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Besondere Hinweise:

Gesetzlich geschiitzte Warenzeichen werden ohne besondere Kennzeichnung verwendet.

Die Fehlerbalken geben in den Abbildungen die Standardabweichungen vom Mittelwert an.



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG. ...t tuttttaaaautteaaaaauteeaaaaansseeaaaansseassaansssessaansseessaasseessanssseesaans 1
2 ALLGEMEINER TEIL .tttttetiuttitteeattteee e ettt ee e e e astteaasaamtteaaeaasseeeaeaansteeaeaansseeaeaanseneaeaanneneaaeanens 3
2.1 Poloxamerbasierte flussigkristalline SysSteme ............cccoeeeeiieeiiiiiiiiiiiei e, 3
211 FIUSSIgKriStalling SYSIEME........uuiiiiiiiiiiiiieiie e 3
2.1.1.1 Lyotrope FIUSSIGKISIAllE .........coiiiieeiiiecee e 3
2.1.2 POIOXBIMEIE ...t e e 5
2.1.2.1 Aufbau der POIOXBMETE .........cooiiiiiiiiiiiee 5
2.1.2.2 AllgeEMEINEr EINSALZ........cceiiiiiii e e e e e e ar s 6
2.1.2.3 Gelbildung und Einsatz der Gele ... 6

2.2 5-AMINOIAVUIINSAUNE .......oiiiiiiiiie e 10
221 CharakteriSIEIUNG ......ccooieeeeeeeee e 10
222 Topische photodynamische Therapie ...........ccveeiiiiieiiiiieiccee e, 11
A N N N | o L= gl = 5 RS 13
2.2.2.2 Verbesserung der dermalen Verflgbarkeit von ALA ...........coiieieiiiiiiiiiiiiinnn. 14
2.2.2.3 Fertigarzneimittel in der topisChen PDT ..........oooiiiiiii e, 17
2.2.3 = Lo 1= PP 18
2.3 MISCRPIOZESSE ... .. e e 22
2.3.1 Flussigkeitsstromung und MiSCNPrOZESSEe..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniineeinnees 22
2.3.2 MIKFOMISCRE ...t e e e 22
2.3.2.1 Mikromischer von HPT ... 26
2.3.2.2 Einfluss der Viskositat auf die Mischbarkeit ..o 26

24 DHE HAUL ...ttt 28
2.4.1 Aufbau und Funktionen der Haut ..............ouvviiiiiiiiiiiieccceeeesieee e 28
242 Transdermaler Transport von Arzneistoffen ... 30
2.4.3 In-vitro PermeationsSunterSUCNUNGEN ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeenee 31
2.4.4 PharmakoKiNEtIK .............uueeieieiiiie e 32
245 PermeationSVErDESSEIUNG ........uuuiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeibeeeebeeebeeeeebeeeeeeeeeeneneneeeeaees 33

3 MATERIAL UND METHODEN ..cciiutttiaeaiuttteaeaateeeaeaatteeaeaantseasaastseaeaansseasaansneaeaansneeeeannens 36
3.1 Verwendete Materialien und GEerate ..........ccccccvviiiiiiii 36
3.1.1 Chemikalien, Hilfsstoffe und sonstige Materialien .............ccccccceeiiiiiiinnn. 36
3.1.2 (] = | (PSP 38
3.1.3 SOMWEIE ... 40
3.2 METNOTEN ...t 41
321 Herstellung der ZUDEreitungen.............uuuueiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieieeeeeeeieenenneeeeneees 41



3.2.1.1 Herstellung VON PPEX......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 41

3.2.1.2 Herstellung VON PHIC .........uiii et 41
3.2.1.3 Herstellung von Thermogel.........oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 41
3.2.1.4 EINarbeitung VON ALA .....ooiieiii et e e e e 42
3.2.2 Optimierung der PHIC-Zubereitung mit Hilfe eines statistischen
VErSUCNSAESIGNS . ..oeiiiiiiie et e e e e e e e e e 42
3.2.3 Charakterisierung der Zubereitungen. ... 45
3.2.3.1 Lichtmikroskopische Charakterisierung der Zubereitungen...............cocuvvvnnnn. 45
3.2.3.2 Polarisationsmikroskopische Charakterisierung der Zubereitung................... 45
3.2.3.3 Untersuchung der VIiSKOSItat ..............uuieiiiiiii i 45
3.24 Stabilitatsuntersuchungen PPeX........cooo i 46
3.2.4.1 LagerstabilitAt VON PPeX.......coii i 46
3.2.4.2 Stabilitat von ALA in der ZUbereitung..........c.oovvuiiiiiiiii e, 46
3.25 Untersuchung der HOMOGENITAL ............uuuriieiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieinieieieieeeeiennneeeenees 47
3.2.5.1 Versuchsaufbau und Messung der Auspresskrafte.........ccccovvveeeeieeeeeeeeiiiinnnnn. 47
3.2.5.2 Uberprifung der Farbhomogenitat............c..ccveiveieeieccieciececveeeeee e 48
3.2.5.3 Uberpriifung der GehaltseinheitlichKeit .............ccoocveiveecieiciece e, 56
3.2.6 IN-vitro PermeationuNterSUCNUNGEN ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiebeeiieiiiieieeeieneeeeeenees 57
3.2.6.1 HaUtPraparation............oouuiiiiii e ee e e et e e e e e et e e e e e e e e e eeeaaaaaes 57
3.2.6.2 In-vitro PermeationsuntersuChungen ..............oevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 57
B.2.7  HPLC-ANAIVEK ..ot n s en e 58
3.2.7.1 Probenaufarbeitung ...........uioiiiiii e 58
3.2.7.2 VOrsaulenderiVatiSIEIUNG ..........uvviiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeee ettt ettt 58
3.2.7.3 VerfahrenNSparameter..........coi it 59
3.2.8 S = 111 1| PP 60
3.2.8.1 Prufung auf signifikante Unterschiede.............ooiiiiiiiii e, 60
3.2.8.2 Prufung auf Aquivalenz von Permeationsdaten ..............ccccceeeeevveeieiieireennen. 60
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION .....utiiiiiiitieieaaaitieeaeastteeaeaateeeaesanssseaeaaneseessansneeesannsseasaans 61
4.1 Die Formulierungen des ZweikammerSyStems ............uevvuvrrrrimimmmimmmemnnnneennnnns 61
41.1 Charakterisierung VOn PPeX........cooo e 62
4.1.1.1 Mikroskopische Charakterisierung der Zubereitungen ..........cccccvvvvevvvvvveennnnn. 62
4.1.1.2 Polarisationsmikroskopische Charakterisierung der Zubereitungen............... 63
4.1.1.3 Rheologische Charakterisierung der Zubereitungen ............cccccoooveiiiiiiiiinnnn. 64
4.1.2 Charakterisierung VON PHIC ... 64

4.1.2.1 Statistisches Versuchsdesign zur Optimierung von Stabilitat und
ViSkoSItat VON PHIC ... 65



4.2 StADIITAL. ... 73
4.2.1 Physikalische Stabilitdt vOn PPeX.........ccoiiiiiiiiii e 73
4.2.1.1 Rheologische UntersuChungen ............coovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 73
4.2.1.2 Mikroskopisch und polarisationsmikroskopische Untersuchung..................... 78
4.2.1.3 Einfluss einer RENOMOQGENISIEIUNG .....cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeee e 79
4.2.2 Chemische Stabilitéat von ALA in PPeX und Thermogel .........ccccooooeviiiiiinnnnnnn. 82
4.3 Untersuchung der Homogenitat bei Mischung mit dem Mikromischer-............ 87
43.1 Uberprufung der FarbNOMOGENItaAL.............ccvveiveeiie e e 87
4.3.1.1 Rheologie und AUSPreSSKIEfte .........cvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeee e 87
4.3.1.2 HomOogenitatSUNTErSUCNUNGEN .......ovvviiiiiiiiiiiieiiieeeeeee ettt 90
4.3.1.3 Einflussfaktoren der resultierenden Auspresskraft entsprechend der
[ (o] 04 To o =T a1 - | PSSR 94
4.3.2 Uberprufung der GehaltseinheitlichKeit ............c..ccvuveeeeicieecie e 97
4.3.2.1 Rheologie und AUSPreSSKIEAMte .........cvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 97
0 T o To 10 g Lo To =T o] = L SRR 100
4.3.2.3 Einflussfaktoren der resultierenden Auspresskraft entsprechend der
(o] 04 To o =T aT] v | R 102
O F A |V 1= od o 11 £ (=T PP 103
4.3.3 Vergleich der Methoden zur Homogenitatsbestimmung............cccccceeeeeennel. 105
4.3.3.1 Charakteristika der Uberprifung der Farbhomogenitat ................ccccveeveenne.. 105
4.3.3.2 Charakteristika der Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit.......................... 106
4.3.3.3 Gegeniberstellung der Mischergebnisse...........cccooviiiiiiiiiiiciin e, 108
4.4 In-vitro PermeationsuntersuChungen ...........cccceeiiieeiiiiiiiiicee e 110
44.1 Vergleich der Mischungen mit PHIC niedriger, mittlerer und hoher
VISKOSItAL UNA PPEPY ....oeiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 110
4.4.2 Vergleich der Mischungen PPeX mMit PHIC ..o 113
443 Vergleich von PPePr + PHIC, Thermogel und Ameluz.............ccccccvvvvnnnnn. 115
5 ABSCHLUSSDISKUSSION ..eiiieiiiiuuttitiereseesssasssessesseaeesaasssssssseeeeesssnssssssssessesssnnnssssmeseeees 118
5.1 Chemische StabilitAt VON ALA ... e 119
5.2 Physikalische Stabilitdt der Zubereitungen ............coooiiiiiii i, 120
5.3 Methoden zur Untersuchung der HOMOQENItaL. ...........uuvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 122
54 Einfluss der Zubereitungen auf die Homogenitat ..., 122
5.5 Eignung des MIKIOMISCNEIS..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiivieiieeeibeeeeeeeeeeeeeeeeeeneneee 123
5.6 AUSPIESSKIATTE ..o 124
5.7 In-vitro Permeationseigenschaften...........cccccceiiiiiieii i, 125
6 ZUSAMMENFASSUNG.....eettiieeeisiuuttreeeeaeessaasssesseeaaaeasaaassssssaaaaeeaaaasssssseeeaeessasssssssneeeeees 127



8 ANHANG ... 130
8.1 StatiStiISCE AUSWEITUNG . ....uveiiii e ee et e et e e et e e e e e enaeaas 130
8.1.1 SEADIIITAL. ... 130
8.1.2 HOMOQgeNitatSUNIErSUCNUNGEN ........viiiiiiiiiiieeiieiie e 132
8.1.3 PermeationsunterSUCHUNG ...........uuiiiiieee e 138
8.2 FIMMENIISTE ...t 143
O LITERATURVERZEICHNIS ....cuttttettieeiuteeeasteeeasteeeatteeasteeeanteesanteeeasteeeanteeeabeeeaneeeenneeeenes 145



Abbildungsverzeichnis

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

1:

10:

11:
12:
13:

14:
15:
16:
17:

18:
19:
20:
21:

22:
23:

24:

Flussigkristalline Systeme aus Tensid, Wasser und Ol; dargestellt in einem
Dreikomponentendiagramm [modifiziert nach Daniels, 2011 a]............ccccc.c.... 4
Grundstruktur der POIOXaMEre........ccooiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
Biosynthese von Ham Uber den Protoporphyrinstoffwechsel,

Uropophyrinogen (URO), Coproporphyrinogen (CORPO),

Protoporphyrinogen (PROTO), Porphobilinogen-Deaminase (PBGD)

[FOtinos et al., 20006] ......ccceeeeeeeeeee e 10
Nukleophiler Angriff eines primaren Amins an eine Carbonylgruppe
[McCarron et al., 2005] ....couuiiiiii e 18

Abbauprodukte von ALA, 5-Aminolavulinsaure (ALA), Prophobilinogen
(PGB), Pseudo-Porphobilinogen (Pseudo-PGB), 2,5-Dicarboxyethyl-3,6-
dihydropyrazin (DHPY), 2,5-Dicarboxyethylpyrazin (PY), modifiziert nach

[Gander et al., 2003] .....cccooiieeeeeee e 19
Saure-Base-Gleichgewicht von ALA [Novo et al., 1996] ........cccoeeeeeeiiiiiinnnnnnn. 20
Schematische Darstellung der Mischung zweier Strénge per Diffusion

[Bebee et al., 2002]......ccooiiiiiiiii e 23
Kreuzférmiger Mikromischer, links ohne statisches Mischelement, rechts

mit statischen Mischelementen [Wong et al., 2003] ..., 24

A Schematische Darstellung des SHM, B Mischkanal ohne Strukturen an

den Wanden, C Mischkanal mit gestaffelten Herringbone-Strukturen;
Mischbilder zweier Strange fluorescein-gelabelter und klarer Lésung

[Stroack et al., 2002]......coouiiiiiii e 25
Mikromischer der Firma HPT, A in Pumpsystem eingebauter Mikromischer,

B Oberseite des Mikromischers, C Unterseite des Mikromischers [HPT

Pharma Packaging GmbH & Co. KG, 2001]..........uuuuuummmmmmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinnnens 26
Aufbau der Haut [Skin Care Forum, 2001] ........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 28
Aufbau der Epidermis [Wickett et al., 2006] ohne Stratum lucidum................. 29
Mdgliche Penetrationsrouten von Arzneistoffen [Trommer et al., 2006]

adaptiert nach [Lippold, 1984]..........coiiiiiiiiiice e 31
Diffusionszelle nach Franz [Lunter, 2012] ............uuuuummmimmmiiimiiiiieiiieeneinnnnenennens 32
Schema der Angriffspunkte von Permeationsverbesserern [Lane, 2013]....... 34
MISCRUNGSAESIGN ... e e e e e 43

Schema des Versuchaufbaus; A Montage am Materialpriifgerat, B
aufgesteckter Mikromischer, C Auffanghalterung mit Auffangvorrichtung....... 47

Schema der Auffangvorrichtung.............cooo oo 48
Position der Bildpunkte zur Erfassung der Helligkeitswerte...............cccccvvvueee. 49
Bildausleuchtung blaues Bild ..............uoiiiiiiiiii i 50
Schwankung der Bildhelligkeit auf den Messlinien des blauen Bildes;
Messbereich VON 30 - 70 90 ...ouueei e 51
Bildausleuchtung gelbes Bild ..........ccoo oo 51
Schwankungen der Bildhelligkeit auf den Messlinien des gelben Bildes;
MeSSDEreiCh 30 - 70 0 ..o 52
Untersuchung der Mischungsgute bei unterschiedlicher Lampen-

L2710 =3 1 1 Vo P 53



Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

25:

26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:

41:

42:

43:

44:

45:

46:

47:

48:

Einfluss des Abstandes der Beleuchtungsquelle auf Helligkeitswert und
Standardabweichung, n = 5, Fehlerbalken als Standardabweichungen des

IMITEEIWETTS ..o e e et e e e e e e e e eae e e e e eeeeeennes 54
Einfluss der Konvertierung auf die Mischungsgute...........cccoovieeriiiiiiiiiineeeennn, 55
Schema der Probennahme ..o 56
modifizierte Reaktion von ALA mit OPA und ACC zum detektierbaren

