Probe sowie einer mit der Schwingmiihle hergestellten Probe,
Cholesterolgehalt jeweils 5%
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Abbildung 5.31: Ausschnitt der Réntgenkleinwinkeldiffraktogramme von Cholesterol, einer
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Abbildung 5.32:  Ausschnitt der Réntgenkleinwinkeldiffraktogramme von Cholesterol, einer mit

der Schwingmiihle produzierten sowie einer mit dem Magnetriihrer
hergestellten Probe, Cholesterolgehalt jeweils 5%
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Die ersten beiden Peaks in Abbildung 5.30 werden durch den gefilterten Primarstrahl
bzw. den ungefilterten Primarstrahlabfall hervorgerufen. Der zur Kalibrierung genutzte
Peak des kristallinen Cholesterols liegt bei 2,6 2Theta. Da alle Proben einen deutlichen
Reflex in diesem Winkelbereich aufweisen, ist stets kristallines Cholesterol in den
Proben enthalten. Abbildung 5.31 zeigt, dass die halbfesten Zubereitungen zusatzliche
Reflexe zum kristallinen Cholesterol hervorrufen. Diese unterscheiden sich je nach
Herstellungsprozess. Wahrend die nicht prozessierte Probe zwei zusatzliche Peaks bei
ca. 4,2 und 4,9 2Theta besitzt, wird bei der Zubereitung aus der Schwingmuhle ein
Reflex bei 3,75 2Theta erhalten. Dieser ist ebenso in der Probe mit dem stark
ausgebildeten fibrillaren Netzwerk (Magnetruhrfisch) vorhanden, wobei hier der Reflex
lediglich etwas intensiver ausgepragt ist (Abbildung 5.32).

Um eine Zuordnung der vorhandenen Strukturen zu bestimmten Mesophasen
vornehmen zu kénnen, wurden Reflexreihenfolgen aus den gemessenen Streuvektoren
berechnet (jeweils bezogen auf den in der Tabelle zuerst angegebenen Peak) und mit
Literaturwerten verglichen (siehe Tabelle 5.10 bis Tabelle 5.12). Nach Seddon und
Templer liegen die Reziproken der Netzebenenabstande von hexagonalen, lamellaren

und kubischen Mesophasen in folgenden Verhaltnissen vor (Seddon et al., 1995):

lamellar: 1 2 3 4...
hexagonal 1 N J7 3.
kubisch 1 V2B 2 NE

Tabelle 5.10: Réntgenreflexe einer nicht prozessierten Probe

2Theta h (nm™)? d (nm)* Intensitit Verhiltnis
2,12 1,51 4,16 + 1,00
2,59 1,85 3,40 +++ 1,22
4,20 2,99 2,10 ++ 1,98
4,91 3,50 1,80 ++ 2,32
5,15 3,66 1,71 + 2,43
5,70 4,06 1,55 + 2,69
6,56 4,67 1,35 + 3,09

® h = Streuvektor, zur Berechnung der Reflexreihenfolge genutzt
* d = Netzebenenabstand
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Tabelle 5.11: Réntgenreflexe einer mit der Schwingmiihle produzierten Probe
2Theta h (nm™) d (nm) Intensitat Verhaltnis
2,12 1,51 4,16 + 1,00
2,59 1,85 3,40 +++ 1,22
3,75 2,67 2,36 ++ 1,77
5,15 3,66 1,71 + 2,43
5,70 4,06 1,55 + 2,69

Tabelle 5.12: Réntgenreflexe einer mit dem Magnetriihrer produzierten Probe

2Theta h (nm™) d (nm) Intensitat Verhaltnis
2,59 1,85 3,40 +++ 1,00
3,75 2,67 2,36 ++ 1,44
5,15 3,66 1,71 ++ 1,98
5,70 4,06 1,55 + 2,20

Den errechneten Reflexverhaltnissen zufolge ist keine Zuordnung der vermessenen
Proben zu einer bestimmten flussigkristallinen Phase moglich. Jedoch spricht auch ein
einzelner Peak im Kleinwinkelbereich fur das Vorhandensein einer Mesophase (Seddon
et al.,, 1995). Ob diese zum kristallinen Cholesterol zusatzlich auftretende Struktur
jedoch kristalliner oder flissigkristalliner Art ist, kann mit dieser Methode alleine nicht

beurteilt werden.
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5.3.2.2 WAXD

Durch Feinjustierung des Primarstrahlfilters konnte mit dem
Rontgenweitwinkeldiffraktometer relativ nahe am Kleinwinkelbereich gemessen werden.
Die dabei erhaltenen Diffraktogramme von kristallinem Cholesterol und einer halbfesten
Probe, die 5% Cholesterol enthalt und durch ca. 60mindtiges Ruhren bei 40 °C
hergestellt wurde, sind in Abbildung 5.33 dargestellt. Die Reflexintensitaten von
Cholesterol und der halbfesten Probe sind aufgrund unterschiedlicher Messzeiten nicht
miteinander vergleichbar. Die halbfeste Probe wurde Uber einen Zeitraum von 20 h
vermessen. Die Diffraktogramme stimmen mit den Resultaten der SAXD-Messungen
uberein, da die halbfeste Probe ebenso den intensiven Reflex des kristallinen
Cholesterols (bei ca. 2,45 2Theta) aufweist und einen zusatzlichen, starken Reflex bei
ca. 3,60 2Theta besitzt. Zudem konnen einige Reflexe des kristallinen Cholesterols im
Weitwinkelbereich (z. B. 16,9 2Theta, 17,4 2Theta und 18,1 2Theta) auch in der
halbfesten Probe detektiert werden, welche jedoch von einem diffusen Weitwinkelreflex
(zwischen 15 und 25 2Theta) Uberlagert sind. Dieser diffuse Reflex im Weitwinkel-
bereich entspricht einer Periode von etwa 0,45 nm und beweist damit laut Hiltrop das
Vorliegen beweglicher Alkylketten der Tensidmolekule in Stabchenaggregaten (Hiltrop,
1999b).
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Abbildung 5.33: Vergleich der Rbéntgenweitwinkeldiffraktogramme von Cholesterol (rot) und
einer 5%igen halbfesten Zubereitung, die mit dem Magnetriihrer bei 40 °C
hergestellt wurde (schwarz)
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Weiterhin wurde untersucht, ob geringe Temperaturveranderungen wahrend des
Herstellungsprozesses Einfluss auf die flussigkristalline Struktur besitzen und ob diese
bereits kurz nach der Herstellung vollstandig ausgebildet ist oder sich nach
entsprechender Lagerzeit noch verandert. Dazu wurden 5%ige Zubereitungen unter
60mindtigem Ruhren auf einer Magnetruhrplatte bei 35 °C bzw. 40 °C hergestellt und
sowohl eine Stunde als auch eine Woche nach der Herstellung rontgendiffraktometrisch
vermessen. Um tatsachlich die Struktur direkt nach der Herstellung zu untersuchen,
wurde die Messzeit auf 2 h verklrzt. Daher sind die Reflexintensitaten in den erhaltenen
Rontgendiffraktogrammen deutlich schwacher ausgepragt. Aus Abbildung 5.34 und
Abbildung 5.35 ist ersichtlich, dass die Variation der Herstellungstemperatur zwischen
35°C und 40°C keine wesentlichen Veranderungen der fibrillaren Strukturen
verursacht. Die Peakintensitat des kristallinen Cholesterols bei 2,45 2Theta ist bei der
40 °C-Herstellung lediglich leicht erhdht. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Struktur bereits eine Stunde nach Herstellung vorhanden ist und sich nach einer Woche

Lagerzeit bei Raumtemperatur nicht verandert hat.
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Abbildung 5.34: Vergleich der Réntgenweitwinkeldiffraktogramme einer 5%igen Probe, die mit
dem Magnetriihrer bei 35 °C hergestellt wurde, nach unterschiedlicher
Lagerzeit, rot: 1 h nach Herstellung, schwarz: eine Woche nach Herstellung
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Abbildung 5.35: Vergleich der Réntgenweitwinkeldiffraktogramme einer 5%igen Probe, die mit
dem Magnetriihrer bei 40 °C hergestellt wurde, nach unterschiedlicher
Lagerzeit, rot: 1 h nach Herstellung, schwarz: eine Woche nach Herstellung

5.3.3 Rheologische Untersuchung

Im folgenden Abschnitt werden zunachst das FlieRverhalten des flussigkristallinen
Systems und der Einfluss der Cholesterolkonzentration auf dieses beschrieben. Um im
Messspalt zwischen den Platten homogene Proben zu erhalten, wurden flr diesen
Versuch Zubereitungen genutzt, in denen das Propylenglykol durch Zusatz von 1%
Pemulen® TR-1 starker fixiert ist. AnschlieRend werden Einfliisse von zwei variablen
Herstellungsparametern auf die rheologischen Eigenschaften des reinen Systems (ohne

Zusatz eines Gelbildners) mittels Oszillationsmessungen dargestellt.

5.3.31 Viskosimetrie

Um die Auswirkungen der Cholesterol-Konzentration auf das Flielverhalten zu
untersuchen, wurden Zubereitungen mit 3, 5 und 10% Cholesterol durch 48stundiges
Ruhren bei Raumtemperatur hergestellt. Nach einwochiger Lagerung bei 50 °C wurde

in alle Zubereitungen 1% Pemulen® TR-1 eingearbeitet. Zur Uberpriifung der
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Reproduzierbarkeit wurden von jeder Einsatzkonzentration drei Zubereitungen
hergestellt, welche wiederum dreifach vermessen wurden. Fur die in Abbildung 5.36
und Abbildung 5.37 dargestellten Scherrampenversuche wurde ein Messspalt von
300 ym gewahlt. Um die Beeinflussung der FlieReigenschaften durch den Pemulen®-
Zusatz zu berucksichtigen, wurden alle Daten um die Messwerte eines reinen
Propylenglykol-Geles, welches ebenso mit 1% Pemulen® TR-1 geliert wurde, korrigiert.
Daher werden keine Standardabweichungen mit angegeben. Alle Zubereitungen weisen
ein ausgepragt plastisches FlieRverhalten auf. Das bedeutet, sie besitzen eine
FlieRgrenze (graphisch nicht dargestellt) und zeigen mit steigender Scherrate eine
zunehmende Scherverflissigung. Diese ist unabhangig von der Einsatzkonzentration
bei allen Zubereitungen gleich stark ausgepragt. Wahrend die Viskositaten der 3%- und
5%igen Zubereitungen bei maximaler Scherung relativ dicht beieinander liegen
(5,7 Pa*s und 6,8 Pa*s), besitzen die 10%igen Formulierungen eine deutlich gesteigerte
Viskositat bei 20,4 Pa*s. In Abbildung 5.37 ist die momentane Viskositat gegen die
Messzeit dargestellt. Bei einer Messzeit von 120 s ist die maximale Scherrate von 45 s
erreicht und fallt anschliefend wieder ab. Alle Formulierungen weisen bei sinkender
Scherrate wieder eine Scherverfestigung auf. Wahrend die 3%- und 5%igen
Formulierungen nach Beendigung des Scherprozesses wieder ihre Ausgangsviskositat
besitzen, zeigt die 10%ige Zubereitung eine gewisse Hysterese an: die Viskositat
betragt zum letzten Messzeitpunkt 422,3 Pa*s und liegt damit deutlich unterhalb der
Anfangsviskositat von 997,1 Pa*s. Das Vorliegen der plastischen FlieReigenschaften ist
typisch fur hexagonale und kubische Mesophasen und ist auf den dreidimensionalen

Ordnungsgrad dieser Flussigkristalle zurtckzufihren (Muller-Goymann, 1998b).
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Abbildung 5.36: Momentane Viskositdt bei ansteigender Scherrate von Zubereitungen
unterschiedlicher Cholesterolkonzentrationen; dargestellt sind Mittelwerte von
dreifach hergestellten Zubereitungen
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Abbildung 5.37: Momentane Viskositét bei ansteigender und abfallender Scherrate, dargestellt
gegen die Messzeit; dargestellt sind Mittelwerte von dreifach hergestellten
Zubereitungen
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5.3.3.2 Oszillationsmessungen

Um eine Strukturveranderung durch mechanische Verformung zu verhindern und somit
auch elastische Anteile der Proben zu erfassen, wurden die im vorherigen Abschnitt
beschriebenen Zubereitungen ebenfalls oszillationsrheologisch vermessen. Der
Messspalt wurde dazu auf 1000 uym eingestellt. Abbildung 5.38 zeigt den starken
Unterschied der 10%igen Zubereitungen gegenuber den Formulierungen geringerer
Konzentration bezlglich der komplexen Viskositat. Eine Steigerung der
Cholesterolkonzentration von 3% auf 5% fluhrte zum knapp dreifachen Anstieg der
Viskositat. Im Unterschied dazu zeigen die 10%igen Formulierungen ca. 30fach erhohte
Werte gegenuber den 5%igen Zubereitungen. Die komplexe Viskositat eines reinen
Propylenglykol-Gels betragt 13,7 £ 0,4 Pa*s.
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Abbildung 5.38: Komplexe Viskositdt von je dreifach hergestellten Zubereitungen
unterschiedlicher = Cholesterolkonzentration, Fehlerbalken: SD von
Dreifachmessungen

Zudem wird der Einfluss der Cholesterolkonzentration auf die Reproduzierbarkeit der
Herstellung deutlich. Die Variationskoeffizienten der komplexen Viskositat der je
dreifach hergestellten Zubereitungen steigen mit zunehmender Einsatzkonzentration:
3% Cholesterol VK = 4,7%; 5% Cholesterol VK = 13,5%; 10% Cholesterol VK = 16,4%.
Da die Zubereitungen mit hoheren Konzentrationen bereits wahrend der Herstellung
verdickten, konnte eine kontinuierliche und gleichmaRige Bewegung des
Magnetrihrfisches nicht gewahrleistet werden. Dies fihrt zu einer unterschiedlich
intensiven Auspragung des fibrillaren Netzwerkes und begrindet die zunehmenden

Schwankungen der komplexen Viskositat mit steigender Konzentration.
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Der viskoelastische Charakter der Zubereitungen kann mit Hilfe des
Phasenverschiebungswinkels beurteilt werden. Aus Abbildung 5.39 ist ersichtlich, dass
der Phasenwinkel nur geringen Schwankungen unterliegt und sich unabhangig von der
Konzentration im Bereich zwischen 15° und 21° befindet. Da jedoch der Phasenwinkel
eines reinen Propylenglykol-Gels 18,9 + 1,0° betragt, kann mit Hilfe dieser Methode
nicht beurteilt werden, ob das Uberwiegend elastische Verhalten der getesteten
Zubereitungen auch auf das dreidimensionale Netzwerk der Cholesterol-Aggregate

oder nur auf den Gelbildnerzusatz zurtckzufthren ist.
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Abbildung 5.39:  Phasenwinkel von je dreifach hergestellten Zubereitungen unterschiedlicher
Cholesterolkonzentration, Fehlerbalken: SD von Dreifachmessungen
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Im Folgenden werden Einflusse unterschiedlicher Temperaturbedingungen und
Ruhrzeiten auf die rheologischen Eigenschaften von 5%igen Cholesterolzubereitungen
dargestellt. Dazu wurden zu unterschiedlichen Zeitenpunkten wahrend und nach der
Herstellung Oszillationsmessungen der reinen Zubereitungen, d. h. ohne Zusatz von
Pemulen® TR-1, vorgenommen. Aufgrund der zeitlich gebundenen Probenentnahme
konnte dabei nur eine Einfachmessung durchgefuhrt werden. Zudem sollte
bertcksichtigt werden, dass es bei zunehmender Festigkeit der Proben bei Einstellung
des Messspaltes teilweise zum Austritt des Propylenglykols aus der Formulierung kam
und die Messergebnisse dadurch beeinflusst wurden. Eine Einschatzung des Einflusses
der untersuchten Parameter auf die Ausbildung des fibrillaren Netzwerkes ist jedoch
aufgrund intensiver Veranderungen der Messwerte maglich.

Zunachst werden zwei verschiedene Temperaturbedingungen (Raumtemperatur und
38 °C) bei einer Ruhrdauer von 6 h verglichen. Wahrend sich die komplexe Viskositat
der bei Raumtemperatur hergestellten Zubereitung wahrend des Ruhrvorganges nur
leicht erhdhte und eine deutliche Gelierung erst 24 h nach Herstellungsbeginn detektiert
werden konnte, stieg die Viskositdt bei Herstellung unter erhdhten

Temperaturbedingungen bereits nach 45 bis 75 min stark an.

Tabelle 5.13: Zeitliche Verdnderung der komplexen Viskositdt bei verschiedenen
Temperaturen und Riihrzeiten des Herstellungsprozesses,; unterstrichene Werte
zeigen das Ende des Riihrprozesses an; SD sind aus einzelnen Messwerten
einer Messung berechnet

Komplexe Viskositat (Pa*s) Mittelwert £ Standardabweichung

Rihrprozess Raumtemperatur/ 6 h 38°C/6h 38 °C/ 75 min
Zeit
15 min 0,14+ 0,03 0,14+ 0,01 0,11+ 0,00
30 min 0,14+ 0,04 0,67+ 0,13 0,25+ 0,27
45 min 0,17+ 0,02 97,48+ 7,65 34,63+ 3,46
75 min 0,26+ 0,03 1887,16 = 224,64 769,02+ 52,31
90 min 0,31+ 0,08 596,02 + 20,04 1967,50 + 91,94
120 min 0,43+ 0,10 14,91+ 4,45 6506,80 + 477,85
4h 7,83+ 0,43 1,16+ 0,12 10386,10 + 480,63
6 h 793+ 1,87 315,76 + 16,57 17300,00 + 1241,57
24h 1786,45+ 83,28 1552,15+ 60,21 24200,00 + 823,37
48 h 3061,45+ 134,68 1157,39 + 88,92 16938,50 + 479,33
7d 8507,84 + 396,82 1820,90 + 168,55 29256,50 + 884,77
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Die rasche Ausbildung der elastischen Anteile kann am Abfall des Phasenwinkels von
80,9° bei 30 min auf 21,7° bei 45 min erkannt werden. Durch das anhaltende Ruhren
wurde die Viskositat der Zubereitung jedoch wieder deutlich reduziert und gleichzeitig
der Phasenwinkel erhéht. Daher wurde in einem weiteren Versuch bei gleicher
Temperaturbehandlung (38 °C) der Ruhrvorgang nach 75 min beendet. Die Ausbildung
des fibrillaren Netzwerkes wurde somit nicht behindert, sodass 6 h nach
Herstellungsbeginn eine komplexe Viskositat von 17300 Pa*s und ein Phasenwinkel
von 6,4° erreicht werden konnten. Alle Zubereitungen zeigten nach einwdchiger
Lagerung bei Raumtemperatur einen weiteren Anstieg der komplexen Viskositat, wobei
die fur 75 min bei 38 °C geruhrte Formulierung mit Abstand die hochste Viskositat und
den kleinsten Phasenwinkel besall. Es konnte somit gezeigt werden, dass die
Ausbildung des fibrillaren Netzwerkes bei Raumtemperatur maéglich ist, jedoch durch
eine Temperaturbehandlung bei 38 °C deutlich beschleunigt werden kann. Der
Ruhrvorgang sollte nach Eintreten der Gelierung beendet werden, um die Ausbildung

des dreidimensionalen Netzwerkes der fibrillaren Strukturen nicht zu behindern.

Tabelle 5.14: Zeitliche Verédnderung des Phasenwinkels bei verschiedenen Temperaturen
und Rihrzeiten des Herstellungsprozesses; unterstrichene Werte zeigen das
Ende des Riihrprozesses an; SD sind aus einzelnen Messwerten einer Messung

berechnet
Phasenwinkel (°) Mittelwert + Standardabweichung
Riihrprozess Raumtemperatur/ 6 h 38°C/6h 38 °C/ 75 min
Zeit
15 min 736+ 16,3 776+ 3,8 76,4+ 88
30 min 731+ 58 809+ 3,5 73,7+ 84
45 min 751+ 36 217+ 1,2 349+ 25
75 min 754+ 40 99+ 84 1833+ 24
90 min 744+ 31 142+ 12 109+ 27
120 min 76,3+ 8,1 662+ 29 68+ 3,1
4 h 784+ 23 750+ 11 10,2+ 24
6h 742+ 36 147+ 2.7 6,4 29
24 h 125+ 23 121+ 19 84+ 15
48 h 116+ 22 216+ 3,8 10,56+ 27
7d 7,7+ 3,8 20,7+ 31 49+ 14
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Da in diesem Fall die Zubereitungen ohne Zusatz von Pemulen® TR-1 vermessen
wurden, konnen mit den erhaltenen Werten fir den Phasenwinkel Ruckschlisse auf
das Verhaltnis der elastischen und viskosen Anteile des Cholesterol-Systems gemacht
werden. Der kleinste gemessene Wert des Phasenwinkels betragt 4,9 + 1,4° und deutet
auf das stark dominierende Speichermodul (G*= 183110 Pa) gegenluber dem
Verlustmodul (G* = 15566 Pa) hin. Dieses Uberwiegend elastische Verhalten kann mit

der dreidimensionalen Vernetzung der fibrillaren Strukturen begriindet werden.

5.3.4 Thermoanalytische Untersuchung

Um temperaturbedingte Anderungen des halbfesten Cholesterolsystems zu erfassen
und die Einflussnahme der Konzentration auf dieses Verhalten festzustellen, wurden
Zubereitungen unterschiedlicher Konzentration (3%, 5% und 10%) mit Hilfe der DSC
vermessen. Dabei wurden die Proben einem Aufheizvorgang von 20 °C auf 160 °C mit
einer Heizrate von 10 °C/min unterzogen. Jede Formulierung wurde dreifach hergestellt
und jeweils dreifach vermessen. Abbildung 5.40 zeigt die Veranderungen der
endothermen Ereignisse in Abhangigkeit von der Konzentration. Zur deutlicheren
Darstellung wurde jeweils die erste Ableitung des Warmeflusses gegen die Temperatur
aufgetragen. Reproduzierbare, endotherme Ereignisse finden unabhangig von der
Konzentration bei ca. 90 °C sowie 110 °C statt. Somit kdnnen die mikroskopisch
beobachteten Phasenumwandlungen mit diesen Messungen bestatigt werden.
Demnach entspricht das Ereignis bei ca. 90 °C der Umwandlung des fibrillaren Systems
in eine andere flussigkristalline Phase, die bei 110 °C in den flussigen Zustand
Ubergeht. In Tabelle 5.15 sind die berechneten Enthalpieanderungen aufgeflhrt.
Erwartungsgemal} stiegen die Energieanderungen mit zunehmender
Cholesterolkonzentration an. Neben den halbfesten Zubereitungen verschiedener
Konzentrationen wurde auch eine frisch hergestellte Mischung aus 5% Cholesterol und
Propylenglykol, die lediglich in der Fantaschale angerieben wurde und mikroskopisch
noch keine fibrillaren Strukturen aufwies, vermessen. Da das fibrillare System noch
nicht ausgebildet war, konnte auch die erste Phasenumwandlung bei 90 °C nicht
detektiert werden. Der zweite Peak bei 110 °C ist jedoch vorhanden, wenn auch mit
geringerer Intensitat im Vergleich zur halbfesten Probe. Somit stellt das fibrillare System
eventuell einen Zwischenzustand dar, der durch entsprechende Scher- und
Temperaturbehandlung induziert und stabilisiert werden kann. Zudem konnte mit diesen