Produkt [Donnelly et al., 2006] .........cccovemiiiiiiiiie e e e e eaeees 58
Entwicklung zweier Formulierungen fur ein Zweikammersystem ausgehend
von den Komponenten des Thermogels ......cooooeviiviiiiiiiiieeiiee e 61
Mikroskopische Aufnahmen von PPeD, PPe und PPePr, Mal3stabsbalken
obere Reihe 100 pm, untere Reihe 20 UM ... 62
Polarisationsmikroskopische Aufnahmen von PPeD, PPe und PPePr,
Mal3stabsbalken obere Reihe 100 um, untere Reihe 20 pm ...........ccccvvvvnnees 63
Rheogramm von PPeX; n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichungen ...... 64
Versuchsdesign; markierte Eckpunkte............ccccoiiiiii 65
Mikroskopische Aufnahmen der Formulierungen A, B, C und D,
Mal3stabsbalken 20 M ... 66
Konturlinien der VISKOSIAL ............uuiiiiiiiriieeis e 68
Konturlinien der STabilitat..............uuuueuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeereeeeeeee. 69
Uberprufung der Vorhersageformel beziiglich der Stabilitét........................... 71
Uberprufung der Vorhersageformel beziiglich der Viskositat ......................... 71

Rheogramm der Lagerstabilitat von PPeD Uber 12 Monate, Zubereitung A,
B und C = unabhéngige Experimente, n = 3, Fehlerbalken als

StandardabWeEIChUNG .........oiiii e e 73
Viskogramm der Lagerstabilitdt von PPeD (ber 12 Monate, Zubereitung A,
n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung ..............ccoooii 74

Rheogramm der Lagerstabilitat von PPe Uber 12 Monate, Zubereitung A,
B und C = unabhéngige Experimente, n = 3 Fehlerbalken als

StandardabweiChung ... 75
Viskogramm der Lagerstabilitdt von PPe lUber 12 Monate, Zubereitung A,
n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung ..............ccoooii 76

Rheogramm der Lagerstabilitat von PPePr Uber 12 Monate, Zubereitung A,
B und C = unabhéngige Experimente, n = 3 Fehlerbalken als

StandardabweiChung ... 77
Mikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen von PPeX
nach 12 Monaten LagerUNg .....ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 78

Rheologische Untersuchung von PPe nach Herstellung, nach 6 Monaten
Lagerung und nach Rehomogenisierung, Zubereitung A, B und C =
unabhangige Experimente, n = 3 Fehlerbalken als Standardabweichung...... 79
Mikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen von PPe,
Zubereitung nach Herstellung, nach 6 Monaten Lagerung und nach
ReENOMOQENISIEIUNG ... e eeeeeeeees 80
Stabilitdtsmessung: Differenz des Zentralwerts von Nullwert und Messwert
von ALA in PPeX und Thermogel nach 4 Wochen bei Lagertemperaturen

von 5, 25 und 40 °C; n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung............... 83
Gelbfarbung der Zubereitungen PPeX und Thermogel mit ALA nach

Lagerung bei 25 °C nach 13 Monaten (PPeX) und 7 Monaten (Thermogel)
Yo =T (U o o PSPPSR UPPRTP 84



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

49:

50:

51:

52:

53:

54

55:
56:
57:

58:

59:

60:

61:

62:

63:

64:

Stabilitatsmessung: Differenz des Zentralwerts von Nullwert und Messwert
von ALA in PPeX und Thermogel nach 13 Monaten (PPeX) und 7 Monaten
(Thermogel) Lagerzeit bei 25 °C; n = 3, Fehlerbalken als Standard-

abweichung, * Statistische Signifikanz (p < 0,05).........cciiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 84
HPLC-analytische Untersuchung der Stabilitat von ALA in PPeX und
Thermogel; n = 3; Fehlerbalken als Standardabweichung...........cccccccvvvveee.. 86

Viskositatsparameter nach Herschel-Bulkley von PPe, PHIC niedriger,
mittlerer und hoher Viskositat und der homogenen Mischung PPe + PHIC
niedriger, mittlerer und hoher Viskositat; n = 3 - 6, Fehlerbalken als
StandardabweiChung ... 88
Auspresskrafte der Mischung PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher
Viskositat sowie der Einzelkomponenten PPe (PPe + PPe), PHIC niedriger,
mittlerer und hoher Viskositat (PHIC + PHIC) und der homogenen

Mischung PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat

(Mischung + Mischung); n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung.......... 89
aufgenommene Bilder der Homogenitatsuntersuchung PPe + PHIC

niedriger, mittlerer und hoher Viskositat mittels Farbhomogenitat, Positiv-

und NegativKONTrole ... 90
Homogenitaten der Mischungen PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher
Viskositat mittels Uberpriifung der Farbhomogenitat: n = 3, Fehlerbalken als
Standardabweichung, drei Balken stellen jeweils Ergebnisse unabhangier

=TT L=T ] (o = T USSP 91
Aufsicht auf den MIKrOMISCNEN .........coii i 93
Mikromischer mit schematisch eingezeichneter Kanalfiihrung ....................... 94
gemessene und berechnete Auspresskrafte PPe + PHIC, n = 3, Fehler-

balken als StandardabweiChung ...........cooooiiiiiiiiee 96

Viskositatsparameter nach Herschel-Bulkley von PHIC niedriger, mittlerer
und hoher Viskositat und der homogenen Mischung PPe + PHIC niedriger,
mittlerer und hoher Viskositat; n = 3, Fehlerbalken als Standard-

ADWEICHUNG .oviei e e e e e e e e 97
Rheogramm PPe mit ALA; A, B und C = unterschiedliche Messproben mit

je n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung.............ccccccoviiieiiiiiiniinnnn. 98
Mikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen von ALA in

PPe; Malstabsbalken 20 UM ......ccoooeeiiiiiiiee e e e e e eaeees 99

Auspresskrafte von PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat
sowie der Einzelkomponenten PPe (PPe + PPe), PHIC niedriger, mittlerer

und hoher Viskositat (PHIC + PHIC) und der homogenen Mischung von

PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat (Mischung +

Mischung); n = 3 - 5, Fehlerbalken als Standardabweichung....................... 100
Homogenitaten der Mischungen PPe + PHIC niedriger, mittlerer und

hoher Viskositat mittels Uberprufung der Gehaltseinheitlichkeit; n = 3,
Fehlerbalken als Standardabweichung; drei Balken stellen jeweils

Ergebnisse unabhangiger Experimente dar ............cccoeoiiiiiiiiiiiiiiiieees 101
gemessene und berechnete Auspresskrafte von PPe + PHIC, n = 3,
Fehlerbalken als StandardabweiChung ... 102

Mittlere Konzentrationen der Mischextrudate der
Homogenitatsuntersuchungen von PPe und PHIC niedriger, mittlerer und
hoher Viskositat und die Konzentration der jeweiligen Mischmuster; n = 3,

Vi



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

65:

66:

67:

68:

69:

70:

71:

72:

73:

74

75:

76:

Fehlerbalken als Standardabweichung; Versuchsreihe 1, 2 und 3

Ergebnisse unabhangiger EXperimente ...........ccccoouviiiii i eeeeieiiiieie e 104
Schema der Probenauffangvorrichtung, der Bildflache sowie der
MESSPUNKLE ... e e e e et e e e e e e e e e et e e e eaaeeeannes 105

A: Optische Zusammensetzung des Mischextrudats; B: Einzeichnung der
Probennahmeaufteilung in 3 Probenextrudatstiicke; C: Probenstiick

INNEIES QUAIAL.......iiiiiiiie e e et e et e e e et e e e s eabneeeerrans 106
gemessene Gehalte der Probenextrudate und des inneren Quadrats
entsprechend Abb. 66 B und C; n = 27 (Teilprobe 1 - 3); n = 9 (inneres
Quadrat), Fehlerbalken als Standardabweichung .............ccccccvviiiiiiiiiinnnnn. 107
Gleichformigkeit der verschiedenen Probenextrudatstiicke entsprechend

Abb. 66 B und C; n = 9 (Teilprobe 1 - 3); n = 3 (inneres Quadrat), Fehler-
balken als StandardabweiChung ...........cooooieiiieieei e 108
Vergleich der permeierten Mengen der Mischungen PPePr mit PHIC

niedriger, mittlerer und hoher Viskositat; n = 5, Fehlerbalken als
Standardabweichungen ... 111
Prifung der Aquivalenz der Permeationsraten von Test- vs.
Referenzformulierung: PPePr + PHIC niedriger, mittlerer und hoher

Viskositat; n = 5, Fehlerbalken als Konfidenzintervall des Medians.............. 112
Viskositatsparameter nach Herschel-Bulkley von PHIC niedriger, mittlerer

und hoher Viskositat und der homogenen Mischung von PPePr + PHIC
niedriger, mittlerer und hoher Viskositat; n = 3 - 6, Fehlerbalken als
StandardabweiChung ... 113
Vergleich der Permeationen der Mischungen PPePr, PPeD unf PPe mit

PHIC mittlerer Viskositat; n = 5; Fehlerbalken als Standardabweichung...... 114
Prufung der Aquivalenz der Permeationsraten von Test- vs.
Referenzformulierung: PPeD, PPe und PPePr mit PHIC; n = 5, Fehler-

balken als Konfidenzintervall des Medians............ccooeeevviiiiiiiciiniee e, 115
Vergleich der Permeationen von Ameluz, Thermogel und der Mischung

PPePr mit PHIC mittlerer Viskositat; n = 5, Fehlerbalken als
StandardabweiChung ... 116
Prifung der Aquivalenz der Permeationsraten von Test- vs.
Referenzformulierung: PPePr + PHIC, Ameluz und Thermogel, n =5,
Fehlerbalken als Konfidenzintervall des Medians.............cccvvvvvvviiiiieeeciennns 117
Keto-Enol-Tautomerie von ALA [Gander et al., 2003] ......ccovveeiiiiiiiiiiiineeenn. 120

VIl



Tabellenverzeichnis

Tabelle 2-1:
Tabelle 2-2:
Tabelle 3-1:
Tabelle 3-2:
Tabelle 3-3:
Tabelle 3-4:
Tabelle 3-5:
Tabelle 3-6:
Tabelle 3-7:
Tabelle 3-8:
Tabelle 3-9:
Tabelle 3-10:
Tabelle 4-1:
Tabelle 4-2:

Tabelle 4-3:

Tabelle 4-4:
Tabelle 4-5:

Tabelle 4-6:

Tabelle 4-7:

Tabelle 5-1;

Tabelle 8-1:

Tabelle 8-2:

Tabelle 8-3:

Tabelle 8-4:

Tabelle 8-5:

Tabelle 8-6:

Tabelle 8-7:

Poloxamercharakteristika nach Ph. Eur. 8.0, 2014.........coovviieiiiiiiiieeeeeeeen, 5
Zusammensetzung des ThermogelS.... ..o iiieeiccii e, 8
Chemikalien und HilfSSTOffe .........ccovriiiiiiie e 36
VerbrauChSmMateriali N ........coie e 37
VerWeNUEtE GEIALE.......iiviiiiiiiiiiiiiiiiieieee ettt 38
Verwendete SOftWAIE ........oii e e e 40
Vorlagezubereitung fur das statistische Versuchsdesign ............cccccceeeeeennn.. 42
Zusammensetzung der POIOXAMEIE .......ccooieeviiiiiiiiiei e e e 43
Poloxameranteile der Zubereitungen gemaf Versuchsdesign .............ccc....... 44
Rheologie-MeSSPrOgramIM........ccuuuuiiiiieeeei e e e e e e e e e e earr e e e e 45
Gradientenelutionsprogramm fir Homogenitats- und Stabilitatsproben ......... 59
Gradientenelutionsprogramm flr Permeationsproben...........ccccoeveeeeiiiviinnnnnnn. 59
Poloxamerzusammensetzung der Zubereitungen A, B, Cund D ................... 65
Poloxamerzusammensetzung der Formulierung mit niedriger, mittlerer und
NONEI VISKOSITAL ... 70
Differenz der Auspresskrafte der zu mischenden eingefarbten
EiNZEIKOMPONENTIEN .....iiiiiiiiii e 92
Wegstreckenanteile im MiKromisCher............cccceeviiiiiiiiiiici e, 95
Differenz der Auspresskrafte der zu mischenden uneingefarbten
EiNZElKOMPONENTEN ...t e e e e eeaees 102
Berechnung der Flache und Masse der Probe pro Pixelpunkt der

BIlAANAIYSE ... 106
Permeationsraten und Permeationskoeffizienten von PPePr + PHIC,
Thermogel UNd AMEIUZ..........oovviiiiiiiiiiiiiiiiee e 117
Loslichkeitsparameter von Propylenglykol, Dimethylisosorbid und
Pentylenglykol, berechnet nach [Fedors et al., 1974]........ccoovvviiiiiiiieenniennns 120
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der
Stabilitatsuntersuchung per ZentralwertanalySe............ccccccvveeeeieeeeiciviiinnnnnn. 130
Student Newman Keuls Test der Stabilitdtsuntersuchung per
ZeNralWertanalYSE .......ouvuuiiii i 131

Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositét von

PPe, PHIC und homogene Mischungen je niedrigviskos, mittelviskos und
hochviskos (Uberpriifung der Farbhomogenitat) ............cccoeeveeveereeereeennenee. 132
Student Newman Keuls Test der Viskositat von PPe, PHIC und homogene
Mischungen je niedrigviskos, mittelviskos und hochviskos (Uberpriifung

der Farbhomogenitat) ..........ooooo i 132
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Homogenitat

[%] von PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat per

Uberprifung der Farbhomogenitat..............c.coveeveeiuieiieeieciecveeeve e 134
Student Newman Keuls Test der Homogenitét [%] von PPe + PHIC

niedriger, mittlerer und hoher Viskositat per Uberpriifung der

FarbDNOMOGENITAL. .........uuuiiiiiiiiiiii e aeeneeee 134
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositét von

PHIC niedriger Viskositat und seine homogene Mischung mit PPe mit



Tabelle 8-8:;

Tabelle 8-9:;

Tabelle 8-10:

Tabelle 8-11:

Tabelle 8-12:

Tabelle 8-13:

Tabelle 8-14:

Tabelle 8-15:

Tabelle 8-16:

Tabelle 8-17:

Tabelle 8-18:

Tabelle 8-19:

Tabelle 8-20:

Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositét von
PHIC mittlerer Viskositat und seine homogene Mischung mit PPe mit

Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositét von

PHIC hoher Viskositat und seine homogene Mischung mit PPe mit ALA .....136
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Gleichformig-
keit der Probenextrudate der Teilproben 1 - 3 und des inneren Quadrats....
Student Newman Keuls Test der Gleichformigkeit der Probenextrudate

der Teilproben 1 - 3 und des inneren QuadratS...........ccovvvvvvvieiiieeeeeeeviiiinnnnn. 137
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Permeations-

raten der Mischungen PPePr mit PHIC niedriger, mittlerer und hoher

BTS20 1 - | 138
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositaten der
Mischungen PPePr + PHICs niedriger, mittlerer und hoher Viskositat ......... 139
Student Newman Keuls Test der Viskositaten der Mischungen PPePr +

PHICs niedriger, mittlerer und hoher Viskositat...........ccooevvviiiiiiiiiiieieiiienns 139
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Permeations-

raten von Ameluz, PPePr + PHIC und Thermogel .........ccccccceeiiiiiiiivieiiiinnnn. 140
Student Newman Keuls Test der Permeationsraten von Ameluz, PPePr +
PHIC UNd ThermMOQEl ......ccoooeiiiiiii e e e eeaees 140
Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der permeierten

Menge ALA nach 24 h bei Ameluz, PPePr + PHIC und Thermogel.............. 141
Student Newman Keuls Test der permeierten Menge ALA nach 24 h bei
Ameluz, PPePr + PHIC und Thermogel ...........coooviiiiiiiieeeiceieee e, 141

Prifung der Aquivalenz der Mischungen PPePr + PHICs niedriger,

mittlerer und hoher Viskositat in Anlehnung an SUPAC-SS (FDA Guidance

fOr INAUSEIY, 2004).....cuiiiiiei e e e 142
Prufung der Aquivalenz der Mischungen PPe, PPeD und PPePr + PHIC,
Ameluz und Thermogel in Anlehnung an SUPAC-SS (FDA, Guidance for
INAUSEIY, 2004).....cuiieeii e e e e et e e e e e e e e e ea e e e eaaeeennnes 142



Abkurzungsverzeichnis

ALA
bzw.
bspw.
ca.