Untersuchungen aufgrund des fehlenden oder gering ausgepragten Schmelzpeaks des
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Cholesterols (148 °C) gezeigt werden, dass kristallines Cholesterol nicht oder nur in

geringen Anteilen in den halbfesten Proben vorhanden ist.
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Abbildung 5.40: DSC-Kurven eines Aufheizvorganges von 20 °C auf 160 °C mit 10 °C/min von
je 3 vermessenen Proben (1. Ableitung)
a) einer 3%igen Zubereitung
b) einer 5%igen Zubereitung
c¢) einer 10%igen Zubereitung
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Tabelle 5.15: Abhéngigkeit der Enthalpiednderung und Peaklage von der Konzentration;
Jjede Zubereitung wurde dreifach hergestellt und je dreifach vermessen

Cholesterol- Peak 1 Peak 2
Konzentration Peak ( °C) * SD AH(J/g)£SD Peak ( °C) * SD AH(J/g)£SD

3% 87,0 £ 11,1 0,214 + 0,063 109,1 + 0,62 0,139 + 0,145

5% 93,6 +0,2 1,209 + 0,043 110,0 £ 0,2 1,086 + 0,061

10% 90,1+ 1,2 3,673+ 0,160 108,4 + 2,0 3,027 +0,176
5% -Mischung - 109,8 + 3,7 0,319 + 0,041°

5.3.5 Zusammenfassung

Werden die erzielten Ergebnisse im Kontext betrachtet, so kann eindeutig
geschlussfolgert werden, dass die vorliegenden fibrillaren Strukturen von
flissigkristalliner Art und mit hoher Wahrscheinlichkeit invers hexagonal aufgebaut sind.
FUir den flussigkristallinen Zustand sprechen die beim Aufheizen der Probe
mikroskopisch und thermoanalytisch  beobachteten Ubergdnge in andere
flissigkristalline Phasen. Die Resultate der Rdntgenkleinwinkelmessungen zeigen
deutlich das Vorliegen einer zusatzlichen Struktur neben dem kristallinen Cholesterol.
Die Zuordnung zu einer bestimmten Mesophase erfolgt mit Hilfe der Lichtmikroskopie
im polarisierten Dunkelfeld, da die erhaltene Schwarz-Weil3-Schraffur vergleichbar mit
Texturen hexagonaler Zustande ist. Auch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen
geben einen Hinweis auf das Vorliegen dieser Art von Flussigkristall. Der erhaltene
diffuse Weitwinkelreflex im Rontgendiffraktogramm zeigt vorhandene
Stabchenaggregate an. Durch das Anfarben mit Methylenblau und Sudanrot konnte
letztendlich bewiesen werden, dass die fibrillaren Strukturen lipophil und folglich invers
hexagonaler Art sind. Rheologische Messungen deuten ebenfalls auf das Vorliegen von
Molekulaggregaten mit einem hohen Ordnungsgrad (wie hexagonal oder kubisch) hin.
Dennoch muss der Unterschied zu uUblichen, reinen hexagonalen Flussigkristallen
beachtet werden. Diese sind typischerweise optisch isotrop oder opaleszierend, nicht
jedoch tief weill gefarbt, wie das vorliegende Cholesterolsystem. Das weile
Erscheinungsbild wird durch die mikroskopisch sichtbaren fibrillaren Strukturen
erhalten, an denen das Licht gebrochen wird. Diese Strukturen sind vergleichbar mit

den in Kapitel 2.4 beschriebenen Netzwerken niedermolekularer, organischer Gele. Da

® kein Peak detektierbar
® hurin 2 von 3 Messungen war ein Peak vorhanden, von diesen wurden Mittelwerte berechnet
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die Bildung der langen fadenformigen Strukturen in solchen Gelen mit einem
fehlgeschlagenen Kristallisationsprozess begrundet wird und zugleich ahnliche
Cholesterolfilamente als  Zwischenzustand bei der Auskristallisation von
Cholesterolmonohydrat aus Gallenflissigkeit beschrieben wurden, scheint in der
vorliegenden Formulierung ein entsprechender Zwischenzustand durch das
gleichzeitige Vorliegen bestimmter Bedingungen (Propylenglykol, Temperatur und
Scherung) stabilisiert zu sein.

Da die rheologisch gemessenen elastischen Anteile in der Probe signifikant den
viskosen uberlegen sind und somit ein wahres Gel vorhanden ist, kann zudem von
einem stark ausgebildeten Netzwerk mit permanent vorliegenden Molekulaggregaten

ausgegangen werden (Terech et al., 1997).
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5.4 Eignung als Vehikelsystem zur topischen Applikation

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die entwickelte
flissigkristalline Cholesterolzubereitung als Vehikelsystem fur topisch zu applizierende
Dermatika eignet. Dazu wurde zunachst das Losevermdgen gegenulber verschiedenen
Wirkstoffen getestet. Im Anschluss wurden die Beeinflussung der Wirkstoffpermeation
mit Hilfe von Franz-Diffusionszellen sowie die Veranderung der Lipidstruktur des

Stratum corneum mittels thermodynamischer Messungen gepruft.

5.4.1 Wirkstoffloslichkeit und Herstellung wirkstoffhaltiger Proben

Um herauszufinden, ob das flussigkristalline System schwerlosliche Arzneistoffe in
Losung bringen kann und sich somit als Vehikelsystem flur entsprechende Wirkstoffe
zur topischen Applikation eignet, wurde zunachst die Ldslichkeit von Wirkstoffen
verschiedener Anwendungsgebiete in Propylenglykol getestet. Die Wirkstoffe wurden in
ihren maximalen Einsatzkonzentrationen’ mit Propylenglykol fir 24 h auf einer
Magnetruhrplatte geruhrt. Die Ergebnisse der anschliefienden visuellen Beurteilung
sind in Tabelle 5.16 und Tabelle 5.17 aufgefuhrt. Von den getesteten 19 Wirkstoffen
sind sechs im Propylenglykol unldslich. Daher wurde anschlie3end erprobt, ob diese
Wirkstoffe aufgrund des flussigkristallinen Charakters in der halbfesten
Cholesterolzubereitung solubilisiert und geloést  werden konnen. Die
Arzneistoffeinarbeitung erfolgte mit zwei verschiedenen Methoden. Einerseits wurde der
Wirkstoff mit dem bereits fertig ausgebildeten fibrillaren System anteilig in der
Fantaschale angerieben, wahrend bei der zweiten Methode der Wirkstoff vor der
Ausbildung der flussigkristallinen Phase zugesetzt wurde. Dazu wurde Cholesterol mit
dem Arzneistoff in der Fantaschale vorgelegt, anteilig mit Propylenglykol angerieben

und durch einen entsprechenden Rihrvorgang bei 40 °C in ein Gelsystem Uberflhrt.

4 entsprechend den Angaben in der Normdosentabelle des NRF (DAC/NRF, 2012) bzw. verwendeter
Konzentrationen in zugelassenen Fertigarzneimitteln (Rote Liste, 2012)
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Tabelle 5.16: Léslichkeit von  Wirkstoffen in  Propylenglykol bei max. (blichen
Einsatzkonzentrationen

Nichtsteroidales Antirheumatikum Hormon

Diclofenac-Na [6slich Estradiol [6slich
Ibuprofen |6slich Testosteron |6slich
Ketoprofen I6slich Progesteron I6slich

Tabelle 5.17: Léslichkeit von  Wirkstoffen in  Propylenglykol bei max. (blichen
Einsatzkonzentrationen

Antimykotikum/ Antibiotikum Glucocorticoid

Clotrimazol I6slich Triamcinolonacetonid unléslich
Ketoconazol I6slich Betamethasonvalerat unldslich
Terbinafin HCI I8slich Prednisolon |6slich
Terbinafin unldslich Hydrocortisonacetat unldslich
Miconazol [6slich Prednicarbat I6slich
Bifonazol unldslich

Ciclopirox-Olamin |6slich

Erythromycin unldslich

Bei der zuletzt genannten Methode wurde die Ausbildung des fibrillaren Netzwerkes
durch keinen Wirkstoff beeinflusst. Auch die nachtragliche Einarbeitung der Wirkstoffe
veranderte die Zubereitungen nicht. Die Beurteilung der Wirkstoffloslichkeit in der
halbfesten Formulierung erfolgte lediglich mikroskopisch, da DSC- und auch WAXD-
Messungen in diesem Fall nicht geeignet waren. Keiner der im Propylenglykol
unloslichen Wirkstoffe lag in diesem halbfesten Cholesterolsystem in geloster Form vor.
Somit eignet sich diese Zubereitung nicht als Vehikelsystem mit verbesserten
Solubilisationseigenschaften fur schwerlosliche Arzneistoffe.

Da jedoch eine Vielzahl der aufgefuhrten Wirkstoffe in Propylenglykol 16slich ist, kdbnnen
diese in die halbfeste Cholesterolzubereitung eingearbeitet und somit die Beeinflussung
der Wirkstoffpenetration untersucht werden.

Nach Auswahl von zwei Wirkstoffen zur transdermalen Applikation (Estradiol und
Testosteron) sowie zwei dermal wirksamen Arzneistoffen (Miconazol und Prednicarbat)

wurde deren Vertraglichkeit mit der flussigkristallinen Cholesterolzubereitung getestet.
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Die Wirkstoffe wurden nach beiden oben beschriebenen Methoden eingearbeitet. Auch
bei diesen Arzneistoffen konnte keine Beeinflussung der fibrillaren Struktur beobachtet
werden. Jedoch ist die nachtragliche Einarbeitung in das bereits ausgebildete Netzwerk
vorzuziehen, da bei den auf diese Art hergestellten Zubereitungen mikroskopisch keine
Cholesterolkristalle detektiert werden konnten. Wie bereits im Abschnitt 5.2.7
beschrieben wurde, ist der Zusatz von 1% Pemulen® TR-1 und eine Neutralisation mit
EDTP notwendig, um das Austreten des Propylenglykols durch den manuellen
Ruhrvorgang bei der Wirkstoffeinarbeitung sowie eine Verflissigung des Geles durch
den Wirkstoff zu verhindern. Auf diese Art hergestellte Zubereitungen sind
mikroskopisch und makroskopisch Uber einen gepruften Zeitraum von 3 Monaten stabil,
weisen keine Cholesterolkristalle auf und enthalten den Wirkstoff (Estradiol,

Testosteron, Prednicarbat oder Miconazol) in geléster Form.
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5.4.2 Einfluss auf die Wirkstoffpermeation

Nach erfolgreicher Einarbeitung verschiedener Wirkstoffe in die entwickelte
Formulierung sollte nun die Einflussnahme des flussigkristallin vorliegenden
Cholesterols auf die Wirkstoffpermeation durch verschiedene Hautmembranen mit
Franz-Zellen getestet werden. Zunachst musste dafur ein geeignetes Akzeptormedium
bestimmt und die Probenaufbereitung optimiert werden. Zudem wurde die Homogenitat

des Wirkstoffgehaltes in den Zubereitungen ermittelt.

5421 Voruntersuchungen

54.2.11 Auswabhl eines geeigneten Akzeptormediums

Wie bereits auf Seite 42 erwahnt wurde, empfiehlt die OECD den Zusatz von 50%
organischem Losungsmittel, 6% Brij®98 oder 5% BSA zum Akzeptormedium, um
Sinkbedingungen zu gewahrleisten und somit eine limitierte Penetration aufgrund zu
geringer Loslichkeit der Testsubstanz zu verhindern. Die dafur mindestens
erforderlichen Sattigungskonzentrationen wurden basierend auf einem Volumen des
Akzeptormediums von 10 ml sowohl fur finite dose-Bedingungen (Auftrag von 10 mg
Zubereitung) als auch fur infinte dose-Bedingungen (100 mg Zubereitung) berechnet
(Tabelle 5.18). Demnach muss zum Beispiel die Sattigungskonzentration von
Testosteron bei Verwendung einer 2%igen Zubereitung und einer Auftragsmenge von
10 mg/cm? mindestens 200 pg/ml betragen, um entsprechende Konzentrations-

bedingungen zu gewahrleisten.

Tabelle 5.18: Theoretisch berechnete notwendige Séttigungskonzentrationen verschiedener
Wirkstoffe zur Gewéhrleistung von Sinkbedingungen im Akzeptormedium

Einsatzkonzentration notwendige Sattigungskonz. fiir sink-Bedingungen in pg/mi
des Wirkstoffes finite dose (10 mg/cm?) infinite dose (100 mg/cm?)
Estradiol 0,1% 10,0 100,0
Testosteron 2,0% 200,0 2000,0
Prednicarbat 0,25% 25,0 250,0
Miconazol 2,0% 200,0 2000,0

Zur Auswahl eines geeigneten Ldsemittels wurden die Sattigungskonzentrationen der
vier Wirkstoffe in den genannten Medien bestimmt. Dazu wurde der Wirkstoff im

Uberschuss zum L&semittel gegeben, fiir 24 h auf einer Schittelapparatur bewegt und
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durch einen Chromafil® RC-45/15 MS Filter filtriert. Tabelle 5.19 zeigt die Ergebnisse
der gemessenen Loslichkeiten (Einfachbestimmung). Wahrend fur Estradiol mindestens
20% Ethanol notwendig sind, sind die Sattigungsloslichkeiten bei den anderen
Wirkstoffen in Phosphatpuffer mit 5% BSA-Zusatz ausreichend, um die gewlnschten
Konzentrationsbedingungen zu erfullen. Fir die folgenden Versuche wurde Testosteron
als Modellarzneistoff ausgewahlt, da es die hochste Loslichkeit in einem physiologisch
relevanten Medium besitzt.

Tabelle 5.19: Analytisch ermittelte  Séattigungsloslichkeiten verschiedener Wirkstoffe in
moglichen Akzeptormedien (Einfachbestimmung)

. ermittelte Sattigungskonzentration in pg/ml
Akzeptormedium

Estradiol Testosteron Prednicarbat Miconazol
PBS-Puffer® 1,0 18,9 21,1 0,0
PBS + 5% BSA - 279,6 176,4 2544
PBS + 5% Brij 98 - 713,4 1936,2 3345,5
EtOH 10% 4,3 73,7 49,8 0,0
EtOH 20% 21,4 211,5 198,9 4,2
EtOH 30% 149,0 1494,5 1471,9 n. b."
EtOH 40% 810,5 4352,3 4676,1 n. b.
EtOH 50% 2108,3 4564,6 4591,9 n. b.

Da die Permeations- und Freisetzungstests in den Franz-Zellen bei 32 °C durchgefihrt
werden, wurde die Sattigungsloslichkeit von Testosteron in 5%igem BSA-Puffer bei
dieser Temperatur erneut bestimmt. Demnach betragt die c¢5-430,6 ug/ml
(SD =5,9 ug/ml, berechnet aus Dreifachbestimmung) und zeigt eine um ca. 55%
gesteigerte Loslichkeit gegenuber Raumtemperaturbedingungen. Dies verdeutlicht
zugleich, dass eine korrekte und konstante Temperierung der Franz-Zellen fur
aussagekraftige Ergebnisse dringend erforderlich ist. Die ermittelte
Sattigungskonzentration bei dieser Temperatur ist mit Literaturwerten vergleichbar
(345 + 10 yg/ml (Baert et al., 2010) und 463,8 pg/ml (Baert et al., 2009)).

8 Soérensen-Phosphatpuffer pH 7,4; Zusammensetzung siehe Anhang
® nicht auswertbar aufgrund von Peakiiberlagerung
'%n. b. = nicht bestimmt
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5421.2 Probenaufarbeitung

Testosteron weist eine ausgepragte Proteinbindung auf. Im Blut sind 98% des
Testosterons an SHBG (sex hormone binding globuline) und Albumin gebunden
(Kommentar zur Ph. Eur., 2012). Die Bindung an das humane Albumin ist hauptsachlich
auf Wasserstoffbrickenbindungen, van der Waals-Krafte sowie Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen zuruckzufuhren (Aljhni et al., 2012). Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit des BSA zum humanen Albumin ist daher auch im Akzeptormedium ein Teil
des Testosterons an BSA gebunden und wird bei der HPLC-Analytik nicht vollstandig
erfasst. Um BSA aus den Proben zu entfernen, wurden diese stets mit gleichen
Volumenteilen Acetonitril versetzt, manuell geschuttelt und das somit gefallte BSA
anschlieBend durch Zentrifugation fir 10 min bei 7000 rpm abgetrennt. Der klare
Uberstand wurde in die Vials uberfilhrt. Um sicherzustellen, dass diese
Praparationsmethode eine bessere Wiederfindung erzielt, wurden
Testosteronkonzentrationen vor und nach entsprechender Praparation gemessen.
Dabei wurden drei verschiedene, fur die Permeationsversuche relevante,
Konzentrationsbereiche Uberprift (Dreifachbestimmung). Abbildung 5.41 bestatigt die
fehlerhafte Quantifizierung des Testosterongehaltes in den BSA enthaltenden Proben.
Zugleich ist ersichtlich, dass sowohl die Wiederfindung als auch die gebundene Menge
Testosteron pro BSA-Menge je nach Konzentrationsbereich variabel sind und sich somit
eine Korrekturrechnung verbietet. Da das Ausfallen des BSA die Wiederfindung
verbessern konnte, wurden alle Proben der Freisetzungs- und Permeationstests

entsprechend aufgearbeitet.

mBSA enthalten
120 - BSA durch Fallung entfernt

I T T

100 -
80 -
60 -

40 4

Wiederfindung Testosteron in %

20

1 pg/ml 2 ug/ml 5 pg/mi

Konzentrationsbereich

Abbildung 5.41: Wiederfindung des Testosterongehaltes mittels HPLC-Analytik vor und nach
Ausféllung von BSA; Fehlerbalken: SD von einer Dreifachbestimmung.
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54213 Gleichféormigkeit des Gehaltes

Um die Gute des Herstellungsprozesses der wirkstoffhaltigen Proben (anteiliges
Anreiben des Wirkstoffes mit der Zubereitung in einer Fantaschale) bezlglich der
homogenen Wirkstoffverteilung zu Uberprifen, wurde die Wirkstoffkonzentration von
zehn zufallig entnommenen Proben a 10 mg bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle
5.20 dargestellt. Da ein Mittelwert von 98,8% und eine relative Standardabweichung
von 1,9% fir die durchzufihrenden Permeationsversuche akzeptabel sind, wird davon
ausgegangen, dass das verwendete Herstellungsverfahren bezuglich der
Wirkstoffverteilung geeignet ist. Daher wird im weiteren Verlauf bei neu hergestellten
Proben auf eine erneute Bestimmung des Gehaltes verzichtet.

Tabelle 5.20: Homogenitét des Wirkstoffgehaltes einer fliissigkristallinen Formulierung mit 10%
Cholesterol, 1% Pemulen™ TR-1 und 2% Testosteron. Die Probenmenge von
Jjeweils 10 mg entspricht der zu applizierenden Masse bei Permeations- und
Freisetzungsversuchen.

Probe Gehalt in Prozent vom Sollgehalt

102,6
99,0
100,7
99,2
97,1
98,9
96,3
97,3
99,5
97,8

O O 00 N O O b W N -~

-_—

Mittelwert 98,8
SD 1,9
rSD (%) 1,9
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5.4.2.2 Freisetzungsuntersuchungen

Fur die aufgefuhrten Freisetzungs- und Permeationstests wurden die folgenden
Fomulierungen verwendet. Die untersuchte flussigkristalline Probe enthielt stets 10%
Cholesterol und 1% Pemulen® TR-1 und wurde jeweils mit einem reinen Propylenglykol-
Gel, welches auf die gleiche Weise geliert wurde, verglichen. Die eingesetzte
Testosteronkonzentration betrug 1% bzw. 2%. Als Vergleichspraparat diente das
Fertigarzneimittel Testogel® mit 10 mg Testosteron pro g Zubereitung. Weitere
Inhaltsstoffe dieser Formulierung sind Carbomer 980, Ethanol 96%, Isopropylmyristat
sowie gereinigtes Wasser.

Eine wesentliche Problematik der Franz-Zellentests stellte die Auftragung der geringen
Probenmengen der halbfesten Formulierungen dar. Zur Gewahrleistung von finite-dose
Bedingungen betrug die Masse 10mg. Diese musste gleichmaRig Uber die
Diffusionsflache von 1,0 cm? verteilt werden, ohne die verwendete Membran zu
beschadigen. Gleichzeitig musste die aufgetragene Menge quantifiziert werden.
Zunachst erfolgte die Aufgabe der Testformulierungen auf die bereits in der Franz-Zelle
eingespannte Membran, da zuvor deren Integritdt geprift wurde und sie durch
anschlieBende Entnahme wieder leicht beschadigt werden kann. Bei der ersten
Freisetzungsuntersuchung wurde dazu ein Spritzensystem genutzt, welches in
Abbildung 5.42 dargestellt ist.

Kolbenstopper
| V¥
——  PVC-Ring =

i —— Kopfstick der Franzzelle

Silikonschlauch

Abbildung 5.42: Aufbau einer adaptierten 1 ml Spritze zum Auftrag und zur Verteilung einer
geringen Probenmenge auf der Testmembran
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Der PVC-Ring um den Zylinder wurde in eine Position gebracht, in welcher die Spitze
der Spritze beim Aufsetzen des Ringes auf das Kopfstuck der Franz-Zellen ca. 1 mm
Abstand zur Membran besal’. Um die Auflageflache der Spitze zu vergrof3ern, wurde
ein Stlck eines Silikonschlauches auf die Spitze gesetzt, sodass nun durch kreisende
Bewegung der Spritze die Probe verteilt werden konnte, ohne dabei die Membran zu
berihren. Zudem wurde ein Ring um den Kolben derart positioniert, dass beim
Betatigen des Kolbens bis zum Anschlag die gewlnschte Probenmenge vordosiert
werden konnte. Die Quantifizierung dieser erfolgte durch Rickwagung der Spritze auf

einer Analysenwaage.
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Abbildung 5.43:  Vergleich der Freisetzung von Testosteron aus einer fliissigkristallinen
Formulierung, einem Propylenglykol-Gel und dem Fertigarzneimittel
Testogel® durch einen Celluloseacetat-Filter. Die Auftragung von 10 mg
Formulierung (1% Testosteron) erfolgte mit einer Spritze auf den bereits
eingespannten Filter in der Franz-Zelle (Rlckwédgung auf der
Analysenwaage), n = 3.