D
d.h.

g
GABA

m/m
m/V
mg
min
mL
nm
OPA
Oo/W
P124
P188
P407
Pa
Pas

pH

Ph. Eur.

PPe

PPeD

5-Aminolavulinsaure Hydrochlorid

beziehungsweise

beispielsweise

circa

Schergefille

das heif3t

Gramm

Gamma-Aminobutterséaure

Stunde

Liter

Masse pro Masse

Masse pro Volumen

Milligramm

Minuten

Milliliter

Nanometer

o-Phthaldialdehyd

Ol-in-Wasser

Poloxamer 124

Poloxamer 188

Poloxamer 407

Pascal

Pascalsekunde

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenaktivitat
Pharmacopoea Europaea = Europaisches Arzneibuch
Zubereitung mit Poloxamer 15 %, Pentylenglykol 85 %

Zubereitung mit Poloxamer 15 %, Pentylenglykol 75 % und
Dimethylisosorbid 10 %

Xi



PPePr Zubereitung mit Poloxamer 15 %, Pentylenglykol 75 % und
Propylenglykol 10 %

PPeX Zusammenfassung von PPe, PPeD und PPePr
S Sekunde

SC Stratum corneum

t Zeit

v.a. vor allem

VIV Volumen pro Volumen
z.B. zum Beispiel

n Viskositat

T Schubspannung

u.a. unter anderem

Ug Mikrogramm

y Scherrate

rpm revolutions per minute
RT Raumtemperatur

Xl



1. Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

5-Aminolavulinsdure (ALA) ist eine physiologisch vorkommende Aminoséaure, die bei der
topischen photodynamischen Therapie zum Einsatz kommt. In der Praxis wird ALA meist als
wassrige Losung zum Einsatz gebracht, da sie bei Lagerung eine nur sehr kurze Lagerstabi-
litat aufweist. Bei physiologischem pH dimerisiert ALA innerhalb kurzer Zeit und bildet diver-
se Abbauprodukte. Bei sauren pH-Werten ist die Stabilitat deutlich erhéht, da hier das Vor-
handensein des entsprechenden Anions reduziert ist, welches fir die Kondensationsreaktion
notwendig ist. Allerdings ist ein solch saurer pH-Wert fur die topische Anwendung nicht tole-
rabel.

Ein LOosungsansatz ist das von Gander et. al., 2003, entwickelte, patentierte Zweikammer-
system. Zweikammersysteme sind Verpackungen fir instabile Wirkstoffe, bei denen in einer
Kammer der Wirkstoff in einer lagerstabilen Form vorliegt, die zweite Kammer fir die Appli-
kation notwendige oder ergdnzende Lésungsmittel enthalt, um den Wirkstoff zur Anwendung
bringen zu kdnnen oder die Eigenschaften der Mischung zu verbessern. ALA liegt in der ei-
nen Kammer in einer wasserfreien Flissigkeit vor, in der ALA stabil ist und gelagert werden
kann. Fur die Anwendung wird diese wasserfreie mit einer wasserhaltigen Phase vermischt

und kann so appliziert werden.

Bei der topischen Applikation von Arzneistoffen ist es notwendig, dass diese Arzneistoffe gut
aus ihren Vehikeln freigesetzt werden und in die Haut penetrieren bzw. durch die Haut per-
meieren, um ihren Wirkort in ausreichender Menge zu erreichen. Dafir mussen Wirkstoffe
eine ausreichende Lipophilie ausweisen, um die lipophile Barriere der Haut, das Stratum
corneum, passieren zu konnen. Als sehr polares Molekil kann ALA nur schlecht in die Haut
penetrieren bzw. durch die Haut permeieren. Daher ist es wichtig, die dermale Verfugbarkeit
z.B. mit Hilfe von Permeationsverbesserern zu erh6hen und somit ausreichende Mengen am
Wirkort gleichmafig vorliegen zu haben. Das unter Frau Prof. Muller-Goymann entwickelte
Thermogel stellt fir ALA ein Vehikel mit verbesserten Permeationseigenschaften gegentuber
monographierten Formulierungen dar. Seine verbesserten Permeationseigenschaften beru-
hen auf einem synergistischen Effekt aller finf enthaltenen Inhaltsstoffe: Poloxamer, Isopro-

pylalkohol, Aqua purifcata, Dimethylisosorbid und mittelkettige Triglyceride.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse ist das Ziel dieser Arbeit, halbfeste Formulierungen fur
ALA fur ein Zweikammersystem auf Grundlage der Komponenten des Thermogels zu entwi-
ckeln. Dabei soll eine wasserfreie, halbfeste Formulierung entwickelt werden, in der ALA
lagerstabil ist. Die zweite halbfeste Formulierung soll die restlichen Komponenten des Ther-
mogels enthalten. Mit Hilfe eines Mikromischers sollen beide Formulierungen homogen ver-

mischt werden. Fir die Entnahme und sofortige Applikation auf der Haut missen die Formu-
1



1. Einleitung und Zielsetzung

lierungen durch den Mikromischer gepumpt werden und homogen enthommen werden kon-
nen. Dafir ist es notwendig, dass die Zubereitungen maéglichst niedrigviskos sind, da sonst
die Pumpfahigkeit moglicherweise nicht gewahrleistet ist. AuRerdem durfen die benétigten
Auspresskrafte nicht zu grof3 sein. Sind die Auspresskrafte zu grof3, kann die Kraft fir das
Fordern durch den Mikromischer nicht mehr manuell aufgebracht werden und die Zuberei-
tungen konnen nicht fur eine Applikation entnommen werden. Die entnommene homogene
Mischung aus beiden Formulierungen soll, wie das Thermogel, gute bzw. verbesserte Per-

meationseigenschaften aufweisen.

Fur eine dauerhafte Anwendung des Zweikammersystems ist nicht nur die Stabilitdt des
Wirkstoffes im Vehikel notwendig, sondern auch die physikalische Stabilitéat der Formulierun-
gen selbst. Diese sollen wéhrend der Lagerung keine Veranderungen der Viskositat aufzei-
gen, die ihre Pumpfahigkeiten bzw. Auspresskrafte verandern. Sie sollten zudem keine In-
stabilitaten wie das Brechen der Formulierung zeigen.

Ein wichtiges Augenmerk dieser Arbeit liegt auch auf der Untersuchung der Homogenitét
sowie der Entwicklung von Methoden zur Untersuchung der Homogenitat.

Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit sind daher folgende:

e Ist es mdglich, durch Trennung von wassrigen und nicht-wassrigen Systemen ein
halbfestes System auf Basis des Thermogels zu erzeugen, das eine verbesserte
Stabilitat fur die Lagerung von ALA aufweist?

e Zeigen die Formulierungen selbst gleichbleibende Qualitat Gber den Lagerzeitraum?

o Durch welche Methode kann man die Homogenitat der Mischung zweier halbfester
Systeme gut untersuchen? Welche Methode ist geeignet und gibt relevante Ergeb-
nisse fur die Praxis?

¢ Wie missen die Zubereitungen beschaffen sein, damit eine gute Homogenitat erzielt
wird? Kénnen auch Formulierungen mit unterschiedlichen Viskositaten homogen ge-
mischt werden?

o Ist der Mikromischer geeignet, halbfeste Systeme homogen zu mischen?

¢ Wie hoch sind die resultierenden Auspresskréafte und wie kommen sie zustande?

e Zeigt dieses System vergleichbare oder bessere Permeationseigenschaften als das

Thermogel?
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Poloxamerbasierte flussigkristalline Systeme

2.1.1 Flussigkristalline Systeme

Bei flissigkristallinen Systemen spricht man von Mesophasen, d.h., es handelt sich um As-
soziationskolloide, die mit ihren Eigenschaften zwischen denen von Flussigkeiten und Kris-
tallen liegen. Hier unterscheidet man thermotrope und lyotrope Mesophasen, die unter Ein-
wirkung von Temperatur (thermotrop) oder durch den Zusatz von Lésungsmitteln (lyotrop)

Assoziationskolloide ausbilden.

2.1.1.1 Lyotrope Flussigkristalle

Bei den lyotropen Flissigkristallen entstehen in Abhangigkeit der Tensidkonzentration unter-
schiedliche Assoziationsformen: kubische, hexagonale und lamellare Flussigkristalle. Alle
zeigen visko-elastisches Verhalten, d.h., sie vereinen rheologische Eigenschaften eines

Festkdrpers sowie einer Flussigkeiten [Daniels, 2011 a, Miller-Goymann, 2004].

Bei niedrigen Tensidkonzentrationen liegen die Tensidlésungen als mizellare Losungen vor.
Durch Erh6hung der Tensidkonzentration entstehen aus Mizellldsungen kubische Systeme.
Diese zeichnen sich durch eine hohe Kugelpackung der Mizellen aus. Sie weisen eine aus-
gepragte FlieRgrenze sowie visko-elastisches Verhalten auf. Nach Einwirkung mechanischer
Kréfte reagieren kubische Systeme extrem elastisch und senden Schwingungen im hdrbaren
Bereich aus. Daher werden sie auch Brummgele genannt [Daniels, 2011 a, Kutz, 2011,
Miiller-Goymann, 2004].

Bei hdheren Tensidkonzentrationen entstehen hexagonale Flussigkristalle. Aus den Kugel-
mizellen entstehen zylinderférmige Assoziate, die sich réhrenférmig zusammenlagern. He-
xagonale Systeme weisen eine geringere Viskositat als kubische Systeme auf, da sich die
rohrenformigen Aggregate besser gegeneinander verschieben lassen [Tiddy, 1980]. Wird
ausgehend von diesen Systemen die Tensidkonzentration weiter erhéht, entstehen lamellare
Systeme. Die Tenside lagern sich zu pallisadenartigen Doppelschichten zusammen. Diese
Systeme sind besser flie3fahig als kubische und hexagonale Flussigkristalle [Tiddy, 1980]
und weisen eine geringere Viskositat auf. Da hexagonale und lamellare Flussigkristalle als
anisotrope Systeme unterschiedliche Bewegungsfreiheiten in die drei Raumrichtungen besit-
zen, sind physikalische Eigenschaften wie z. B. Lichtbrechung richtungsabhéngig. Diese
Systeme kdnnen linear-polarisiertes Licht drehen und lassen sich daher im Polarisationsmik-
roskop aufgrund der entstehenden Texturen leicht nachweisen. Wéahrend hexagonale Struk-

turen flachige Texturen zeigen, werden bei lamellaren Proben Malteserkreuze (sogenannte

3
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pinwheels = Windrader), streifige Texturen und generell eine hdhere Lichtbrechung sichtbar
[Rosevear, 1954].

Haufig entstehen aus den Komponenten Tensid, Wasser und Ol bei entsprechender Zu-
sammensetzung flussigkristalline Systeme. lhr Einsatzbereich kann in einem Dreikomponen-
tendiagramm dargestellt werden. Werden Tensidgele z. B. ein kubisches System, auf die
Haut aufgetragen, so durchlaufen sie aufgrund der Verdunstung des Wassers, den hexago-

nalen, lamellaren Zustand bis hin zu inversen Mizellen (siehe Abb. 1) [Daniels, 2011 a].

0 100
Tensid

20

0 0 60 80

Ol 100

Abb. 1: Flussigkristalline Systeme aus Tensid, Wasser und Ol; dargestellt in einem Dreikomponentendia-

gramm [modifiziert nach Daniels, 2011 a]
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2.1.2 Poloxamere

2.1.2.1 Aufbau der Poloxamere

Bei Poloxameren handelt es sich um synthetische Makromolekiile, den Polyoxyethylen-
Polyoxypropylen-Blockpolymeren. Beim Blockpolymerisat sind Blocke linear miteinander
verknUpft. In diesem Fall handelt es sich um Propylenoxideinheiten (PO) und Ethylenoxidei-
nheiten (EO), die durch eine Copolymerisation miteinander reagieren [BASF, 2004,
Schmolka, 1972].

CHj3
WM H %
HO @] J H
a b a

Abb. 2: Grundstruktur der Poloxamere

Je nach Poloxamertyp unterscheiden sie sich in der Monomerzusammensetzung und der
mittleren relativen Molekilmasse. Zu den monographierten Poloxamertypen gehdéren u.a.
Poloxamer 407, Poloxamer 188 und Poloxamer 124. Dabei handelt es sich bei den Typen
407 und 188 um ,wachsartige, weile bis fast weille Pulver, Kiigelchen oder Schuppen® und
beim Typus 124 um eine ,farblose bis fast farblose Flissigkeit [Ph.Eur. 8.0, Grundwerk
2014].

Tabelle 2-1: Poloxamercharakteristika nach Ph. Eur. 8.0, 2014

Poloxamertyp Ethylenoxid- Propylenoxid- Mittlere relative
Einheiten (a) Einheiten (b) Molekilmasse

124 10 bis 15 18 bis 23 2090 bis 2360

188 75 bis 85 25 bis 30 7680 bis 9510

407 95 bis 105 54 bis 60 9840 bis 14600

In der Anwendung weisen Poloxamere eine sehr geringe bis keine Toxizitdt auf, wobei die
Toxizitat mit steigendem Molekulargewicht und steigendem Ethylenoxidanteil abnimmt. Da-
her ist Poloxamer 407 das Polymer mit der geringsten Toxizitat und wird vielfach verwendet
[Patel et al., 2009, Schmolka, 1972].
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2.1.2.2 Allgemeiner Einsatz

Poloxamersysteme sind vielversprechende Vehikel, um Arzneistoffe oder Therapeutika an
ihren Wirkort zu bringen und finden vielfaltigen Einsatz in Drug Delivery Systemen. lhre Mi-
zellen dienen als Carrier, um fir eine erhéhte Loslichkeit, erh6hte metabolische Stabilitat und
eine erhohte Verweildauer von Arzneistoffen zu sorgen [Kabanov et al., 2005]. Des Weiteren
kénnen sie auch dafiir genutzt werden, Arzneistoffe gezielt in bestimmte Kdrperbereiche zu
schleusen. Durch die Einlagerung von Peptiden oder biospezifischen Molekilen in die EO-
Block-Krone der Mizellen, kdnnen diese an speziellen Regionen im Koérper binden und so
Arzneistoffe gezielt in bestimmte Regionen bringen [Kabanov et al., 1989]. Uber die PO-
Blocke konnen Poloxamer-Aggregate an Oberflachen haften, mit Lipidmembranen interagie-
ren und sogar zu Translokation in der Zelle fihren. Dariiber hinaus kénnen Poloxamere die
Membranmikroviskositat verandern und so zu einer Fluidisierung fihren [Batrakova et al.,
2001]. So werden Poloxamere z. B. in aktueller Forschung als Vehikel eingesetzt, um die
Bioverfugberkeit von Taxanen in der Krebstherapie zu verbessern [Dahmani et al., 2012, Mu

et al., 2010] oder Poloxamere als Gene Delivery Systeme zu nutzen [Kabanov et al., 2005].