Die Ergebnisse einer mit dieser Auftragsmethode durchgefuhrten Freisetzung von
Testosteron aus dem flussigkristallinen System, dem Propylenglykol-Gel sowie aus dem
Vergleichspraparat Testogel® durch einen Celluloseacetatfilter sind in den Abbildung
5.43 und Abbildung 5.44 dargestellt. Demnach unterscheiden sich die drei

Formulierungen nicht in ihren Freisetzungsprofilen. Nach 10 h wurde jeweils die
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maximale Menge Testosteron freigesetzt. Auffalig sind besonders grolie
Standardabweichungen sowohl der freigesetzten Menge im Akzeptormedium als auch
des Rickstands im Filter und des verbliebenen Wirkstoffes in der Zubereitung. Zudem
schwankt die Wiederfindung des applizierten Testosterons zwischen 83% und 123%.
Hauptursache dafur ist wahrscheinlich die ungenaue Quantifizierung durch das
Ruckwiegen der Spritze auf der Analysenwaage. Gleichzeitig war auch die homogene
Verteilung der Probe Uber die gesamte Diffusionsflache nicht gegeben. Trotzdem wurde

diese Auftragsmethode auch fir die ersten Permeationsversuche genutzt.
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120 1 M freigesetzte Menge im Akzeptormedium
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Abbildung 5.44: Wiederfindung der applizierten Testosteronmenge im Akzeptormedium, im
Filter und in der Zubereitung der in Abbildung 5.43 beschriebenen
Freisetzungsuntersuchung

Um auszuschliefen, dass unterschiedliche Freisetzungs- und Permeationsprofile
zwischen der entwickelten Formulierung und dem Testogel® auf Differenzen in der
Sattigungsloslichkeit des Testosterons in den Vehikelsystemen beruhen, wurde diese
nach der in Abschnitt 5.4.2.1.1 beschriebenen Methode bestimmt. Demnach betragt die
Sattigungsloslichkeit von Testosteron im Propylenglykol 50,4 £ 3,5 mg/g und im
Vehikelsystem des Testogels® 48,9+ 16 ug/g, sodass die entwickelten
Formulierungsgrundlagen bezuglich der Testosteronloslichkeit mit der Grundlage des

Fertigarzneimittels vergleichbar sind.
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Um die Quantifizierung der applizierten Menge zu verbessern, musste die Auftragung
der Zubereitung separat, d. h. auf eine noch nicht in der Zelle eingesetzte Membran
erfolgen und auf einer empfindlicheren Waage dosiert werden. Um das bei
Permeationsversuchen verwendete Stratum corneum dabei nicht zu beschadigen,
wurde ein entsprechend ausgestanztes Stick (@ 25 mm) zusammen mit dem Filter in
eine Ausparung eines angefertigten PVC-Ringes eingesetzt (Abbildung 5.45). Die zur
Fixierung aufgelegte Scheibe enthalt eine der Diffusionsflache entsprechende Bohrung,
durch welche die Probe aufgegeben wurde. Somit war eine einfache Handhabung des

Hautpraparates maoglich, ohne dieses zu verletzen.

Filter mit Stratum corneum

00e

Abbildung 5.45: PVC-Ring zur Fixierung von Filter und Stratum corneum, wodurch ein direkter
Probenauftrag auf einer Komparatorwaage ermaéglicht wird

Eine nach dieser optimierten Methode durchgefuhrte Freisetzungsuntersuchung liefert
die in Abbildung 5.46 und Abbildung 5.47 dargestellten Ergebnisse. Demnach
unterscheidet sich die flussigkristalline  Cholesterolzubereitung nicht vom
Propylenglykol-Gel. Beide setzten ca. 87% bis 89% des applizierten Wirkstoffes frei. 9%
bis 13% des Wirkstoffes waren im Filter nachweisbar und nur ein minimaler Anteil
(< 0,6%) verblieb in der Zubereitung. Das Testogel® setzt deutlich mehr Wirkstoff frei,
jedoch betragt die Wiederfindung teilweise tUber 120%. Dies kann mit dem hohen
Ethanolgehalt der Formulierung begrundet werden, der sich wahrend der Verteilung der
Zubereitung verflichtigt hat und somit die Einwaage verfalschen kann. Insgesamt
verdeutlichen die Ergebnisse, dass die Dosierung der Zubereitungen durch Wagung auf

einer Komparatorwaage sehr viel praziser ist im Vergleich zum Spritzensystem.
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Abbildung 5.46: Vergleich der Freisetzung von Testosteron aus einer flissigkristallinen
Formulierung, einem Propylenglykol-Gel und dem Fertigarzneimittel Testogel®
durch einen Celluloseacetat-Filter. Die Auftragung von 10 mg Formulierung
(1% Testosteron) erfolgte mit einem Spatel auf dem separaten Filter (direkte
Wégung auf der Komparatorwaage), n = 3.
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Abbildung 5.47: Wiederfindung der applizierten Testosteronmenge im Akzeptormedium, im
Filter und in der Zubereitung der in Abbildung 5.46 beschriebenen
Freisetzungsuntersuchung
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5423 Permeationsuntersuchungen

Aus Voruntersuchungen war Dbereits bekannt, dass Testosteron aus dem
flussigkristallinen System und dem Propylenglykol-Gel im Durchschnitt nur zu ca. 1,5%
durch humane Epidermis permeierte. Daher wurde flr einen folgenden Permeationstest
Stratum corneum als Barrieremembran genutzt. Zur mechanischen Stabilisierung wurde
das ausgestanzte Stuck auf einen Celluloseacetatfilter aufgebracht. Vor Auftragung der
Zubereitungen wurde die Integritat mittels Widerstandsmessung gepruft. Aufgrund
begrenzter Anzahl wurden auch Hautpraparate mit einem Widerstand < 20 kQ genutzt
und somit der Einfluss des gemessenen Wiederstands auf die permeierte
Testosteronmenge untersucht. Abbildung 5.48 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.

18 -

permeierte Menge Testosteron (ug/cm?)

32

Zeit (h)

Abbildung 5.48: Einfluss des gemessenen Hautwiderstands auf die permeierte Menge
Testosteron durch humanes Stratum corneum aus einem flissigkristallinen
System (Dreiecke) und einem Propylenglykol-Gel (Kreise). Intaktes Stratum
corneum mit Widerstand > 20 kQ (gefiillte Symbole), beschédigtes Stratum
corneum mit Widerstand < 20 kQ (offene Symbole). Auftragung von 10 mg
Zubereitung (2% Testosteron) mittels Riickwégung auf Analysenwaage

Wahrend die permeierte Testosteronmenge nach 30 h durch die intakten Membranen
im Bereich zwischen 4,0 pg/cm? und 5,5 pg/cm? lag, permeierte durch die beschadigten
Membranen bis zu 16,5 pg/cm? Es zeigt sich daher die Messung des TEER als

geeignete Methode, um kleinste, visuell nicht zu erkennende Verletzungen der Haut
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detektieren zu kdnnen und somit eine falschlich erhdhte Permeation auszuschliel3en.
Ein Unterschied der Permeation aus der flussigkristallinen Cholesterolformulierung und
dem Propylenglykol-Gel durch unbeschadigtes Stratum corneum ist nicht ersichtlich.
Zudem wurde festgestellt, dass die Permeationsrate durch Stratum corneum gegeniber
Epidermis keine deutliche Steigerung zeigte, da max. 2,8% des applizierten
Testosterons im Falle der intakten Hautpraparate im Akzeptormedium detektiert

wurden.

Um die Permeationsrate zu erhdhen und damit eventuell eine bessere Diskriminierung
zu erzielen, wurde in einem weiteren Versuch Mausvollhaut als Permeationsbarriere
genutzt. Diese besitzt ein sehr dinnes Stratum corneum und zeigt daher eine deutlich
gesteigerte Permeabilitat gegentber humanem Material (El-Kattan et al., 2000, Godin et
al., 2007). Da hier ebenfalls nur eine begrenzte Anzahl von Hautpraparaten zur
Verfugung stand, wurden auch solche mit einem Widerstand < 20 kQ verwendet. In
diesem Fall konnte jedoch keine Korrelation zwischen dem gemessenen Widerstand
und der permeierten Testosteronmenge festgestellt werden. Die Aussage der
Unversehrtheit des Stratum corneum bei Werten > 20 kQ bezieht sich jedoch auf
humanes Stratum corneum (Fokuhl et al., 2007). Um zusatzlich eine leichtere Aufgabe
und Verteilung der Probenmenge zu erreichen, wurden infinite-dose Bedingungen mit
40 mg/cm? simuliert. Abbildung 5.49 zeigt, dass Testosteron aus dem Fertigarzneimittel
deutlich schneller permeiert. Der Flux (das ist die permeierte Stoffmenge pro Zeiteinheit
und Diffusionsflidche) ist hier bereits zwischen 3 h und 5h mit 23,8 yg:cm?h™ am
hochsten. Nach 24 h stellt sich bereits eine Plateauphase ein. Die
Cholesterolformulierung und das Propylenglykol-Gel hingegen zeigen erst am Ende des
Tests, also zwischen 24 h und 30 h den maximalen Flux mit durchschnittlich
5,6 ug-cm?h™. Von Testogel® sind nach 30 h ca. 116 ug/cm? permeiert, das entspricht
ca. 29% der applizierten Testosteronmenge. Die anderen beiden Formulierungen
zeigten Uber den gepriften Zeitraum eine Permeation von 21,3%. Somit konnte mit
dieser Methode eine deutlich erhdhte Permeabilitat und ein signifikanter Unterschied im
Permeationsprofil zwischen dem Fertigarzneimittel und den beiden Testformulierungen
festgestellt werden. Das flussigkristalline Cholesterol scheint jedoch in diesem Fall
keinen Einfluss auf die Permeationsbarriere auszuliben, da der Verlauf der permeierten

Menge mit dem des Propylenglykol-Gels vergleichbar ist.
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Abbildung 5.49: Vergleich der Permeation von Testosteron durch Mausvollhaut aus einer

permeierte Menge Testosteron (ug/cm?)

fliissigkristallinen ~ Formulierung, einem  Propylenglykol-Gel und dem
Fertigarzneimittel ~ Testogel®.  Auftragung von 40mg  Zubereitung
(1% Testosteron) mittels Riickwégung auf Analysenwaage, n = 3
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Abbildung 5.50: Vergleich der Permeation von Testosteron durch intaktes Stratum corneum

(Widerstand > 20 kQ) aus einer fllissigkristallinen Formulierung, einem
Propylenglykol-Gel und dem Fertigarzneimittel Testogel®. Auftragung von
10 mg Zubereitung (1% Testosteron) mittels direkter Wégung auf
Komperatorwaage, n = 3
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In einem abschlieRenden Permeationstest wurde versucht, eine Vielzahl von
Parametern zu optimieren, um eine gesteigerte Reproduzierbarkeit der Testergebnisse
zu erzielen. Dazu wurde vor allem die Auftragung der Probenmenge auf einer
Komparatorwaage durchgeflhrt, wodurch eine bessere Quantifizierung und auch
homogene Verteilung der Zubereitung mit einem Spatel ermoglicht wurde. Zudem
wurde die Probenmenge wieder auf 10 mg reduziert, um finite-dose Bedingungen zu
gewahrleisten. Integritdtsmessungen vor und nach dem Test bestatigen die
Unversehrtheit aller Hautpraparate. Die in Abbildung 5.50 dargestellten
Permeationsverlaufe zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei
Testformulierungen und unterliegen erneut gro3en Schwankungen. Dies kann u. a.
darauf zurlckgefihrt werden, dass die Permeationsrate des Testosterons durch
humanes Stratum corneum sehr gering ist. Es werden im Durchschnitt nach 30 h nur
3,1% des applizierten Testosterons im Akzeptormedium wiedergefunden. Diese geringe
Permeationsrate ist mit Literaturwerten vergleichbar und auf die Lipophilie des Molekuls

(log Pow 3,32) zurtickzufthren.