2.1.2.3 Gelbildung und Einsatz der Gele

Poloxamere kommen als Gelbildner, Emulgator und Stabilisator zum Einsatz und bilden Gele
mit thermoreversiblen Eigenschaften [Juhasz et al., 1989, Voigt, 2010]. Die Bildung von Po-
loxamergelen ist sowohl von der Poloxamerkonzentration als auch der Temperatur abhangig
[Artzner et al., 2007], wobei es bei steigender Temperatur zur Gelbildung kommt [Schmolka,
1972]. Dabei ist die Mizellisierung der erste Schritt der Gelbildung [Cabana et al., 1997]. Bei
niedrigen Konzentrationen liegen die Monomere der Poloxamermolekile vollstandig gelost
vor. Mit steigender Konzentration bilden sich Poloxamermizellen aus, die mit den Monome-
ren im Gleichgewicht stehen [Mortensen et al., 1993]. Bei einer bestimmten Konzentration
und einer dafiir charakteristischen Temperatur kommt es zur Gelbildung [Wanka et al.,
1990].

Bei niedrigen Temperaturen liegen beide Polymerblécke, Polyoxypropylen und Polyoxy-
ethylen hydrophil, also als geldste Ketten vor. Durch Temperaturerhéhung kommt es zur De-
hydratation der Polyoxypropylenketten. Es erniedrigt sich die Ldslichkeit des Polyoxypropy-
lenblocks, der als Kern vorliegt. Dieser ist von einem dichten Kranz aus hydrophilen Polyoxy-
ethylenketten umgeben. Die Mizellgrof3e erhdht sich mit steigender Temperatur [Mortensen
et al., 1993, Wanka et al., 1990], sodass es zu einer engen Packung von Mizellen und unter
deren Interaktion zur Gelbildung kommt [Cabana et al., 1997, Wanka et al., 1990]. Dabei
wirken Van-der-Waals-Kréfte zwischen den Polyoxypropylenketten. Diese Anziehungskréfte

werden von der Dehydratation der Polyoxypropylenketten beglnstigt. Auf diese Weise ent-
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steht das Gelgerist. Die Polyoxyethylenketten bleiben in der Wasserphase und tben dage-

gen eine sterische Stabilisierung aus [Wanka et al., 1990, Yang et al., 2004].

Da die Konzentration von Mizellen linear mit steigender Temperatur steigt, kommt es bei
hoéheren Temperaturen zu einer Formveranderung von spharischen zu ellipsoiden Mizellen.
Dies fuhrt zu einer verringerten intermizellaren Interaktion, sodass sich das kubische Gitter
bei hohen Konzentrationen bzw. Temperaturen zu stangenférmigen Strukturen, dem hexa-
gonalen Aufbau umformt und bei weiterer Steigerung lamellare Strukturen ausbildet
[Mortensen et al., 1993] (siehe auch Kapitel 2.1.1.1).

Fur die Freisetzung und Permeation aus poloxamerhaltigen Gelen ist die Struktur von grof3er
Bedeutung. So ist die Diffusion von Arzneistoffen bei mizellaren Poloxamergelen hauptséch-
lich limitiert von der Anzahl der Mizellen pro Volumeneinheit, die durch die Poloxamerkon-
zentration bestimmt wird. Dadurch wird der Diffusionsweg durch die wassrige Phase gedehnt
und man erhalt einen geringeren Diffusionskoeffizienten bei hdheren Poloxamerkonzentrati-
onen [Juhasz et al., 1989]. Dieser Zusammenhang kann als exponentiell beschrieben wer-
den [Gilbert et al., 1986]. Des Weiteren konnen verschiedene flissigkristalline Formulierun-
gen als sustained-release-Formulierung eingesetzt werden. Die Arzneistoffdiffusion wird im
Vergleich zu einer Losung je nach flissigkristallinem System um den Faktor 10-1000 redu-
ziert [Mueller-Goymann et al., 1993, Mueller-Goymann et al., 1986, Muller-Goymann, 2004,
Trotta, 1999].

Ein poloxamerhaltiges Hydrogel stellt das Gel Cordes der Ichthyol-Gesellschaft dar. Es ent-
halt gereinigtes Wasser, Poloxamer 407, Propylenglycol, Citronensaure, Dinatriumhydrogen-
phospaht und Butylhydroxytoluol und dient als Hydrogel-Grundlage zur Einarbeitung diverser
Wirkstoffe in Rezeptur und Defektur gemafl Apothekenbetriebsordnung [lchthyol-
Gesellschaft Cordes, Hermanni & Co. (GmbH & Co.) KG, 2014]. Ein Beispiel fur ein weiteres,
seit 1996 im Markt befindliches, zur topischen Anwendung bestimmtes Tensidgel mit Polo-
xamer ist das Ibuprofen-haltige Dolgit Mikrogel. Dabei handelt es sich um ein kubisch flis-
sigkristallines System mit Ringing-Effekt. Es enthalt neben dem Strukturgeber Poloxamer
407, Isopropylalkohol zur Permeationsverbesserung, Dimethylisosorbid, mittelkettige Tri-
glyceride als Olphase, Lavendel- und Bitterorangendl zur Parfumierung und Wasser. Die
dispergierte Olphase ist mechanisch durch das fliissigkristalline System stabilisiert, da die
kubische Phase eine Fliel3grenze aufweist. Ein hoher Anteil an Poloxamer sorgt zum einen
fur die Ausbildung der flissigkristallinen Mikrostruktur, zum anderen interagiert er mit Stra-
tum-corneum-Lipiden und erhoht die Permeabilitét. Gemeinsam mit Isopropylalkohol, wel-
ches ebenfalls die Permeabilitat der Haut verbessert, resultiert eine, verschiedenen kommer-

ziellen Formulierungen, lberlegene Zubereitung [Miller-Goymann, 2004]. Eine Weiterent-
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wicklung des Dolgit Mikrogels stellt das wirkstofffreie, poloxamerhaltige Thermogel dar, das

im folgenden Kapitel 2.1.2.3.1 vorgestellt wird.

2.1.2.3.1 Thermogel

Winkler zeigte 2005 in seiner Arbeit eine deutlich erhéhte Permeation von ALA aus dem zu-
vor beschriebenen Ibuprofen-haltigen Dolgit Mikrogel im Vergleich zu Permeationen aus Ba-
siscreme DAC, Excipial Creme und Excipial Fettcreme. Daher wurde 2008 von Grining das
Thermogel entwickelt. Es stellt eine Ibuprofen-freie, halbfeste, isotrope Zubereitung mit Rin-
ging-Effekt auf Basis des erwahnten Dolgit Mikrogels dar. Diese patentierte Zubereitung
setzt sich wie folgt zusammen [Muller-Goymann et al., 2006]:

Tabelle 2-2: Zusammensetzung des Thermogels

Komponente Anteil [%]
Poloxamer 407 20
Dimethylisosorbid 12,5
Isopropylalkohol 12,5
Mittelkettige Triglyceride 5

= Propylenglykol dicaprylat dicaprat

Wasser 50

Das Thermogel ist sehr einfach im Unguator herzustellen. Man wiegt alle Einzelkomponen-
ten in eine Kruke ein und lasst sie anschlieRend im Unguator homogenisieren. Des Weiteren
stellt Thermogel ein gutes Vehikel fur die Permeation von Wirkstoffen dar. Fir ALA zeigt es
einen 7,5-fach erhéhten Permeationskoeffizienten im Vergleich zur Basiscreme DAC sowie
19,5-fach erhoht im Vergleich zur Wasserhaltigen hydrophilen Salbe und 6,4-fach erhéht im
Vergleich zum Dolgit Mikrogel [Grining et al., 2007]. Die Permeationsforderung von Ther-
mogel beruht auf dem Synergismus aller enthaltenen Komponenten und geht tber den rein

additiven Effekt der jeweiligen Einzelkomponenten hinaus [Gruning, 2007].

Van Hemelrijck charakterisierte das Thermogel in polarisationsmikroskopischen Untersu-
chungen als isotrope Zubereitung mit ,dot-like texture®, also eine Textur mit kleinen eingela-
gerten Tropfchen [van Hemelrijck et al., 2011]. Mittels Kleinwinkelrdntgenbeugungsuntersu-

chungen liel3 sich zeigen, dass es sich bei der flissigkristallinen Struktur des Thermogels um
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eine kubisch primitive vom Typ Pn3m mit einem Netzebenenabstand d von 15,32 nm handelt
[van Hemelrijck, 2011].

Auch in der antimykotischen Behandlung von Ful3- und Nagelpilz (Tinea pedis und Onycho-
mycosis) ist eine verbesserte Penetration der Wirkstoffe fiir den Therapieerfolg von besonde-
rer Bedeutung [Miuller-Goymann, 2004]. Fur den lipophilen, antimykotischen Wirkstoff Terbi-
nafin-HCI (TBF) konnte eine hohere Permeationsrate aus dem Thermogel beschrieben wer-
den im Vergleich zu den Permeationsraten aus Basiscreme DAC und dem auf dem Markt
befindlichen Produkt Lamisil. Dartiber hinaus konnten durch Veranderung der Zusammen-
setzung des Thermogels weitere Formulierungen generiert werden, die die Léslichkeit von
TBF von 1 % auf bis zu 4 % steigern konnten. Die hoheren Konzentrationen in den Formulie-
rungen fuhrten dabei auch zu héheren Permeationsraten [Muller-Goymann, 2011]. Auch bei
Permeationsuntersuchungen durch Rinderhuf zeigte sich eine signifikant hdhere Permeation
von TBF aus Thermogel im Vergleich zu Lamisil Dermgel. [Luisiana et al., 2010].

Mit Hilfe eines neuen mit Trichophyton rubrum infizierten in-vitro Nagelplattenmodells aus
humanem Haarkeratin (KF) sowie aus Rinderhuf wurde die antimykotische Effizienz von
Thermogel mit TBF, einem 20 %igen Poloxamerhydrogel mit TBF und diversen Marktproduk-
ten verglichen. Dabei zeigte das Poloxamerhydrogel neben Loceryl Nagellack eine vollstan-
dige Inhibition des Pilzwachstums. Die Untersuchung des Thermogels zeigte eine fast voll-
standige Inhibition des Pilzwachstums und war damit den Positivkontrollen Lamisil Creme

und Canesten Extra Creme Uberlegen [Reichl et al., 2013].

Beim Vergleich der Effizienz der antimykotischen Wirkstoffe TBF und Ciclopirox im infizierten
Nagelmodell aus poloxamerhaltigen Formulierungen zeigten sich bei beiden Wirkstoffen voll-
standige Inhibitionen des Pilzwachstums. Damit waren diese 1 %igen Formulierungen dem 8
%igen, auf dem Markt befindlichen Nagellack, Ciclopoli trotz des niedrigeren Wirkstoffgehalts
leicht Gberlegen [Tauber et al., 2014 a]. Das Thermogel war beim KF-Modell Ciclopoli leicht
unterlegen [Tauber et al., 2014 b]. Daruber hinaus stellte Tauber weitere poloxamerhaltige
Formulierungen vor, die hthere Permeationskoeffizienten von Ciclopiroxamin duch Keratin-
filme, Rinderhuf und isoliertem humaem Stratum corneum zeigten als Ciclopoli und Selergo
1 % Creme [TAuber et al., 2015].
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2.2 5-Aminolavulinsaure

2.2.1 Charakterisierung

Die 5-Aminolavulinsdure (ALA) ist eine Aminosaure und gehért zur Gruppe der Aminoketo-
nen und Ketocarbonséauren. [Fukuda et al., 2005]. Unter physiologischen Bedingungen liegt
ALA hauptsachlich als Zwitterion vor, da die pK-Werte bei pK; = 4,05 £ 0,05 und pK; = 8,3 =
0,1 liegen [Novo et al., 1996].

ALA spielt physiologisch eine wichtige Rolle, denn es stellt den ersten Schritt in der Biosyn-
these von Tetrapyrrolen und Porphyrinen dar, die in allen lebenden Zellen vorkommen. Da-
mit ist ALA auch eine Vorstufe in der Synthese des Hams, dem physiologisch eine entschei-
dende Rolle zukommt. Als Beispiele sind u.a. Hamoglobin Myoglobin, Cytochrome und Kata-
lase zu nennen [Fukuda et al., 2005]. Dabei wird ALA in den Mitochondrien Uber die Katalyse
von 5-Aminolavulinat-Synthase (ALAS) aus Glycin und SuccinylCoA gebildet. Durch die
Kondensation zweier ALA-Molekile im Cytosol durch die 5-Aminolevulinat-Dehydrase
(ALAD) entsteht Porphobilinogen (PBG). Uber eine enzymatische Kaskade werden vier
PBG-Molekille zu einem Tetrapyrrolring umgesetzt, das Uber eine Decarboxylierung zum
Protoporphyrin 1X (PplX) umgesetzt wird. Diesem kommt in der PDT die entscheidende
Funktion als Photosensibilisator zu. Uber das Einfiihren eines Eisenmolekiils (iber die Ferro-

chelatase entsteht aus PplX Ham [Fotinos et al., 2006].
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Abb. 3: Biosynthese von Ham (ber den Protoporphyrinstoffwechsel, Uropophyrinogen (URO), Copro-
porphyrinogen (CORPO), Protoporphyrinogen (PROTO), Porphobilinogen-Deaminase (PBGD)
[Fotinos et al., 2006]
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Normalerweise inhibiert das Ham Uber einen negativen Feedback-Mechanismus die endo-
gene ALA-Bildung, schiitzt die Zelle vor einer tiberméRigen Akkumulation von ALA und ver-
hindert dadurch eine natirliche PpIX-Photosensibilisierung. Dieser Regulationsmechanismus
wird in der photodynamischen Therapie durch die Zufuhr von exogenem ALA Ubergangen,
was in einem Uberschuss an PplX resultiert [Fotinos et al., 2006].

Eine weitere Eigenschaft von PpIX wird therapeutisch ausgenutzt. So wird die vorkommende
Fluoreszenz des Photosensibilisators in der Fluoreszenz-Photodetektion (FD) genutzt. Die-
ses dient zur Diagnose von Krebserkrankungen und zur Visualisierung auch wahrend der
Operation zur Abschatzung der TumorgrofRe [Fukuda et al., 2005]. Allerdings sind die Ergeb-
nisse recht inkonsistent und eine Uberlegenheit der Methode konnte gegeniiber klinischer
Bewertung und Abschétzung nicht gezeigt werden [Morton et al., 2013].

2.2.2 Topische photodynamische Therapie

In der photodynamischen Therapie (PDT) wird ein Photosensibilisator exogen zugefiihrt und
dieser mit Licht geeigneter Wellenldnge aktiviert [Fotinos et al., 2006, Fukuda et al., 2005].
Dabei ist das Vorhandensein von Sauerstoff eine Voraussetzung fur die Zytotoxizitat der
PDT. Diese beruht auf photooxidativen Reaktionen, die in Typ | und Typ Il unterschieden
werden. Die photooxidative Reaktion vom Typ | beruht auf der direkten Reaktion des ange-
regten Photosensibilisators mit dem Gewebe, spielt aber nur eine untergeordnete Rolle. Bei
der photooxidativen Reaktion vom Typ Il kommt es durch die Aktivierung des Photosensibili-
sators in den Singulett-Zustand zum Ubergang in den Triplett-Zustand. Im Gewebe vorhan-
dener Sauerstoff wird durch Energielibertragung zu hochreaktiven Sauerstoffspezies [Foote,
1968, Wolf, 1999], die fur immunmodulatorische und zytotoxische Effekte verantwortlich sind
[Steinbauer et al., 2010]. Hochreaktive Sauerstoffspezies sind hdchst zytotoxisch und zersto-
ren zellulare Strukturen wie Zellmembrane, Mitochondrien, Lysosomen, Zellkerne [Fotinos et
al., 2006] und oxidieren Aminosauren, Nukleinsduren und Fettsauren und sind damit haupt-
verantwortlich fir die zytotoxischen Effekte der PDT [Wolf, 1999].