Tabelle 5.21: Ubersicht einiger Literaturdaten zur Permeation von Testosteron
appliziertes = Akzeptormed. Priifung kumulierte Menge
Autor Membran B
Testosteron Temperatur Integritat im Akzeptormed.
Hathout et. al \S/gnhwaed? 20 ma/cm? PBS, nein ca. 36 yg/cm?n. 30 h
(2010) 9 37°C (0,32%)
750 ym
. Schwein, o 5
(Sz%hgg;ber et-al \olihaut, 2,83 mglcm? ggosc" 5% BSA,  isuell 2’3"1‘(‘5’;5 )“9/ cm*n.6h
1000 um R0
Schreiber et. al Humanhaut, PBS + 5% BSA ca. 15 yg/cm?n. 8 h
(2005) ' Epidermis u. 2,83 mg/cm? 32 °C * visuell (© '530/) ’
Vollhaut oo
Baert et. al Humanhaut, PBS + 5% BSA 234 uglcm? n. 24 h
| Vollhaut, 4,69 mg/cm? N ’ja o |
(2010) 32°C (5%)
400 uym
Netzlaff et. al Humanhaut, 11 36 ua/cm? PBS, nein 1 yg/cm?n. 24 h
(2007) Epidermis 90 M9 32°C (8,8%)
. 0,9% NaCl )
(E;‘gﬁto‘;t' al g:{g::‘r::g“t 0,41 uglem®  0.01% Na-Azid  ja ?ééff/:)‘gl cm?n.8h
6% Brij 96
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Tabelle 5.21 zeigt einige Beispieldaten zur Permeation von Testosteron durch
verschiedene Testmembranen verschiedener Arbeitsgruppen. Schreiber et. al
beschreiben z. B. eine Permeationsrate von 0,53% nach 8 h durch humane Vollhaut
(Dicke 400 um) und stellen keinen Unterschied der Permeationsrate durch Epidermis
fest. Bei Auftragung einer sehr geringen Wirkstoffmenge von 11,36 pg/cm? auf humane
Epidermis konnten Netzlaff et. al nach 24 h 8,8% im Akzeptormedium nachweisen. Bei
den aufgefuhrten Literaturdaten ist zu beachten, dass alle Arbeitsgruppen auf3er Buist
et. al mit infinite dose Bedingungen arbeiten und teilweise mehr als 2 ml/cm?

Zubereitung auf die Hautmembranen auftragen.
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5.4.3 Einfluss auf das thermodynamische Verhalten des Stratum corneum

Um die Auswirkungen des flussigkristallin vorliegenden Cholesterols auf die
Lipidstruktur des Stratum corneum 2zu ermitteln, wurden thermodynamische
Untersuchungen des mit der Zubereitung behandelten Stratum corneum durchgefihrt.
Dazu wurde das Stratum corneum eines Donors (weiblich, 34 Jahre, Bauchhaut) nach
der in Abschnitt4.5.2 beschriebenen Methode isoliert. Nach dem Waschen in
Pufferloésung wurde das Stratum corneum auf eine Teflonlochplatte aufgenommen und
fur ca. 10 h in einem mit Blaugel gefullten Exsikkator getrocknet, um anhaftendes
Restwasser zu entfernen. Zur Einstellung eines erforderlichen Hydratisierungs-
zustandes wurde die Hautprobe anschlieend fur 48 h bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 75% bei Raumtemperatur gelagert (Lusiana et al., 2012). 5 g der zu
testenden Formulierung wurden in einer Petrischale verteilt und geschlossen fur 30 min
bei 37 °C equilibriert. Anschliefend wurde das Stratum corneum auf die Zubereitung
gelegt und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Entfernung der anhaftenden Produktreste
erfolgte durch mehrmaliges Auflegen des Hautstlickes auf ein Filterpapier sowie mit
Hilfe eines Q-Tipps. Dann wurde das Stratum corneum zusammengefaltet und in einen
Aluminiumtiegel eingewogen und verschlossen. Die Messung erfolgte von 20 °C bis
120 °C mit einer Heizrate von 5 °C/min. Dabei wurde auf eine strikte Einhaltung der
Inkubationszeit sowie auf einen sofortigen Beginn der Messung nach dieser geachtet.
Jede Messung wurde dreifach durchgefthrt. Abbildung 5.51 zeigt die DSC-Kurven des
unbehandelten Stratum corneum im Vergleich zu den mit der flussigkristallinen
Zubereitung (mit 10% Cholesterol und 1% Pemulen® TR-1) und dem Propylenglykol-Gel
behandelten Hautproben. Zusatzlich wurde auch die reine Cholesterol-Zubereitung
vermessen. Um die Phasenlbergange ersichtlich zu machen, wurde die erste Ableitung
des Warmeflusses in stark vergrolRertem Malstab dargestellt. Es sei darauf
hingewiesen, dass die Anderungen des Warmeflusses teilweise kleiner als 0,2 mW sind
und nur knapp vom Grundrauschen unterschieden werden konnen. Die
Phasenubergange T, und T3 des unbehandelten Stratum corneum wurden bei 73,5 °C
und 87,9 °C detektiert und liegen im Bereich der auf Seite 6 angegebenen
Literaturwerte. Die zusatzlich auftretenden Peaks der Messung von mit Cholesterol-
Zubereitung behandeltem Stratum corneum im Bereich zwischen 85 °C und 90 °C sind
auf nicht entfernte Formulierungsreste zuriickzufiihren. Zur besseren Ubersicht sind die

Phasenubergange der vermessenen Hautproben in Abbildung 5.52 grafisch dargestellt.
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Abbildung 5.51: DSC-Kurven von unbehandeltem, mit Cholesterol-Zubereitung und
Propylenglykol-Gel behandeltem Stratum corneum sowie von reiner
Cholesterol-Formulierung, n = 3
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Wahrend der Phasenibergang T, durch beide Zubereitungen nicht signifikant
verschoben wird, sinkt T3 um mehr als 10 °C.Jedoch ist kein Unterschied zwischen den
beiden Formulierungen festzustellen, sodass die Phasenverschiebung bei Behandlung
mit der flussigkristallinen Zubereitung lediglich auf den Propylenglykol-Anteil

zurlckzufihren ist.
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Abbildung 5.52: Beeinflussung des 2. und 3. Phasenliberganges der Stratum corneum-Lipide
durch Applikation einer fliissigkristallinen Cholesterol-Zubereitung und eines
Propylenglykol-Gels. Fehlerbalken: SD einer Dreifachbestimmung.

Die Verschiebung der Phasenlbergange zu geringeren Temperaturen ist fur das
Propylenglykol bekannt und wird z. B. mit 4,1 °C fir T, und 5,5 °C flr T3 von Brinkmann
et. al (Brinkmann et al.,, 2005) und von Bouwstra et. al mit 10 °C fir beide
Phasenlbergange angegeben (Bouwstra et al., 1991). Wahrend Bouwstra et. al bei
ebenfalls durchgefuhrten SAXD-Messungen keine Veranderung des
Rontgendiffraktogrammes durch Propylenglykol analysierten und daher einen
Einschluss des Propylenglykols lediglich in die Kopfgruppenregionen der Lipide
vermuteten, konnen Brinkmann et. al dieses nicht bestatigen. Sie erhalten im mit
Propylenglykol behandelten Stratum corneum einen zusatzlichen SAXD-Reflex und
schlussfolgern daher, dass sich das Propylenglykol nicht nur in hydrophilen Bereichen
der Lipid-Bilayer anreichert sondern auch in lateraler Richtung zwischen die
Lipidkopfgruppen eingelagert wird (siehe Abbildung 5.53) (Brinkmann et al., 2005).
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Abbildung 5.53: Schematische Darstellung des Propylenglykol-Einflusses auf die Lipid-
Bilayerstruktur des Stratum corneum, links unbehandelt, rechts mit
Propylenglykol behandelt, modifiziert nach Brinkmann et al., 2005

Bei dieser Untersuchung wurde das Fertigarzneimittel Testogel® nicht als Vergleich
herangezogen, da das enthaltende Wasser dieser Formulierung den
Hydratisierungsstatus des Stratum corneum verandert und somit eine vergleichende

Betrachtung der Zubereitungen nicht moglich ware.

5.4.4 Zusammenfassung

Liegen Wirkstoffe in der entwickelten Formulierung geldst vor, so basiert dies auf dem
hohen Propylenglykolanteil und der Loslichkeit in diesem Hilfsstoff. Eine Verbesserung
der Losungseigenschaften aufgrund des flussigkristallinen Cholesterols konnte
gegenuber im Propylenglykol suspendiert vorliegenden Wirkstoffen nicht gezeigt
werden. Da die Einarbeitung molekulardispers vorliegender Arzneistoffe die
flussigkristalline  Struktur nicht veranderte, konnten die Auswirkungen der
Cholesterolformulierung auf das Stratum corneum durch Permeationstests mit Franz-
Zellen sowie durch thermodynamische Untersuchungen analysiert werden. Die
Permeationsversuche wurden entsprechend der Empfehlungen der OECD
durchgefilhrt. Unter diesen Bedingungen zeigte das Fertigarzneimittel Testogel® ein
vergleichbares Permeationsprofil mit dem Cholesterolsystem und dem Propylenglykol-
Gel. Bei Verwendung von Mausvollhaut und unter infinte dose Bedingungen wurde eine
deutlich reduzierte Permeation von Testosteron aus den Testformulierungen gegentber
dem Fertigarzneimittel beobachtet. Dies ist vor allem auf den Ethanolgehalt des
Testogels® und die damit verbundene Beeintrichtigung der Hautbarriere

128



5 Praktischer Teil

zuruckzufuhren. Insgesamt ist bei allen Permeationsuntersuchungen keine gesteigerte
Permeation des Testosterons aus dem flussigkristallinen System gegenlber dem
Propylenglykol-Gel festgestellt worden, sodass das Cholesterol in dieser Zubereitung
keinen Einfluss auf die Hautbarriere zu haben scheint.

Ob die Verwendung eines anderen Wirkstoffmolekuls, moglichst mit groRerer
Permeationsrate, zu einer besseren Diskriminierung zwischen der
Cholesterolzubereitung und dem Propylenglykol-Gel fuhrt, misste durch zusatzliche
Versuche geklart werden. Um jedoch die vermutete Beeinflussung der Stratum
corneum-Lipide nachzuweisen, sollte der Wirkstoff hauptsachlich den interzellularen
Transportweg des Stratum corneum passieren und muss daher eine ausreichende
Lipophilie besitzen (Barry, 1987).

Die Ergebnisse der Permeationsuntersuchungen werden durch thermodynamische
Messungen des behandelten Stratum corneum bestatigt. Die Veranderungen der
Phasenlbergange des Stratum corneum waren bei Behandlung der Haut mit der
Cholesterol-Formulierung und dem Propylenglykol-Gel gleich stark ausgepragt und

somit lediglich auf das Propylenglykol zurtickzuflhren.

Von den flussigkristallin vorliegenden Cholesterolaggregaten wurde erwartet, dass sie
einerseits eine gesteigerte Solubilisationsfahigkeit gegenuber schwerloslichen
Arzneistoffen besitzen und sich andererseits in die geordneten Strukturen der
interzellularen Stratum corneum-Lipide einlagern und somit deren Barrierefunktion
beeinflussen konnen. Die erzielten Ergebnisse widerlegen jedoch diese Vermutungen.
Mdgliche Ursachen dafur kénnen auf die Stabilitdt der Cholesterolfibrillen
zurtckzuflhren sein. Handelt es sich tatsachlich um ein niedermolekulares Organogel
mit einem stark ausgepragten Netzwerk, zeigen die Cholesterolaggregate keinen
dynamischen Molekulaustausch, sondern sind starre, stabile Gebilde von permanenter
Struktur. Dadurch kann weder eine Solubilisation zugesetzter Substanzen, noch eine
Interaktion mit den Stratum corneum-Lipiden auf molekularer Ebene erfolgen.