Photosensibilisatoren zeigen eine bevorzugte Akkumulation im Tumorgewebe, die fir eine
gute Selektivitdt der Therapie verantwortlich ist. Diese ist zumindest teilweise auf Low-
Density-Lipoproteinen (LDL) zuriickzufiihren, die die Photosensibilisatoren aufnehmen und
Uber die sie in Tumore aufgenommen werden. Tumorzell-Membrane weisen eine extrem
hohe Dichte von LDL-Rezeptoren aus, sodass sich der Photosensibilisator in der Tumorzelle
anreichert. Weitere Punkte, die die Akkumulation der Photosensibilisatoren im Gewebe be-
gunstigen, sind die Retention im Gewebe durch herabgesetzte Ldslichkeit im sauren Milieu
des Tumorgewebes, eine erhdhte Gefal3permeabilitdt des verdnderten Gewebes und ein
verminderter Abtransport durch eine schwache Lymphdrainage [Donnelly et al., 2005, Jori,

1990, Wolf, 1999].
11
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Photosensibilisatoren kénnen in 2 Generationen eingeteilt werden. Wahrend die Photosensi-
bilisatoren der 1. Generation sehr lange Photosensibilisierungen von bis zu acht Wochen
zeigten, war ihr Einsatz stark eingeschrénkt. Photosensibilisatoren der 2. Generation zeigen
deutlich kirzere Photosensibilisierungszeiten. Au3erdem sind ihre Absorptionsbanden in den
langerwelligen Bereich verschoben. Dadurch werden bessere Penetrationstiefen des Lichtes
erreicht und dickere Tumore kénnen besser behandelt werden [Pass, 1993, Wolf, 1999].

Die PDT ist ein etabliertes Verfahren zur Behandlung von nicht-melanozytdarem Hautkrebs.
Dabei erstrecken sich die Indikationen von Hautkrebsformen und ihren Vorstufen, wie aktini-
sche Keratose, Morbus Bowen, oberflachlichem und nodularem Basalzellkarzinom, wofir sie
die Zulassung besitzen [Kohl et al., 2013, Morton et al., 2013]. Dartiber hinaus werden weite-
re Indikationen beschrieben wie zum Beispiel aktinische Chelitis, Akne vulgaris, Psoriasis
vulgaris, vulgére und genitale Warzen, kutane Leishmaniose und kutanes Lymphom [Klein et
al., 2008, Radakovic, 2012]. AufRerdem sind kosmetische, hautverjingende Effekte in zahl-
reichen Studien bestétigt worden [Kohl et al., 2013, Morton et al., 2013].

Eine antimikrobielle Wirkung der PDT gegen Bakterien [Maisch et al., 2004], ist mit einer
geringer ausgepragten Resistenzbildung als bei Antibiotika in der Literatur beschrieben. Ak-
tuell zeigt die Substanz PPA904, ein Phenothiazin-Derivat eine hohe antimikrobielle Wirk-
samkeit bei Ulcera crurum, wobei weitere Studien notwendig sind [Kohl et al., 2013]. Daruber
hinaus kommt die topische PDT auch in der Parodontologie zum Einsatz. Hier werden pho-
toaktive Farbstoffe aus der Gruppe der Phenothiazine verwendet, um eine antimikrobielle

Therapie zur Behandlung der Parodontitis durchzufiihren [Meisel et al., 2014].

Bei der Behandlung der aktinischen Keratose wurde die PDT kurzlich als Methode der Wahl
empfohlen. Die anderen Therapieoptionen wie Kirettage, Kryotherapie und die topische Be-
handlung mit 5-Fluorouracil, Diclofenac und Imiquimod zeigen ihre Nachteile. Bei der Kiret-
tage kommt es haufig zu Vernarbungen und Infektionen des behandelten Areals. Bei der
Kryotherapie kann es zu transistorischen Hyperpigmentierungen kommen und die topische
Behandlung zeigt haufig schlechte Compliance und wird schlecht vertragen. Daher ist die
PDT mit guten Ansprechraten und einem guten kosmetischen Ergebnis Uberlegen. Ein Nach-
teil ist allerdings die Schmerzbelastung der Patienten durch die PDT. Die Mechanismen der
Schmerzentstehung sind bisher noch nicht vollstandig geklart. Man geht davon aus, dass es
durch neuronale Stimulation Uber nozizeptive Endigungen diinner myelinisierter A-Delta-
Fasern zur Schmerzempfindung kommt. Weitere entscheidende Faktoren kdnnten die Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies und Entziindungsreaktionen durch die entstehenden Zell-
nekrosen sein, die durch Hyperthermien noch verstarkt werden [Fink et al., 2015]. Die Ver-
wendung des ALA-Methylester (MAL) scheint weniger schmerzhaft zu sein als ALA. Es wird

angenommen, dass ALA, im Gegensatz zu MAL, Uber GABA-Rezeptoren in periphere Ner-
12
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venendigungen gelangt. Daher kann die gleichzeitige Applikation kalter Luft den Schmerz
reduzieren [Klein et al., 2008]. Es scheint dadurch, die transkutane Nervenstimulation limitiert
zu werden. Aber auch die photodynamische Reaktion kann dadurch verlangsamt werden
[Morton et al., 2013]. Durch die Behandlung der Behandlungsstellen mit Tetracain-Gel ein
Lignocain/Prilocain-Gel, Morphingel, Emla® oder einer Capsaicincreme kommt es zu keiner
signifikanten Schmerzverbesserung [Fink et al., 2015, Klein et al., 2008, Morton et al., 2013].
Daher ist die Kaltluftanalgesie die zunehmend eingesetzte Methode der Schmerzbekamp-
fung [Fink et al., 2015]. Weitere vielversprechende Therapieoptionen zur Schmerzbekamp-
fung sind die Hypnose, die Behandlung mit oralen Schmerzmitteln kombiniert mit einer sub-
kutanen Infiltrationsanasthesie [Klein et al., 2008] und die Inhalationsanalgesie mit Lipovan
[Fink et al., 2015].

Der sogenannten Tageslicht-PDT wird wegen ihrer geringeren Schmerzbelastung zuneh-
mend mehr Interesse entgegen gebracht, obwohl sie nicht zugelassen ist. Die geringeren
Schmerzen beruhen wahrscheinlich auf einer kontinuierlichen Produktion und Photoaktivie-
rung von geringeren Mengen PplX. Hierbei ist eine 2-stindige Tageslichtexposition notwen-
dig. Da dem Patienten viel Verantwortung Uberlassen wird und die Therapie fir den Arzt we-
niger gut kontrollierbar und reproduzierbar (z.B. Wetter, Jahreszeit) ist, besteht allerdings ein
Risiko fir eine uneffiziente Behandlung [Fink et al., 2015, Kohl et al., 2013].

2.2.2.1 ALA inder PDT

ALA und sein Methylester-Derivat MAL werden in der PDT nur topisch angewendet [Klein et
al., 2008, Steinbauer et al., 2010], um systemische Nebenwirkungen auszuschliel3en. Diese
sind nach parenteraler Gabe nicht unerheblich: Ubelkeit, Erbrechen, transiente Leberfunkti-
onsstorungen, erheblicher Abfall des systolischen und diastolischen Blut- und Pulmonalis-
druck [Fotinos et al., 2006]. Topisch zeichnet sich ALA dagegen durch eine geringe systemi-
sche Toxizitat [Fotinos et al., 2006], eine geringe photosensibilisierende Wirkung [Fotinos et
al., 2006, Wolf, 1999] sowie eine hervorragende Tumorselektivitdt aus. Diese Selektivitat
liegt an der langsamen Umsetzung von PplX Uber die Ferrochelatase zum H&am. Durch die
exogene Gabe von ALA féllt schnell ein Uberschuss von PplX an. Da dieses sehr langsam
zum Ham weiterverarbeitet wird, akkumuliert es und sensibilisiert die Zelle. Die Akkumulation
von PpIX im Tumorgewebe wird zusatzlich durch den hohen Hambedarf aufgrund des erh6h-
ten Umsatzes und dies wiederum durch einen intrazellularen entstehenden Eisenmangel
verstarkt [Steinbauer et al., 2010].

Die PDT mit ALA ist héchst selektiv fir die Behandlung von neoplastischen Erkrankungen,
wird aber hauptsachlich bei aktinischer Keratose angewendet [Fotinos et al., 2006]. Aller-
dings stellt die extrem schlechte dermale Verfugbarkeit eine Schwierigkeit dar. Da ALA unter

physiologischen Bedingungen als Zwitterion vorliegt [Novo et al., 1996] und es sich daher um
13
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ein sehr hydrophiles, polares Molekll handelt, resultiert nach topischer Applikation eine
schlechte Eindring- bzw. Penetrationstiefe in das Gewebe und eine inhomogene Verteilung
von PplX. Dies wirkt sich v.a. schlecht auf die Behandlung nodulérer Basalzellkarzinome aus
[Fotinos et al., 2006].

Nichtsdestotrotz hat die topische Gabe entscheidende Vorteile gegeniiber der oralen Gabe.
Neben den bereits erwahnten Nebenwirkungen ist die Bioverfligbarkeit hach oraler Applikati-
on schlecht [Fotinos et al., 2006]. Die Plasmahalbwertszeit betragt 45 min und nur etwa 60 %
werden nach oraler Gabe resorbiert [Dalton et al., 2002]. Dabei wird davon ausgegangen,
dass davon ein erheblicher Anteil unveréndert Gber die Niere ausgeschieden wird und ein
weiterer Teil in der Leber metabolisiert wird. Daher liegt das Augenmerk der Forschung
hauptséchlich auf der Verbesserung der lokalen Verfligbarkeit von ALA bzw. ALA-Derivaten
[Fotinos et al., 2006]. Dies wird im folgenden Kapitel dargelegt.

2.2.2.2 Verbesserung der dermalen Verfugbarkeit von ALA

Um die schlechte dermale Verfligbarkeit von ALA bei topischer Gabe zu verbessern, werden
verschiedene Strategien verfolgt. Zum einen werden Formulierungen mit Penetrationsver-
besserern bzw. geeignete Vehikel eingesetzt, die die Penetration und Permeation des Wirk-
stoffes verbessern sollen. Ein anderer Ansatzpunkt ist die chemische Madifikation von ALA,
um die Lipophilie des Molekiils zu erhéhen. Dabei spielen die ALA-Ester eine wichtige Rolle.
Darlber hinaus werden physikalische Methoden angewandt, um den Transport von ALA

durch das SC zu erleichtern. Diese Strategien werden im Folgenenden behandelt.

2.2.2.2.1 Optimierung der Formulierung

Eine Mdoglichkeit, die Penetration von ALA zu verbessern, ist Penetrationsverbesserer wie
beispielsweise Dimethylsulfoxid (DMSO), Olsaure, Glycerolmonnooleat oder Ethanol [Barry,
1987, Lopez et al., 2004] in die Formulierung einzuarbeiten. Dabei wurde DMSO in verschie-
denen Konzentrationen vielfach untersucht und zeigte konzentrationsabhangig sehr gute
Ergebnisse [Casas et al., 2000, Donnelly et al., 2005]. Dabei wurden auch Konzentrationen
deutlich tber 10 % eingesetzt, die mit starken Hautirritationen einhergehen kdénnen [Donnelly
et al., 2005].

Auch der Einsatz von geeigneten Vehikeln ist Gegenstand der Forschung. Valenta stellte
2005 ein kubisches Gel vor, das eine hohe in-vitro Permeationsrate und zudem eine verbes-
serte Lagerstabilitat zeigte [Valenta et al., 2005]. Das sogenannte Thermogel, ebenfalls ein

kubisches System wurde bereits in Kapitel 2.1.2.3.1 behandelt.

Eine von de Campo Araujo 2010 vorgestellte Mikroemulsion zeigte eine verbesserte in-vitro
Permeation verglichen mit anderen Vehikeln. Auch in-vivo wurde eine intensive und homo-

gene Fluoreszenz in tieferen Hautschichten durch die Mikroemulsion gezeigt [de Campos
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Araujo et al., 2010]. Bragagni untersuchte niosomale Dispersionen mit ALA und konnte hier
eine Verbesserung der in-vitro Permeation und Penetration zeigen, wobei die klassischen
Niosomen noch vorteilhafter waren als elastische Niosomen [Bragagni et al., 2015]. Auch
Liposomen wurden als Vehikel fur ALA untersucht. Sie zeigten allerdings keine Verbesse-
rung der Porphyrinsynthese. Casas et al. untersuchten ALA und ALA-Hexylester im Gewe-
bemodell. Da die Wirkstoffe in den Liposomen eingeschlossen sind, zeigten sich sogar nied-
rigere PpIX-Werte verglichen mit deren freien Formulierungen [Casas et al., 2002].

Weitere interessante Vehikel stellen die Fertigarzneimittel Ameluz und Alacare dar. Diese
werden im Folgenden in Kapitel 2.2.2.3 behandelt.

2.2.2.2.2 Chemische Modifikation von ALA

Da ALA bei physiologischen Bedingungen als Zwitterion vorliegt [Novo et al., 1996], ist ein
Ansatzpunkt zur Erhdéhung der Lipophilie die chemische Modifikation. Neben der Mole-
kulgroRe ist diese eine der wichtigsten Faktoren fir die Permeation durch das Stratum cor-
neum [Fotinos et al., 2006]. Dabei wurde eine Reihe von Modifikationen durchgefiihrt, um die
Penetrationstiefe zu erhdéhen. Die einfachste und haufig behandelte Lipophilisierung ist die
Veresterung mit homologen Alkoholen [Lopez et al., 2001]. Dabei haben zahlreiche in-vivo
und in-vitro Studien gezeigt, dass ALA-Ester die Penetration verbessern kdénnen und die
PpIX-Produktion steigern konnen [Donnelly et al., 2005]. Dieser Effekt ist abhangig von der
Kettenlange des Esters. Kurzkettige Ester (C1-C3) zeigten geringere PplX-Fluoreszenzen
als lipophilere Ester. Allerdings ist hierbei ein Optimum vorhanden. Langerkettige Ester zei-
gen wieder geringere PplX-Fluoreszenzen, was sich durch ein erhdhtes Anfallen der lipophi-
len Prodrugs in der Zellmembran erklaren lasst [Lopez et al., 2004].

Darlber hinaus konnten die ALA-Derivate ihre Uberlegenheit nur bei sehr langen Applikati-
onszeiten von 30 h zeigen. Bei Applikationszeiten von 4-6 h, die der klinischen Anwendung
entsprechen, zeigten sich keine signifikanten Unterschieden bei der Penetration ins Stratum
corneum bei allen Ester-Derivaten. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die PplIX-
Produktion aus ALA-Derivaten von einer Lag-Zeit begleitet wird. Diese kann durch eine Re-
servoirbildung im Stratum corneum und eine langsamere Freisetzung aus dem Vehikel er-

klart werden [Donnelly et al., 2005].

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der Einsatz von ALA-Estern eine gute Therapie-
maoglichkeit darstellt. In-vivo Studien zeigen, dass ALA und seine Ester &hnlich gute Wirkun-
gen erzielen und keine deutliche Uberlegenheit der Ester-Derivate vorliegt [Gerscher et al.,
2000, Juzeniene et al., 2002, Moan et al., 2003]. Allerdings stellt die Therapie von schweren
nodulédren Basalzellkarzinomen mit dem ALA-Methylester eine deutlich tGberlegenere Thera-

pieoption gegeniiber der konventionellen ALA-PDT dar [Donnelly et al., 2005].

15



2. Allgemeiner Teil

2.2.2.2.3 Physikalische Methoden

Eine Reihe von physikalischen Methoden wurde bereits untersucht, um die Bioverfugbarkeit
von ALA zu erhdhen. Mit Hilfe von Mikronadeln kann die Einwirkzeit von ALA reduziert wer-
den. Bis in eine Tiefe von 1,875 mm kann ALA nach einer Mikronadel-Behandlung besser
eingeschleust werden [Donnelly et al., 2008]. Auch bei der Behandlung von aktinischer
Keratose bei organtransplantierten Empfangern stellte die Mikronadel-Behandlung eine effi-
ziente Strategie mit einer hohen Heilungsrate und einem geringen Risiko eines Rezidivs dar
[Bencini et al., 2012].

Intrakutane Injektion von ALA in das Tumorgewebe wurde bereits untersucht, um hohere
Penetrationstiefen zu erreichen. Sie zeigte vergleichbare bis bessere Ergebnisse, verglichen
mit der topischen Applikation [Casas et al., 1999, De Blois et al., 2001]. Allerdings erlaubt der
Gebrauch von Nadel und Spritze keine reproduzierbare Kontrolle Uber die Einspritztiefe.
Ferner werden mehrere Injektionen gebraucht, um eine gute Verteilung im Gewebe zu errei-
chen. Eine Verbesserung stellt hierbei die nadelfreie Jet-Injektion dar, die eine reproduzier-
bare intratumorale Wirkstoffabgabe ermdglicht. Donnelly zeigte 2007, dass ALA erfolgreich
bis in eine Tiefe von 2,625 mm eingeschleust werden konnte [Donnelly et al., 2007].

lontophorese ist eine physikalische Methode, die den Transport von bevorzugt ionischen
Molektlen in die Haut Uber das Anlegen eines elektrischen Stroms erleichtert. Dabei wirken
zwei Mechanismen, die Elektromigration und die Elektroosmose. Bei der Elektromigration
wird das geladene Molekil in der Néhe der Elektrode mit der gleichen Ladung aufgetragen.
Beim Anlegen des elektrischen Stroms wird das lon von der Elektrode abgestof3en und zur
Gegenelektrode gezogen. Bei der Elektroosmose kommt es zu einem konvektiven Fluss von
der Anode zur Kathode, der u.a. neutrale, polare Molekille wie ALA transportiert. Da ALA bei
pH 7,4 zwitterionisch vorliegt, ist die Elektroosmose der Haupttransportmechanismus [Lopez
et al., 2004]. Lopez zeigte 2003, dass im Vergleich zu einer DMSO-Formulierung viermal

mehr ALA mittels lontophorese in die Haut geschleust werden konnte [Lopez et al., 2003].

Daruber hinaus wurden weitere physikalische Verfahren untersucht, die zu einer Verbesse-
rung der Bioverflugbarkeit in der Haut fihren. Dazu gehoéren die Stérung der Barrierefunktion
des Stratum corneums u.a. durch Tape-stripping, Kirettage oder Dermabrasion, die Anwen-
dung von Ultraschall oder die Temperaturerh6hung der Haut von 32 °C auf 37 °C [Donnelly
et al., 2005].
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2.2.2.3 Fertigarzneimittel in der topischen PDT
Aktuell gibt es in Europa vier zugelassene Fertigarzneimittel, die in der topischen PDT zum
Einsatz kommen [Morton et al., 2013, Rote Liste, 2017].

Die seit 2002 auf dem Markt befindliche Creme Metvix enthalt als Wirkstoff MAL, den Me-
thylester von ALA. Als lipophileres Derivat von ALA ist es nicht nur fur die Behandlung von
aktinischer Keratose, sondern auch zur Behandlung oberflachlicher und knotiger Basalzell-

karzinome und Morbus Bowen zugelassen [Klein et al., 2008, Morton et al., 2013].

Bereits 2009 wurde das ALA-haltige Pflaster Alacare der Photonamic GmbH & Co. KG zur
Behandlung aktinischer Keratose im Gesicht und auf der Kopfhaut zugelassen [Morton et al.,
2013]. Es ist ein selbsthaftendes dinnes Pflaster, welches auf Grundlage der von Lieb publi-
zierten Daten Uber selbstadhasive diinne Filme entwickelt wurde [Hauschild et al., 2009, Lieb
et al., 2002]. Vorteil ist die einfache Handhabung ohne Okklusionsverband oder vorheriger
Kirettage. Die Stellen miussen haarfrei sein und pro Pflaster dirfen nur Keratosen behandelt
werden, die maximal 1,8 cm im Durchmesser grol3 sind. Dabei kénnen pro Sitzung insge-
samt 6 Alacare-Pflaster angewendet werden. Diese werden fir 4 Stunden bis zur Bestrah-
lung aufgeklebt. Die lasionsbedingte Abheilungsrate lag bei 82 bzw. 89 % und war damit der
Kryotherapie und Placebo lberlegen [Kohl et al., 2013, Morton et al., 2013].

Ameluz Gel der Biofrontera Bioscience GmbH wurde 2011 zur Behandlung leichter bis mit-
telschwerer aktinischer Keratose im Gesicht und auf der Kopfhaut zugelassen. Fir die Be-
handlung mussen vor der Inkubation mit Ameluz die zu behandelnden Lasionen aufgeraut
und Hyperkeratosen entfernt werden. Das Gel sollte nach Applikation 10 min auf der Haut
trocknen, bevor fir 3 h ein undurchlassiger Okklusionsverband angebracht wird. Anschlie-
Rend erfolgt die Bestrahlung mit rotem Licht A = ca. 630 nm [Kohl et al., 2013, Morton et al.,
2013]. In einer grofRen multizentrischen Studie wurde Ameluz gegen Metvix und Placebo
getestet. Die komplette Abheilung der aktinischen Keratose war mit 90,4 % deutlich Uberle-
gen gegenilber Placebo mit 37,1 % und sogar gegenuber Metvix mit 83,2 %. Das Auftreten
von Schmerzen war bei Ameluz und Metvix nicht signifikant unterschiedlich [Novak et al.,
2013]. Bei Ameluz Gel handelt es sich um eine Nanoemulsion, die sowohl eine verbesserte
Penetration von ALA in die Zellen und ins Gewebe und damit eine verbesserte Bioverflgbar-
keit zeigt sowie eine Verbesserung der chemischen Stabilitdt. Wie die chemische Stabilisie-
rung zustande kommt, ist noch nicht vollstandig bestimmt. Es zeigt sich aber, dass die Na-
nosomen eine Mikroumgebung schaffen, die sich besonders giinstig auf die Stabilitdt von
ALA auswirkt. In der vorhandenen Nanoemulsion ist ALA nicht in die Partikel eingeschlos-

sen, sondern haftet der dul3eren Monolayer an [Roca, 2009].
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Seit 2016 ist das Fertigarzneimittel Luxerm auf dem Markt. Die Creme enthalt den Wirkstoff
MAL und ist ausschlie3lich zur Behandlung im Rahmen der Tageslicht-PDT bei diinnen oder
nicht hyperkeratinischen Keratosen auf Gesicht und Kopfhaut bei Erwachsenen zugelassen,
wenn andere Therapien als weniger geeignet anzusehen sind. In COMET-Studien wurde die
Anwendung mit Tageslicht gegen die Behandlung unter Rotlicht getestet. Beide Verfahren
zeigten zwischen 70 %-90 % vergleichbare Ergebnisse. Die Behandlung mit Tageslicht zeig-
te dabei deutlich weniger Schmerzen. Fir die Behandlung muss das Wetter geeignet sein,
um einen zweistindigen Aufenthalt im Freien zu ermdéglichen. Vor dem Auftragen der Creme
wird ein geeigneter Sonnenschutz aufgetragen und nach dem Trockenen Schuppen und
Krusten entfernt [Fachinformation Luxerm, 2016, Thesen, 2017, Uter et al., 2017].

In den USA gibt es dariber hinaus ein Fertigarzneimittel mit dem Namen Levulan Kerastick,
das zur Behandlung kleiner bis moderater aktinischer Keratose in Gesicht und auf der Kopf-
haut zugelassen ist [Morton et al., 2013]. Es handelt sich dabei um ein Zweikammersystem
in einem Kunststoffschlauch, in dem sich zwei Glasampullen befinden. In der einen Glasam-
pulle befindet sich ALA in Pulverform, in der anderen befindet sich Ethanol 48 % (V/V).
Durch leichten Druck werden die Glasampullen zerbrochen und es entsteht eine 20 %ige
ALA-L6sung. Diese kann Uber einen dermatologischen Applikator aufgetragen werden. Es

erfolgt eine Bestrahlung mit blauem Licht [Gold et al., 2004].

2.2.3 Stabilitat

ALA unterliegt unter alkalischen Bedingungen einer schnellen Dimerisierung, in deren Folge
es zum Ringschluss kommt und verschiedene Abbauprodukte resultieren. Durch einen nuk-
leophilen Angriff (siehe Abb. 4) des primaren Amins eines ALA-Molekils an der Car-
bonylgruppe eines zweiten ALA-Molekils entsteht ein offenkettiges Ketimin. Daraus entste-
hen Porphobilinogen (PBG), Pseudoporphobilinogen (Pseudo-PBG) und 2,5-Dicarboxyethyl-
3,6-dihydropyrazin (DHPY). Die Oxidation von DHYP zu 2,5-Dicarboxyethylpyrazin (PY) lauft
in Gegenwart von Sauerstoff ab (Abb. 5) [Bunke et al., 2000]. Dabei zeigen die Abbaupro-
dukte DHYP und PY eine gelbe Farbung. Der Abbau von ALA wird daher unter einer makro-
skopisch sichtbaren Farbung der Formulierung von gelb tiber orange zu rot begleitet. Es wird
angenommen, dass Pseudo-PBG ein rotes Abbauprodukt darstellt [De Blois et al., 2002] und

unter anaeroben Bedingungen entsteht [Butler et al., 1992].

7N @
RC_y ® RC_ H,
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Abb. 4: Nukleophiler Angriff eines primaren Amins an eine Carbonylgruppe [McCarron et al., 2005]
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Abb. 5: Abbauprodukte von ALA, 5-Aminoléavulinsédure (ALA), Prophobilinogen (PGB), Pseudo-
Porphobilinogen (Pseudo-PGB), 2,5-Dicarboxyethyl-3,6-dihydropyrazin (DHPY), 2,5-
Dicarboxyethylpyrazin (PY), modifiziert nach [Gander et al., 2003]

ALA ist eine sehr instabile Substanz. Ihr Abbau ist vom pH-Wert, der ALA-Konzentration, der
Temperatur und vom Grad der Oxygenierung des Mediums, in dem ALA vorliegt abhéngig
[Bunke et al., 2000, De Blois et al., 2002, Elfsson et al., 1999, Gadmar et al., 2002, Novo et
al., 1996].

Der Abbau von ALA ist stark vom pH-Wert abhé&ngig. Fir die Dimerisierung von ALA ist das

Vorhandensein des Anions erforderlich. Gemald den pK-Werten liegt ALA bei pH 5-7,5

hauptséchlich als Zwitterion vor (siehe Abb. 6). Bei pH 7,3 liegen neben dem Zwitterion etwa
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10 % als Anion vor und je alkalischer es wird, umso mehr Anionen liegen vor. Bei den An-
ionen liegt ein freies Elektronenpaar am Stickstoff vor, Uber das ein nukleophiler Angriff an
der Carbonylgruppe erfolgt. Daher ist fur eine gute Stabilitdt ein niedriger pH-Wert gunstig,
da dadurch wenige Anionen vorliegen [Novo et al., 1996]. Elfsson konnte zeigen, dass die
Halbwertszeit einer 1%igen Losung bei pH 4,81 257 h und bei pH 7,42 3,0 h betragt. Bei pH
2,35 konnte Elfsson im Zeitraum von 37 Tagen keinen Abbau feststellen [Elfsson et al.,
1999].

COOH coo— Co0—
2 Ky K2
o=¢C =~F 0=C == 0=
;' NH: NH,
Cation Zwitierion Anfon

Abb. 6: Saure-Base-Gleichgewicht von ALA [Novo et al., 1996]

Elfsson und de Blois zeigten die Abhangigkeit des ALA-Abbaus von der ALA-Konzentration
und der Temperatur. Je hoher die Konzentration und je hoher die Temperatur, umso mehr
ALA zersetzt sich [De Blois et al., 2002, Elfsson et al., 1999]. Auch die Oxygenierung des
Mediums hat Einfluss auf den ALA-Abbau, da fur die Umsetzung von DHPY zu PY Sauer-
stoff notwendig ist [De Blois et al., 2002]. Bunke schlug vor, Formulierungen mit Stickstoff zu
spulen, um den Sauerstoff zu entfernen und damit die Oxidation von DHPY zu PY zu verhin-
dern [Bunke et al., 2000]. Dies ist allerdings widerspriichlich zu sehen, da dadurch die Bil-
dung von Pseudo-PGB gefordert werden koénnte [De Blois et al., 2002].

Elfsson stellte fir den Abbau eine Reaktion zweiter Ordnung fest [Elfsson et al., 1999], die
auch in anderen Publikationen postuliert wird [De Blois et al., 2002, Donnelly et al., 2008].
Bei Bunke zeigen sich dagegen unterschiedliche Kinetiken, je nachdem ob die Systeme be-
oder entliftet wurden [Bunke et al., 2000]. Und auch bei McCaron konnte bei der Lagerung
von ALA in einem bioadhéasiven Pflaster, einem Polyethylenglykol-Gel und einem Glycerol-
Gel bei verschiedenen Temperaturen keine durchgangig einheitliche Abbaukinetik beschrie-

ben werden [McCarron et al., 2005].

Da es verschiedene Abbauprodukte und -wege von ALA gibt und sich das Vorkommen die-

ser Abbauprodukte je nach System unterscheiden kann, sind veroffentlichte Ergebnisse tber
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ALA-Abbaumechanismen und Produkte grundsétzlich kritisch zu hinterfragen, da sehr unter-
schiedliche Stabilitdtstest-Bedingungen bestehen und in den meisten Fallen die Strukturen
der Abbauprodukte nicht aufgeklart werden [Butler et al., 1992]. Die Untersuchung der Stabi-
litat stellt daher eine Herausforderung dar. Auch fiir das entwickelte Thermogel liegen bisher
keine belastbaren Stabilittsdaten vor.

Um ALA zu stabilisieren, wurden schon diverse Untersuchungen gemacht und Hypothesen
aufgestellt. Die Einarbeitung von stabilisierenden Zusatzen waren nicht erfolgreich. Weder
der Einsatz von EDTA [Elfsson et al., 1999] noch der Einsatz von Antioxidantien konnten
eine Verbesserung bringen [Bunke et al., 2000].

Bei einem in einem Patent von 2003 von Gander entwickelten Ansatz wird ALA zur Stabili-
sierung in einem nicht-wassrigen Medium gel6st oder dispergiert. In nicht-wassrigen L6-
sungsmitteln, die weniger polar als Wasser sind, liegt ALA zumindest teilweise als Enol vor.
Auch die Enolform zeigt eine Gelbfarbung, auch wenn hier noch kein Abbau stattgefunden
hat. Die unpolarere Enolform stabilisiert ALA und verlangsamt die Reaktion der Dimerisie-
rung und damit auch den weiteren Abbau. Auch eine Verbesserung der Bioverfugbarkeit
geht mit der Enolform einher, da das Enol unpolarer als das Keton ist und damit besser
durch physiologische Membrane aufgenommen werden kann [Gander et al., 2003].

McCarron untersuchte ebenfalls die Einarbeitung von ALA in nicht-wassrige Systeme, in sei-
nem Fall in ein bioadhesives Pflaster und zwei wasserfreie Gele. Der ALA-Gehalt liegt dabei
bei den bei Raumtemperatur gelagerten Proben nach etwa 200 Tagen zwischen 6,9 % und
56,8 % [McCarron et al., 2005]. Bunke verfolgte die Einarbeitung in nichtwassrige, wasser-
mischbare Lésungsmittel wie DMSO, Glycerol und Propylenglykol nicht weiter, da eintreten-
de Gelbfarbungen Anzeichen fir Zersetzung waren [Bunke et al., 2000].