Die Stabilitat entsprechender Cholesterolaggregate wurde bereits 1973 durch
ungewohnlich hohe intermolekulare Krafte zwischen den Monomeren von
stabchenartigen Mizellen im wassrigen Medium beschrieben. Folglich konnte eine
Substanz, die gewohnlich durch viele synthetische Detergentien solubilisiert werden

kann, nicht in die Cholesterolmizellen inkorporiert werden (Haberland et al., 1973).
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6 ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT

In der vorliegenden Arbeit wurde der Strukturaufbau einer halbfesten Zubereitung aus
Cholesterol und Propylenglykol analysiert und dessen Verwendung als Vehikelsystem
zur topischen Applikation gepruft. Diese Formulierung weicht vom Aufbau eines
gewohnlichen, halbfesten Zweiphasensystems (O/W- bzw. W/O-Formulierung) deutlich
ab, da sie aus langen, fadenférmigen Cholesterolaggregaten besteht, welche die

flissige Komponente durch Kapillarkrafte immobilisieren.

Um diese fibrillare Struktur naher zu untersuchen, musste zunachst eine geeignete
Herstellungsmethode entwickelt werden. Die Bildung dieses halbfesten Systems konnte
durch Prozesse sowohl mit einem sehr hohen als auch mit einem sehr niedrigen
Energieeintrag erfolgen. Induziert wurde die Fibrillenbildung vielmehr durch
Aneinanderreiben kristalliner Cholesterolpartikel. Diese Bedingungen waren einerseits
in der Schwing- und Ruhrwerkskugelmuhle, andererseits auch bei einem einfachen
Ruhrprozess mit einem Magnetrihrer gegeben. Da die Ansatzgrole in der
Schwingmiuhle jedoch auf 2 g limitiert war und eine reproduzierbare Herstellung in der
Ruhrwerkskugelmuihle aufgrund unregelmalliger Produktférderung nicht moglich war,
konnten beide Gerate nicht zur Herstellung genutzt werden. Der einfache Ruhrprozess
in einem verschlossenen Schraubdeckelgefal® konnte sowohl bei Raumtemperatur mit
einer Prozesszeit von 24 h als auch bei ca. 40 °C und einer stark verkurzten
Prozesszeit von 60 min realisiert werden. Da die Temperierung jedoch sehr konstant
erfolgen musste und eine hohere Temperatur als 45°C bereits zur Bildung
nadelférmiger Kristalle fihrte, wurde die Variante bei Raumtemperatur bevorzugt. Nach
Ausbildung der fibrillaren Strukturen konnten restliche Cholesterolkristalle durch
mehrtagige Lagerung bei 50 °C beseitigt werden. Auf diese Weise hergestellte Produkte
unterlagen bis zur Fertigstellung dieser Arbeit weder makroskopischen noch

mikroskopischen Veranderungen.

Um notwendige Molekulstrukturen zu erfassen, wurden Cholesterol und Propylenglykol
jeweils durch chemisch verwandte Substanzen bzw. durch eine pseudopolymorphe
Modifikation ausgetauscht und die Polaritat der flissigen Phase durch Wasserentzug
und -zugabe variiert. Dabei zeigte sich, dass bei Austausch des Cholesterolanhydrates
durch das -monohydrat sowie des Propylenglykols durch Isopropanol eine
Fibrillenbildung ebenso mdoglich war. Alle weiteren getesteten Substanzen, die z. B.
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eine weitere Ethylgruppe im Fall des Cholesterols oder eine weitere Methylgruppe im
Fall des Propylenglykols aufwiesen, zeigten diese Eigenschaft nicht. Es ergaben sich
daher strenge Anforderungen an die Molekulstruktur der festen und fllssigen
Komponente. Eine weitere Voraussetzung war das Vorliegen einer bestimmten
Polaritat, da ab einem Wassergehalt von ca. 3% die Ausbildung der fibrillaren
Strukturen nicht mehr moglich war. Dies gibt einen Hinweis auf die Beteiligung von

Wasserstoffbriickenbindungen an der Ausbildung dieser fibrillaren Strukturen.

Die mikroskopisch sichtbaren Filamente sind visuell vergleichbar mit in der Literatur
beschriebenen Netzwerken niedermolekularer Organogele. Dabei assoziieren Molekule
mit einem geringen Molekulargewicht derart, dass sie ein stark gesteigertes Wachstum
in der einen Achse und gehemmtes Wachstum in den anderen Raumachsen aufweisen.
Es resultieren sehr lange (Millimeterbereich) und sehr dinne (Nanometerbereich)
fibrillare Strukturen, die sich gegenseitig in ihrer Bewegung behindern und ein
dreidimensionales Netzwerk darstellen, welches die flissige Komponente durch
Oberflachenspannung und Kapillarkrafte immobilisiert. Mit Hilfe von Polarisations- und
Elektronenmikroskopie, Rontgenkleinwinkel- und -weitwinkelmessungen sowie
thermodynamischen und rheologischen Methoden konnte zudem ein flussigkristalliner,

insbesondere ein invers hexagonaler Aufbau dieser Strukturen belegt werden.

Da sowohl flussigkristalline Systeme als auch niedermolekulare Gele gute
Solubilisationseigenschaften sowie eine gesteigerte Wirkstoffpermeation durch die Haut
aufweisen konnen und letzteres besonders von dem flussigkristallin vorliegenden
Cholesterol — einem wichtigen Bestandteil von interzellulareren Stratum corneum-
Lipiden — erwartet wurde, ist die entwickelte Formulierung hinsichtlich dieser
Eigenschaften untersucht worden. Dabei konnte keine Verbesserung der
Losungseigenschaften gegenuber im Propylenglykol suspendiert vorliegenden
Arzneistoffen gezeigt werden. Da jedoch eine Vielzahl der getesteten Wirkstoffe im
Propylenglykol selbst I6slich war und diese das fibrillare System weder makroskopisch
noch mikroskopisch veranderte, konnte die Auswirkung der flussigkristallinen
Zubereitung auf die Wirkstoffpermeation durch die Haut mit Hilfe von Franz-Zellen
erprobt werden. Als Modellarzneistoff wurde Testosteron eingesetzt. Um die
penetrationsverbessernde Wirkung des Propylenglykols zu bericksichtigen, wurde das

Cholesterolsystem mit einem reinen Propylenglykol-Gel verglichen. Bei keiner der
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durchgefuhrten Permeationstests durch humanes Stratum corneum oder Mausvollhaut
konnte eine gesteigerte Testosteronpermeation aus der Cholesterolformulierung
gegenuber dem Propylenglykol-Gel festgestellt werden.

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Wechselwirkung mit der Haut stellten
thermodynamische Messungen des mit der Zubereitung behandelten Stratum corneum
dar. Da die interzellularen Lipide der obersten Hautschicht eine komplexe Organisation
und folglich charakteristische Phasenlibergange aufweisen, kann eine Veranderung der
Lipidorganisation mit dieser Methode erfasst werden. Die detektierten Verschiebungen
der Phasenubergange waren jedoch erneut lediglich auf das Propylenglykol

zuruckzufihren.

Eine mdgliche Ursache fur die fehlende Solubilisationseigenschaft und
permeationssteigernde Wirkung der untersuchten Formulierung kann mit der Stabilitat
der Cholesterolaggregate begrundet werden. Mit Hilfe rheologischer Ergebnisse war
eine Zuordnung zum Typ der ,starken” niedermolekularen Gele mdglich. In diesen
weisen die Fibrillen eine stabile, permanente Struktur ohne dynamischen
Molekulaustausch auf. Zudem wurde in der Literatur beschrieben, dass ungewohnlich
hohe intermolekulare Krafte zwischen Cholesterolmonomeren einer stabchenformigen
Mizelle auftreten. Demzufolge kdnnen eine Inkorporierung von Arzneistoffmolekilen
und auch die molekulare Interaktion mit den hoch geordneten Stratum corneum-Lipiden
nicht stattfinden. Die Cholesterolformulierung zeigte daher in den vorgenommenen
Untersuchungen keine Vorteile gegenuber anderen Vehikelsystemen zur topischen

Applikation.

133






7 Abstract

7 ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the structure of a semisolid formulation, consisting
of cholesterol and propylene glycol, and to investigate its potential as topical delivery
system. The microstructure of this preparation is different to those of standard two-
phase-systems (like o/w- or w/o-formulations), because it exhibits long, fibre-like

aggregates of cholesterol which immobilize the liquid component by capillary forces.

Initially a suitable production process had to be developed to investigate this
filamentous structure. The formation of this semisolid product could be realised by
processes both with a high and a low energy input. The building process was induced
rather by friction between crystalline cholesterol particles. These conditions were
fulfilled either in a swinging and a rotating ball mill or with the help of a very simple
stirring process on a magnetic stirrer. Due to a limited batch size by using the swinging
mill and poor reproducibility because of an irregular product transport in case of the
rotating ball mill, both devices were found not to be suitable for this purpose. The stirring
process in a closed bottle was realised either at room temperature with a process time
of approx. 24 hours or at approx. 40 °C with a reduced process time of 60 minutes. But
temperature had to be kept constant and not higher than 45 °C, otherwise needle-like
crystals were produced. Therefore, room temperature was preferred for this process.
After the formation of the fibrillar structure it was possible to remove all remained
cholesterol crystals by storing the formulation at 50 °C for several days. All preparations
produced this way showed no macroscopic and microscopic changes over longterm

storge at ambient conditions.

To detect essentially molecular structures forming the gel, cholesterol and propylene
glycol were replaced by chemically related substances and by a pseudopolymorphic
form of cholesterol, respectively. Additionally the polarity of the liquid phase has been
varied by extracting or adding water. It could be shown that the formation of the fibrelike
structures was also possible by replacing the anhydrous form of cholesterol by the
monohydrate as well as propylene glycol by isopropanol. Other excipients tested, which
exhibit an additional ethylgroup in case of cholesterol or an additional methylgroup in
case of propylene glycol did not show gel formation. Consequently there were strong
requirements to the molecular structure of the solid and liquid component. Another
requirement was the existence of a certain polarity, because the formation of the
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structures was not possible with a water content up to 3% approx. This indicated the
participation of hydrogen bonding to the formation of filamentous structures.

The microscopic filaments are comparable visually with low molecular organic gels,
which are described in literature. In this type of gel, molecules with a low molecular
weight associate in a way, that they exhibit strong growth in the one axis and limited
growth in the other both axes. This results in very long (millimetre range) and very thin
(nanometre range) filaments, which overlap each other and form a three-dimensional
network in which the liquid component is immobilized by surface tension and capillary
forces. Additionally, a liquid crystalline, especially an invers hexagonal structure of
these filaments could be investigated with the help of polarising and electron
microscopy, small- and wide-angle-x-ray diffraction as well as rheological and

thermoanalytical methods.

Liquid crystalline systems as well as low molecular organic gels can offer good stability
properties and enhanced drug permeation through the skin. Especially the latter was
expected for the liquid crystalline cholesterol, because it is an important component of
intercellular lipids of stratum corneum. Therefore the investigated formulation was
analysed in terms of these properties. It could be shown that there were no enhanced
solubility properties for drugs, which were insoluble in propylene glycol. However,
several tested drugs were soluble in propylene glycol themselves and did neither
change the fibrillar system macroscopically nor microscopically. Therefore, the impact of
the liquid crystalline preparation to drug permeation through the skin could be
investigated by Franz cell tests using testosterone as model drug. The cholesterol
formulation was compared with a pure propylene glycol gel, in order to consider the
enhancing effect of propylene glycol. An increased permeation rate of testosterone by
the cholesterol formulation compared to the pure propylene glycol gel could not be
detected in any of the permeation tests through human stratum corneum and full mouse
skin, respectively.