Sehr saure Lésungen kdénnen die Stabilitdt verbessern. Allerdings sind daftr pH-Werte < 2
notwendig, die dann fir die klinische Anwendung nicht mehr geeignet sind [Bunke et al.,
2000].

Das Fertigarzneimittel Ameluz kann die Stabilitat von ALA deutlich verbessern. Der exakte
Grund der Stabilisierung ist nicht publiziert. Eine Hypothese hierzu sieht wie folgt aus: ALA
haftet in der Nanoemulsion den auf3eren Membranlayern der Partikel an [Roca, 2009], bildet
dort mit den Phosolipiden der Nanoemulsion ein lonenpaar und ist so vor Abbau geschiitzt
[LUbbert, 2016].
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2.3 Mischprozesse

2.3.1 Flussigkeitsstromung und Mischprozesse

Flussigkeitsstrome werden in zwei Kategorien eingeteilt: laminare und turbulente Strome. Bei
der laminaren Stromung kommt es zu einer geordneten und konstanten Flussbewegung mit
parallelen Stromungslinien, wahrend bei turbulenter Stromung Verwirbelungen vorherrschen.
Dabei gibt die dimensionslose Reynoldszahl [Reynolds, 1883] einen Anhaltspunkt tber den

Ubergang von laminarer zu turbulenter Strémung:

Gleichung 2.3-1

Dabei ist p die Dichte der Flussigkeit, v die mittlere Stromungsgeschwindigkeit der Flissig-
keit, u die dynamische Viskositat der Flissigkeit und Dy der hydraulische Durchmesser, der
wie folgt beschrieben wird:

4-A

Dy = Gleichung 2.3-2
Pyet

A ist hier die Querschnittsflache und P,,.; die benetzte Umfangsléange. Dy ist abhéngig von
der Art bzw. Form des durchstromten Kanals, die Spalthbhe sowie Kanalhéhe und Breite
[Weigl et al., 2003].

Beim Mischen von Flussigkeiten ist es entscheidend fir die Mischungsgite, ob laminare
oder turbulente Strémung im Mischer vorliegt. Bei niedriger Reynoldszahl herrscht laminare
Stromung. Im Gegensatz dazu kommt es bei hohen Reynoldszahlen zur turbulenten Stro-
mung. Diese turbulenten Verwirbelungen ermdglichen konvektiven Massentransport in alle
Richtungen [Weigl et al., 2003]. Der Ubergang von laminarem zu turbulentem FlieRverhalten
erfolgt bei den meisten Situationen typischerweise bei Reynoldszahlen zwischen 1000 und
2000 [Nguyen et al., 2002].

2.3.2 Mikromischer

Mikromischer gehdren zu den Lab-on-a-chip-Technologien (LOC). Diese Systeme sind durch
den Fluss von Fluiden im MikromalRstab gekennzeichnet und finden in weiten Bereichen An-
wendung. Im biomedizischen Kontext werden LOC-Systeme flr Immunoassays, der Analyse
von Zellen und Gewebe, zur Krebsdiagnose, bei der Kapillarelektrophorese, aber auch in
Bereichen der Pharmazie, Lebensmittelchemie, Kosmetik, fir Tintenstrahldrucker, Verbren-

nungszellen und vielem mehr angewendet [Naher et al., 2010].

Mikromischer sollen einfach und gunstig in der Herstellung sein, ohne bewegliche Teile vor-

liegen und einfach in komplexere LOC-Systeme einbaubar sein. Dadurch sollen ginstige
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Systeme entstehen, die in der Anwendung auch nur kleine Mengen von teuren Reagentien
oder Enzymen bendtigen und so den Einsatz kommerzialisierbar machen [Capretto et al.,
2011, Naher et al., 2010, Stroock et al., 2002].

Bei Mikromischern unterscheidet man zwischen passiven und aktiven Systemen. Wahrend
bei passiven Mikromischern ausschlie3lich die aufgewendete Pumpenergie zur Mischung
dient, nutzen aktive Mikromischer eine externe Energiequelle (Temperatur, Ultraschall,
Druckfeld, magneto-hydrodynamischer Generator) [Capretto et al., 2011]. Dabei wird haufig
bei Mikromischern von einer Ubertragbarkeit von Miniaturversionen zu groRBen Mixern aus-
gegangen. Dies mag fur manche Aspekte stimmen, trifft aber fir andere Phanomene nicht
zu. So zeigen sich auf Mikroebene ein erhdhtes Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis oder die
Allgegenwart von laminarer Strémung [Capretto et al., 2011, Weigl et al., 2003, White, 1991].
Da bei Mikromischern unter gewohnlichen Versuchsbedingungen die Reynoldszahl typi-
scherweise kleiner als 100 ist [Capretto et al., 2011, Stroock et al., 2002], kommen keine
Turbulenzen vor. Die Mischung erfolgt daher tberwiegend Uber Diffusion (Abb. 7) und Ad-
vektion [Capretto et al., 2011].

Diffusion
Stream X

Output

Abb. 7: Schematische Darstellung der Mischung zweier Strange per Diffusion [Bebee et al., 2002]

Diffusion ist ein Prozess, bei dem sich Partikel in einem Medium durch die Brownsche Mole-
kularbewegung ausbreiten, bis eine gleichmafiige Verteilung vorliegt. Eindimensional kann

die Diffusion mit folgender Formel beschrieben werden:
d>=2xD=x*t Gleichung 2.3-3

wobei d die Entfernung ist, die ein Partikel innerhalb einer Zeit t zuriicklegt und D ist der Dif-
fusionskoeffizient des Partikels. Da d in Potenz in die Formel eingeht, ist die Diffusion ein
entscheidender Faktor, wenn man den Mikromaf3stab betrachtet und Flussigkeiten in Mikro-
mischern mischt. So fuhrt eine Verringerung der Wegstrecke d zu einer dramatischen Re-

duktion der kompletten Mischzeit. Daher ist ein Prinzip zur Verbesserung des Mischprozes-
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ses bei Mikromischern, die Lange der Diffusionsstrecke innerhalb des Mischers klein zu hal-
ten [Beebe et al., 2002, Capretto et al., 2011].

Eine weitere Mdglichkeit, die benétigte Mischungszeit zu verkirzen, ist, die laminare Stro-
mung durch FlieBhindernisse zu chaotischer Advektion zu manipulieren. Von Advektion
spricht man, wenn ein Teilchen sich mit einer Flissigkeit in eine Richtung mitbewegt, der
sogenannten passiven Advektion. In der Stromungslehre spricht man von chaotischer Ad-
vektion, einem Zwischenglied aus turbulenter und laminarer Advektion. Durch das Vorhan-
densein von Flie3hindernissen kommt es zu querlaufenden Flussigkeitsstrémen, also Kon-
vektion in andere Richtungen. Diese querlaufenden Flissigkeitsstrome fihren zu einer ex-
ponentiellen Erhéhung der Grenzflache und verbessern den Mischungsprozess deutlich
[Aref, 2002, Capretto et al., 2011]. Wong zeigte 2003 mit einem kreuzférmigen Mikromischer,
dass eine gute Moglichkeit zur Verbesserung des Mischungsergebnisses Hindernisse, soge-
nannte statische Mischungselemente, im Mischungskanal sind, die zu Verwirbelungen fiihren
(Abb. 8). Dabei kdnnen auch mit kurzen Mischzeiten und kleinen Mischungsdriicken gute

Mischungsergebnisse erzielt werden [Wong et al., 2003].

Abb. 8: Kreuzférmiger Mikromischer, links ohne statisches Mischelement, rechts mit statischen Mische-

lementen [Wong et al., 2003]

Eine hohe Mischungseffizienz erzielt ebenfalls der Herringbone-Mikromischer (staggered-
herringbone micromixer, kurz: SHM). Durch sich wiederholende, gestaffelte Kanten kommt
es trotz niedriger Re-Werten zu Querstromungen und chaotischer Advektion (siehe Abb. 9)
[Capretto et al., 2011, Stroock et al., 2002].
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Abb. 9: A Schematische Darstellung des SHM, B Mischkanal ohne Strukturen an den Wanden,
C Mischkanal mit gestaffelten Herringbone-Strukturen; Mischbilder zweier Strange fluorescein-

gelabelter und klarer Lésung [Stroock et al., 2002]

Insgesamt kann man zusammenfassen, dass passive Mikromischer die Pumpenergie nut-
zen. AulRerdem werden die Fliussigkeitskanale so gestaltet, dass der Fluss neu geordnet
wird, um die Diffusionslange zu verkirzen und die Grenzflachen zu maximieren [Capretto et
al., 2011].
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2.3.2.1 Mikromischer von HPT
Beim Mikromischer von der Firma HPT Pharma Packaging handelt es sich um einen passi-
ven Mikromischer nach dem Herringbone-Prinzip (siehe Abb. 10) [Gransee, R., 2010].

Abb. 10: Mikromischer der Firma HPT, A in Pumpsystem eingebauter Mikromischer,

B Oberseite des Mikromischers, C Unterseite des Mikromischers [HPT
Pharma Packaging GmbH & Co. KG, 2001]

Dieser wurde entwickelt, um die ,Kombination von zwei unterschiedlich viskosen Inhaltsstof-
fen zu einer homogenen Flussigkeit® bzw. zu einem homogenen halbfesten System zu er-
moglichen. Er kommt in Kombination mit einem Zweikammersystem zum Einsatz, um das
Lagern einer stabilen Multi-Dose-Vorrichtung zu ermoéglichen. Dies erméglicht die leichte
Handhabung, bei dem ein Produkt direkt bei der Enthahme gepumpt und gemischt wird (sie-
he Abb. 10 A). AuRBerdem kdnnen die Systeme ohne Verwendung von Konservierungsmitteln
und Emulgatoren zum Einsatz kommen [HPT Pharma Packaging GmbH & Co. KG, 2001].

2.3.2.2 Einfluss der Viskositat auf die Mischbarkeit

Bei der Mischung von Fluiden mit unterschiedlicher Viskositat kommt es in den meisten Mik-
romischern dazu, dass die viskosere Flussigkeit eine groRere Querschnittsflache einnimmt.
Diese drickt die niedrigviskosere Flussigkeit in eine dinnere Strémungsschicht. Dies fihrt
dazu, dass sich die FlieRgeschwindigkeiten verandern. Die viskosere Flussigkeit wird lang-
samer, die niedrigviskosere Flussigkeit wird schneller. Es entsteht ein Druckgleichgewicht in
der Grenzflache, der Fluss ist stabil und die Mischungseffizienz ist gering, sofern dies nicht
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durch Aufbauten z.B. Expansionskammern oder Splitting-and-Recombination-Systemen im
Mikromischer unterbrochen wird. Insgesamt wird beobachtet, dass die Mischungsgiite ab-
nimmt, je grof3er die Unterschiede der Viskositaten werden [Liu et al., 2004, Xia et al., 2010].

Beim Herringbone-Mischer wurde darlber hinaus beobachtet, dass eine Erhéhung von
Re =1 zu Re = 10 nicht zu einer Erhéhung der FlieBadvektion und damit zu einer Erhéhung
der Mischeffizienz fuhrte. In diesem Szenario blieb nicht nur die erwartete chaotische Advek-
tion aus, es zeigte sich auch eine Verschlechterung der Mischungseffizienz aufgrund der
kurzeren Verweilzeit der Fluide im Mischer. Dieses Ph&dnomen war im Gegensatz dazu in
einem anderen Mischsystem, dem Cross-sectional-Serpentinenmischer, nicht zu beobach-
ten. Durch eine Erhdhung der Reynoldszahl kam es zu einer Erh6hung der chaotischen Ad-
vektion und einer besseren Mischeffizienz auch bei Mischung unterschiedlich viskoser Flis-
sigkeiten [Liu et al., 2004].
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2.4 Die Haut

2.4.1 Aufbau und Funktionen der Haut

Die Haut ist mit einer Flache von ca. 2 m? [Hadgraft, 2001] und einem Gewicht von ca. 16 %
des Gesamtkorpergewichts das grofite Organ des menschlichen Korpers [Wickett et al.,
2006]. Sie stellt den Kontakt zwischen dem Korper und der Umwelt her. Daher kommt der
Barrierefunktion der Haut eine immense Rolle zu. Die Hautbarriere muss den Korper vor au-
Reren Einflissen wie Fremdstoffe, Irritantien oder mikrobiologischen Attacken schiitzen. Die
Haut muss zudem den Wasserhaushalt fur die lebenswichtige Homdostase aufrecht erhalten
[Neubert et al., 2007] und somit den Kdrper vor Dehydratation schiitzen. Dartiber hinaus hat
die Haut weitere Funktionen wie die Wahrnehmung von Sinnesreizen, die Regulation der
Temperatur, die Vitamin-D-Produktion, immunologische Funktionen und der Schutz vor UV-
Strahlung [Wickett et al., 2006].

Epidermis

Dermis

Subkutis

Abb. 11: Aufbau der Haut [Skin Care Forum, 2001]

Das Integument besteht aus drei Schichten (siehe Abb. 11), der Epidermis, der Dermis und
der Subkutis. Die Subkutis besteht hauptsachlich aus Binde- und Fettgewebe [Gensthaler et
al., 2012]. Die Dermis setzt sich aus Kollagenfasern zusammen, die in eine Grundsubstanz,
einem Komplex aus Wasser, Elektrolyten, Plasmaproteinen und Polysaccharid-Polypeptiden,
eingebettet ist. Blut- und LymphgefalRe, Nerven, Fett- und Immunzellen liegen in der Dermis
vor und die Hautanhangsgebilde Haarfollikel, Talg- und Schweil3drisen sind in ihr verankert
[Gensthaler et al., 2012, Jepps et al., 2013]. Die Epidermis stellt die &uRere Schicht der Haut
dar und wird in funf Schichen unterteilt: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulo-
sum, Stratum lucidum und Stratum corneum (siehe Abb. 12) [Wickett et al., 2006]. Das Stra-
tum corneum (SC) ist das ca. 15-20 pm dicke &uf3ere Abschlussgewebe der Epidermis

28



2. Allgemeiner Teill

[Hadgraft, 2001] und reprasentiert die zentrale Barrierefunktion der Haut [Wickett et al.,
2006].

— —— e — ey
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Abb. 12: Aufbau der Epidermis [Wickett et al., 2006] ohne Stratum lucidum

Wahrend die Zellen der lebenden Epidermis, die Keratinozyten (von Stratum basale bis zum
Stratum granulosum), Keratin und viele andere Proteine produzieren [Wickett et al., 2006],
besteht das SC aus abgestorbenen, verhornten Keratinozyten, den sogenannten Corneozy-
ten [Neubert et al., 2007]. Die Corneozyten sind voller Keratin und mit einer Hille aus quer-
vernetzten Proteinen und einer kovalent gebundenen Lipidhiulle umgeben [Proksch et al.,
2008]. Die so vorliegenden abgeflachten, eng gepackten, verflochtenen Corneozyten liegen
in einer hoch-organisierten, dichten Lipidmatrix vor [Jepps et al., 2013]. Schon 1975 schlug
Michaels fur das SC das Ziegelstein-Mdortel-Modell vor [Michaels et al., 1975], in dem die
Corneozyten die Ziegelsteine darstellen, die in einer Mortelschicht vorliegen. Diese Lipide
setzen sich aus Ceramiden, freien Fettsauren sowie deren Ester, Cholesterol und Cho-
lesterolester sowie —sulfate zusammen [Hadgraft, 2001, Wickett et al., 2006]. Die enorme
Stabilitat und Barrierefunktion liel3 sich aber alleine mit dem Ziegelstein-Mortel-Modell nicht
erklaren und so musste dieses Modell um vier Elemente erweitert werden. So sorgen haken-
ahnliche Strukturen der Corneozyten, Corneodesmosomen (die Desmosomen der Corneozy-
ten), die Bilayerstruktur der SC-Lipidschicht und Schlussleisten, sogenannte Tight junctions,
fur die Stabilitat und gute Barrierefunktion der Haut [Neubert et al., 2007].
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Neue Keratinozyten werden kontinuierlich nachgebildet und alte Corneozyten werden abge-
schilfert [Egelrud, 2000]. Fur diese Desquamation mussen proteolytische Enzyme die Cor-
neodesmosomen abbauen [Menon et al., 2012, Wickett et al., 2006], sodass alle 2-4 Wo-
chen neu gebildete Zellen an die Oberflache gelangen und dort abgesto3en werden
[Gensthaler et al., 2012, Jepps et al., 2013, Wickett et al., 2006].