An additional method to inspect the interaction with the skin was the thermoanalytical
measurement of stratum corneum, which was treated by the cholesterol formulation.
The complex organization of intercellular lipids of the uppermost layer of the skin leads
to characteristic phase transistions. That is why this method can detect some changes

in lipid organization. But the measured shifts were caused only by the propylene glycol
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again. A possible explanation for the lack of solubility properties and enhanced
permeation rates is related to the stability of cholesterol aggregates. With the help of
rheological measurement the system could be assigned to the type of low molecular
organic gel with a strong fibrillar network. In this case the network has a robust and
permanent morphology without a dynamic remodelling of molecules. Additionally
literature describes that rodlike cholesterol micelles are stabilized by unusually strong
intermolecular attractive forces between the aggregated monomers. Consequently an
incorporation of drug molecules and a molecular interaction with the high ordered
stratum corneum lipids are not present. In conclusion, the investigated cholesterol
preparation did not show any advantage over other drug delivery systems for topical

application.
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8 ANHANG

8.1 Verwendete Abkirzungen und Symbole

%] Durchmesser

AH Enthalpieanderung

AT Temperaturanderung

) Phasenverschiebungswinkel
n* komplexe Viskositat

7 Deformationsamplitude

A Wellenlange

Hg Mikrogramm (10 Gramm)

ul Mikroliter (10°® Liter)

um Mikrometer (10 Meter)

@ Kreisfrequenz

0] Reflexionswinkel

T, Schubspannungsamplitude
bar Druckeinheit

BSA bovine serum albumine
CH5OH Methanol

ChA Cholesterolanhydrat

cm? Quadratzentimeter

CMC kritische Mizellbildungskonzentration
Cs Sattigungsldslichkeit

Cu Kupfer

d Netzebenenabstand oder Tag
DAB Deutsches Arzneibuch

DAC Deutscher Arzneimittel-Codex
DSC Dynamic Scanning Calorimetry
EDTP Ethylendiamintetraessigsaure
et al. lat.: und andere(r)

EtOH Ethanol

FDA U.S. Food and Drug Administration
FK Flussigkristall

139



8 Anhang

g Gramm

G' Speichermodul

G" Verlustmodul

G* komplexes Modul

h Stunde oder Streuvektor

H.O Wasser

HPLC High Performance Liquid Chromatography
Hz Hertz

2 Jod

J/g Joule pro Gramm

K Kelvin

KF Karl-Fischer

kQ Kiloohm (10° Ohm)

kV Kilovolt (10° Volt)

I Liter

LDL Low Density Lipoprotein

LMOG low molecular organic gelator

log Pomw Logarithmus des Octanol-Wasser-Verteilungs-

koeffizienten

mA Milliampere (10 Ampere)
mg Milligramm (10°® Gramm)

min Minute

ml Milliliter (107 Liter)

mm Millimeter (10 Meter)

mPa*s Einheit der Viskositat

n Umfang der Stichprobe

n. b. nicht bestimmt

N2 Stickstoff

NaCl Natriumchlorid

nm Nanometer (10 Meter)

NRF Neues Rezeptur Formularium
o/w Ol-in-Wasser

OECD Organisation for Economic Co-operation and

Development
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P20s
Pa

Pa*s
PBS
PEG

Ph. Eur.
REM

RN

rpm

rSD

RT

s

SC
SAXD
SCCNFP

SD
SO,

t
TEER
TEM
TG
TTS

U/min

Ung. Emulsif. Aquos.

Upm
USP
VK

w
W/O
WAXD
WHO
ZrO;

di-Phosphorpentoxid

Pascal

Einheit der Viskositat

phosphate buffered solution
Polyethylenglykol

Potentia Hydrogenii

Europaisches Arzneibuch
Rasterelektronenmikroskopie
symbolisch fur eine Base (in diesem Fall Imidazol)
rounds per minute

relative Standardabweichung
Raumtemperatur

Sekunde

Stratum corneum

Small Angle X-ray Diffraction
Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-
food Products

Standardabweichung

Schwefeldioxid

Zeit

trans epidermal electrical resistance
Transelektronenmikroskopie
Thermogravimetrie

Transdermales Therapeutisches System
Umdrehungen pro Minute
Wasserhaltige Hydrophile Salbe DAB
Units per minute

United States Pharmacopeia
Variationskoeffizient

Watt

Wasser-in-Ol

Wide Angle X-ray Diffraction

World Health Organisation

Zirkoniumdioxid
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8.2 Verwendete Substanzen

Substanzen

Acetonitril
CHROMASOLYV gradient grade > 99,9%

Albumin

von Rinderserum, > 98%
Charge 120M1338V

Betamethasonvalerat
Charge 06C17-N05

Bifonazol
Charge 11D13-N13

Brij® 98

1,2-Butandiol
>98%

Carbopol® 981 PNF

Cholesterol

95%, Charge 099K1508
95%, Charge 057K0683
> 95%, Charge 1324049

Charge: 06A02-N16

Ciclopirox-Olamin
Charge 11C21-N03

Clotrimazol
Charge 675

Diclofenac-Natrium

EDTP

Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetra-2-propanol >98%

Erythromycin
Charge 09174703

Hersteller
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fagron GmbH & Co.KG, Barsbuttel

Fagron GmbH & Co.KG, Barsbuttel

Unigema GmbH & Co.KG, Emmerich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Lubrizol  Advanced Materials Inc.

Cleveland, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs

Fagron GmbH & Co.KG, Barsbuttel

Fagron GmbH & Co.KG, Barsbuttel

Karlo. Helm, Hamburg

unbekannt

Merck KGaA, Darmstadt

Caesar & Loretz GmbH, Hilden
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Estradiol-Hemihydrat
Charge 80200069

Ethandiol

Ethanol
LiChrosolv, > 99,9%

1,7-Heptandiol
> 95% Charge 1261956

Hydrocortisonacetat
Charge 81309

Ibuprofen
Charge 1BG470

Isopropanol
> 99,8%

Kaliumdihydrogenphosphat

Ketoconazol
Charge 83C0376

Ketoprofen
Charge 01020212

Methanol
HPLC Gradient grade

Miconazol
Charge 87H0906

Molekularsieb
UOP Typ 3A

Myritol® 318 PH
Natriumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Caesar & Loretz GmbH, Hilden

Walter CMP GmbH, Kiel

Merck KGaA, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs

Mainland, Frankfurt

Knoll AG, BASF-Pharma, Ludwigshafen

AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Janssen Pharmaceutical, Belgien

Kreussler Pharma, Wiesbaden

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Janssen Pharmaceutical, Belgien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Cognis GmbH, Dusseldorf
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Pemulen® TR-1
1,2-Pentandiol
Hydrolite-5, Charge 265

di-Phosphorpentoxid
> 98%

Phosphorsaure konz.
85%

Prednicarbat
mikronisiert, Charge M1876M

Prednisolon
Charge 27H0169

Progesteron
Charge 110H0007

Propylenglykol
Charge 87-0369

99,5%, Charge SZBA1520

3-Sitosterol
>70%

Terbinafin Base

Terbniafin HCL
Charge 905015HA

Testosteron
> 99%, Charge 339200/1395

Triamcinolonacetonid
Charge 2322825

Triethylamin
> 99%

Vaseline

Lubrizol Advanced Materials Inc.,

Cleveland, USA

Symrise AG, Holzminden

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

New Chem, Verona, Italien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

BASF SE, Ludwigshafen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

selbst hergestellt aus Terbinafin HCL

Qilu Pharmaceutical Co., China

Fluka Chemie AG, Buchs

Mainland, Frankfurt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sasol Germany GmbH, Hamburg
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8.3 HPLC-Methoden

Die Arzneistoffe wurden mit einer Agilent 1100 HPLC-Anlage (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, USA) quantifiziert. Die Analysen erfolgten isokratisch bei den
nachfolgend aufgelisteten Parametern. Die Auswertung der erhaltenen Peakflachen
wurde mit der Software Chemstation LC 3D (Rev. A.10.02[1757], Agilent Technologies
Inc.) durchgefuhrt. Die Gehaltsberechnung erfolgte Uber lineare Regression von

Verduinnungsreihen mit externen Standards.

8.3.1 Estradiol-Hemihydrat

Stationare Phase: Saule:
LiChroCART® 125-4,
gefiillt mit LiChrospher® 100 RP-18 (5 pym)
Vorsaule:
LiChroCART® 4-4,
gefiillt mit LiChrosper® 100 RP-18 (5 ym)

Mobile Phase: 55% Acetonitril
45% Aqua bidest.
Flussrate: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 20 pl
Saulentemperatur: 25°C

Detektionswellenlange: 205 nm
Retentionszeit: 2,8 min
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8.3.2 Miconazol

Stationare Phase:

Mobile Phase:

Flussrate:
Injektionsvolumen:

Saulentemperatur:

Detektionswellenlange:

Retentionszeit:

8.3.3 Prednicarbat

Stationare Phase:

Mobile Phase:

Flussrate:
Injektionsvolumen:

Saulentemperatur:

Detektionswellenlange:

Retentionszeit:

Saule:

LiChroCART® 250-4,

gefullt mit LiChrospher® 100 RP-18 (5 um)

Vorsaule:

LiChroCART® 4-4,

gefiillt mit LiChrosper® 100 RP-18 (5 ym)

90% Methanol

10% TEAP-Puffer (5 g Triethylamin ad 1 | Aqua bidest., mit
konz. Phosphorsaure auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt)
1,2 ml/min

20 pl

40 °C

225 nm

4,6 min

Saule:

LiChroCART® 125-4,

gefiillt mit LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm)
Vorsaule:

LiChroCART® 4-4,

gefullt mit LiChrosper® 100 RP-18 (5 um)
55% Acetonitril

45% Aqua bidest.

1,0 ml/min

20 pl

25°C

243 nm

5,8 min
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8.3.4 Testosteron

Stationare Phase:

Mobile Phase:

Flussrate:
Injektionsvolumen:

Saulentemperatur:

Detektionswellenlange:

Retentionszeit:

8.3.5 Cholesterol

Stationare Phase:

Mobile Phase:

Flussrate:
Injektionsvolumen:

Saulentemperatur:

Detektionswellenlange:

Retentionszeit:

Saule:

LiChroCART® 125-4,

gefullt mit LiChrospher® 100 RP-18 (5 um)
Vorsaule:

LiChroCART® 4-4,

gefiillt mit LiChrosper® 100 RP-18 (5 uym)
39% Acetonitril

61% Aqua bidest.

1,0 ml/min

20 pl (bei sehr geringen Konzentrationen 100 pl)
25°C

254 nm

9,1 min

LiChroCART® 125-4,

gefiillt mit LiChrospher® 100 RP-8 (5 ym)
Vorsaule:

LiChroCART® 4-4,

gefiillt mit LiChrosper® 100 RP-8 (5 pm)
50% Acetonitril

50% Methanol

1,0 ml/min

20 pl

25 °C

210 nm

4,0 min
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8.4 Bestimmung der Sattigungsloslichkeit von Cholesterol

Zur Bestimmung der Sattigungskonzentration von Cholesterol in Propylenglykol bei
verschiedenen Temperaturen, wurde eine 2,5%ige Cholesterol-Suspension fur ca. 12 h
mit einem Magnetrihrer gerthrt. AnschlieBend wurden jeweils 10g in ein
Schraubdeckelgefal® Uberfiihrt und mehrere Tage bei verschiedenen Temperaturen
gelagert. Sofort nach Entnahme aus dem Trockenschrank wurde etwas Propylenglykol
abgepresst und filtriert (CHROMAFIL® RC-45/15 MS). Der Cholesterolgehalt wurde mit
Hilfe der HPLC-Analytik bestimmt. Fur jede Temperatur wurde eine Einfachbestimmung
durchgefuhrt.

8.5 Zusammensetzung Sorensen-Phosphatpuffer

KH,PO,4 2,00 g
NaCl 4,19¢
N82HPO4 8,17 g

Aqua bidest. ad 1000,0 ml
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