2.4.2 Transdermaler Transport von Arzneistoffen

Bei der Anwendung von wirkstoffhaltigen Formulierungen auf der Haut kénnen diverse Wir-
kungen angestrebt werden. Bei der epidermen Wirkung ist ausschlie3lich die Wirkung auf
der Haut erwiinscht, wie dies bei Desinfektionsmitteln, Insektenschutz oder dekorativer
Kosmetik der Fall ist. Es kann auch eine endoderme Wirkung erzielt werden. So kdnnen
Wirkstoffe in die Haut penetrieren und dort zur Wirkung kommen. Darliber hinaus kann eine
transdermale Applikation erfolgen, sodass es zu systemischen Wirkungen des Wirkstoffes
kommt [Trommer et al., 2006].

Insgesamt gibt es diverse Routen, auf denen Arzneistoffe durch das Stratum corneum dif-
fundieren (siehe Abb. 13). Beim transepidermalen Weg unterscheidet man die transzellulare
und die interzellulare Route. Die transzellulare Route gilt als sehr unwahrscheinlich, da Arz-
neistoffe abwechselnd durch sehr lipophilen und hydrophilen Schichten diffundieren miss-
ten. Die interzelluldare Route gilt als denkbar, wobei hier eine hydrophile Route entlang der
Desmosomen und eine lipophile Route entlang der lipophilen Kohlenwasserstoffketten der
SC-Lipide zu erwéhnen ist [Neubert et al., 2007].

Der Weg Uber die Hautanhangsgebilde wird unter normalen Umstanden nicht als sehr signi-
fikant betrachtet, da Schweil3driisen und Haarfollikel nur 0,1 % der Gesamtoberflache der
Haut einnehmen. Diese Route kdnnte aber flr langsam permeierende Substanzen eine gro-

Rere Rolle spielen [Lane, 2013].

Fur eine gute Wirkstoffpenetration sollten Wirkstoffe ausreichend lipophil sein, um das SC
gut durchdringen zu kdnnen. Extrem lipophile Stoffe hingegen kumulieren in den Bilayern
des SC und bilden hier ein Depot [Neubert et al., 2007].
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Abb. 13: Madgliche Penetrationsrouten von Arzneistoffen [Trommer et al., 2006] adaptiert nach
[Lippold,1984]

2.4.3 In-vitro Permeationsuntersuchungen

Die gebrauchlichste Methode fiir Permeationsuntersuchungen ist die von Franz 1975 entwi-
ckelte Diffusionszelle [Franz, 1975], die in Leitlinien, wie z. B. der OECD-Leitlinie zur in-vitro
Absorptionsuntersuchung von Testsubstanzen festgelegt wird [OECD, 2004]. Im Wesentli-
chen besteht die Franzzelle aus Akzeptor- und Donorkompartiment (siehe Abb. 14). Die Zu-
bereitung wird im Donorkompartiment aufgegeben. Der Wirkstoff diffundiert durch die einge-
spannte Haut ins Akzeptormedium. Uber den Probenarm kann das Akzeptormedium ent-
nommen werden und die Menge an permeiertem Wirkstoff analysiert werden. Da menschli-
che Haut eine sehr begrenzte Verfiigbarkeit zeigt, dient haufig Schweinehaut als Hautmodell,
da es ein guter Surrogat fir menschliche Haut darstellt [Barbero et al., 2009]. So sind sich
menschliche Haut und die Haut von Schweinen sehr &hnlich. Sie haben eine sehr ahnliche
Ausstattung an Oberflachenlipiden. Das SC ist ahnlich grol3 und hat eine eng gepackte
Struktur. Damit ist die Barriere ahnlich aufgebaut. Auch die Anzahl an Haarfollikeln, die
Grole, Orientierung und Verteilung von Gefal3en ist sehr ahnlich [Sato et al., 1991]. Auch
der gemessene Flux durch die Haut und die gemessenen Konzentrationen in der Haut liegen
bei Untersuchungen von Mensch und Schwein in der gleichen Gro3enordnung [Schmook et
al., 2001]. Im Gegensatz dazu zeigt die Haut von Maus, Ratte und Meerschweinchen héhere
Permeabilitaten [Sato et al., 1991] und ist demnach Schweinehaut unterlegen. Zudem fallt
Schweinehaut als Schlachtabfall aus der Lebensmittelproduktion an und zeigt so eine gute
Verfugbarkeit [Barbero et al., 2009].
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Abb. 14: Diffusionszelle nach Franz [Lunter, 2012]

2.4.4 Pharmakokinetik

Im Allgemeinen geht man davon aus, dass die Permeation von Arzneistoffen durch passive
Diffusion erfolgt. Die Diffusion durch die Barriere des SC stellt somit den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt dar. Daher kann das 1. Ficksche Diffusionsgesetz zur Beschreibung
der Permeation im steady-state herangezogen werden [Hadgraft, 2001]:

DKAc
h

J =

Gleichung 2.4-1

Dabei ist J der Flux bzw. die Permeationsrate im steady-state, D der Diffusionskoeffizient, K
der Verteilungskoeffizient, Ac der Konzentrationsgradient in der Haut und h die effektive Dif-
fusionsstrecke. Der Diffusionskoeffizient D, der Verteilungskoeffizient K und die effektive Dif-

fusionsstrecke h konnen zum Permeabilitatskoeffizienten k, zusammengefasst werden:
ky, =— Gleichung 2.4-2

Im Normalfall ist die applizierte Konzentration deutlich gréRer als in der Wirkstoffkonzen-
tration in der Haut, sodass man den Konzentrationsgradienten in der Haut Ac mit der An-

fangskonzentration ¢, gleichsetzen kann:

32



2. Allgemeiner Teil

Ac = ¢ Gleichung 2.4-3

Berlcksichtigt man Gleichung 2.4-2 und 2.4-3, kann Gleichung 2.4-1 vereinfacht werden
[Hadgraft, 2001] zu:

J=ky-co Gleichung 2.4-4

Dabei ist k, der Permeabilitatskoeffizient und ¢, die applizierte Arzneistoffkonzentration im
Vehikel. Den Flux erhalt man aus der Steigung der Permeationsgeraden. Der Permeabili-
tatskoeffizient k, kann durch Umformung der Gleichung 2.4-4 ermittelt werden:

k, =L Gleichung 2.4-5

Bei infiniter Dosierung wird gewahrleistet, dass der Donor nicht verarmt und die steady-state-
Permeationrate erreicht wird [Franz et al., 1993]. Eine weitere Voraussetzung ist, dass sich
der Wirkstoff im Akzeptormedium nicht anreichert, sondern perfect-sink Bedingungen vorlie-
gen. Das bedeutet, dass maximal 10 % der Sattigungsldslichkeit im Akzeptormedium vorlie-
gen [Higuchi, 1962]. Dadurch kdnnen der Flux und der Permeabilitatskoeffizent verschiede-
ner Formulierungen bestimmt und miteinander verglichen werden [Bronaugh et al., 1982,
Franz et al., 1993].

2.4.5 Permeationsverbesserung

Man unterscheidet passive und aktive Permeationsverbesserung. Unter aktive Permeations-
verbesserung fallen Verfahren rund um thermale Ablation, Mikronadeln, lontophorese, Ultra-
schall, Jet-Injektion etc. [Hadgraft et al.,, 2011]. Da aktive Methoden schon in Kapitel
2.2.2.2.3 Erwahnung finden, werden sie hier nicht weiter ausgefuhrt. Der Fokus liegt viel-
mehr bei den passiven Permeationsverbesserern, die einer Formulierung zugesetzt werden

und die Permeation von Arzneistoffen erhdhen.

Permeationsverbesserer sollten pharmakologisch inert, untoxisch, nicht hautirritierend sein
und idealerweise reversible Effekte verursachen. Auf3erdem sollten sie in der Formulierung
stabil sein und fur die kosmetische Akzeptanz der Formulierung akzeptabel sein [Lane,
2013].

Grundsatzlich lassen sich 2 Haupteffekte von Permeationsverbesserern in der Haut unter-
scheiden: die Verbesserung der Diffusionseigenschaften in der Haut sowie die Verbesserung
der Loslichkeit des Wirkstoffes und damit eine bessere Verteilung in die Haut (siehe Abb.
15). Die Permeationsverbesserer, die mit den Lipidbilayern der Haut interagieren, diese sto-
ren oder fluidisieren, stéren die Barriere und lassen die Haut permeabler werden [Hadgraft et

al., 2011]. Sie bewirken eine verbesserte Diffusion. Eine erhdhte Léslichkeit des Wirkstoffes
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in der Haut fuhrt auch zu einer verbesserten Verteilung in die Haut. Dies geschieht durch
Molekdle, die gut in die Haut aufgenommen werden und ein gutes Losungsmittel fir den
Wirkstoff darstellen [Lane, 2013]. Daruber hinaus spielt die Aktivitat des Wirkstoffes im Vehi-
kel eine wesentliche Rolle. Durch die Erhdhung der Aktivitat des Wirkstoffes durch Hilfstoffe
im Vehikel kann mehr Wirkstoff freigesetzt und demnach auch mehr Wirkstoff permeieren
[Rolland et al., 1992].

Cholesterol SUIphate Ceramide Free fatty acid

Diffusion )“KPW '\”.
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Abb. 15: Schema der Angriffspunkte von Permeationsverbesserern [Lane, 2013]

Wasser ist ein guter Permeationsverbesserer. Durch Einweichen der Haut mit Wasser oder
Okklusionsverbande kann der Wassergehalt des SC deutlich gesteigert werden und tber die
Hydratation des SC die Permeation von hydrophilen und lipophilen Substanzen verbessern
[Trommer et al., 2006]. Trotz intensiver Forschung ist nicht genau geklart, wie dies ge-
schient. Man geht von einer Quellung in der Haut bzw. auch der polaren SC-
Lipidbilayerkopfen aus. Allerdings bleibt die Anordnung der Lipidmatrix durch Quellung un-
verandert. Auch die Entstehung von ,aqueous pore pathways® wird diskutiert. Der héhere
Wasseranteil sorgt auch fir mehr freies“ ungebundenes Wasser, das als Solvent fiir polare
Substanzen in der Membran dient [Willams et al., 2012] und die Diffusions-
Querschnittsflache erhoht [Barry, 1991].

Die bekanntesten Permeationsmodulatoren, die sich als lipophile Substanzen in die Bilayer-
Struktur des SC einlagern und dadurch die Struktur verandern, sind Azone und Olsaure. Ol-
saure formt innerhalb der Bilayer Pools. So kann das zu diffundierende Molekil durch die
Grenzflachendefekte zwischen Ceramiden und Olsaure oder durch die Pools diffundieren
[Hadgraft, 2001]. Azone interagieren direkt mit den Hautlipiden und sorgen fir eine erhéhte
Lipidmobilitat [Hadgraft et al., 2011, Lane, 2013].

Alkohole wie Ethanol und Isopropanol haben verschiedene Effekte, die zur Permeationsver-
besserung fihren [Trommer et al., 2006]. So zeigen sie eine Erhéhung der Lipidfluiditat

durch Stérung der interzellularen Bilayerstruktur und Erhdhung der Loslichkeit in der Haut
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[Lane, 2013]. AuRerdem extrahieren sie Lipide und Proteine aus der Haut und flhren
dadurch zu einer hoheren Porositat des SC. Propylenglykol als divalenter Alkohol ist das am
meisten eingesetzte Cosolvens in der Dermatologie. Im Vordergrund der Permeationsver-
besserung steht der Effekt als Cosolvens. Es bewirkt die Léslichkeitsverbesserung fur Stoffe,
die in Alkohol besser l8slich sind als in Wasser [Trommer et al., 2006], und fuhrt dadurch zu
einer vermehrten Verteilung des Wirkstoffes in die Haut [Hadgraft et al., 2011]. Auch die In-
terkalation in die polaren Kopfgruppen der Bilayer-Lipide wird diskutiert. Zudem zeigen sich
synergistische Effekte mit z.B. Azonen oder Olsaure [Trommer et al., 2006].

DMSO ist einer der ersten Permeationsforderer, der vielfach untersucht wurde. Der Mecha-
nismus der Permeationsforderung ist komplex. Zum einen zeigt DMSO die Denaturierung
von Proteinen und andert die interzellulare Keratinkonfirmation. Des Weiteren interagiert es
mit den Lipiddomanen des SC und erhoht als universelles Losungsmittel die Loslichkeit des
Wirkstoffes sowie seine Verteilung in die Haut. Nichtsdestotrotz ist der Einsatz aufgrund sei-
nes grof3en irritierenden und toxischen Potentials kritisch zu sehen [Williams et al., 2012].

Die hier vorgestellten Permeationsverbesserer kommen auch in der Praxis haufig zum Ein-
satz. Beispiele fur die Anwendung in kommerziellen Produkten bei topischer Anwendung
sind Voltaren Emulgel, das Isopropanol und Propylenglykol zur Permeationsverbesserung
des Wirkstoffes Diclofenac enthalten. Beim Fertigarzneimittel Herpid wird die Penetration von
Idoxuridin durch DMSO verbessert und das Ketoprofen-haltige Feldene enthalt Ethanol.
Auch bei transdermalen Systemen kommen Permeationsverbesserer zum Einsatz. Ein Bei-
spiel hierfur ist das Estradiol-haltige Pflaster Estradot, das Oleylalkohol und Dipropylenglykol
enthalt [Lane, 2013].
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien und Geréte

3.1.1 Chemikalien, Hilfsstoffe und sonstige Materialien

Tabelle 3-1: Chemikalien und Hilfsstoffe

Artikel

Hersteller/ Lieferant

5-Aminolavulinsaure Hydrochlorid
Acetonitril

Ameluz®

Aqua purificata

Borsaure

Dimethylisosorbid

Ethanol absolut. Reag.
Isopropanol

Methylenblau

Methylorange

Na,HPO,

N-Acetylcystein

NacCl

NaH,PO, x 2 H,O

NaOH Platzchen
o-Phthaldialdehyd
Pentylenglykol

Poloxamer 124 (Kollisolv P 124)
Poloxamer 188 (Kolliphor P 188)
Poloxamer 407 (Kolliphor P 407)

Propylenglykol dicaprylat dicaprat
(Crodamol PC)

Heraeus Precious Metals GmbH & Co. KG

J.T. Baker GmbH
Biofrontera AG
Eigenherstellung

Merck KGaA

Dolorgiet GmbH & Co. KG
Sigma Aldrich Corporation
VWR International GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co KG
Caesar & Loretz GmbH
Caesar & Loretz GmbH
Carl Roth GmbH & Co KG
Sigma Aldrich Corporation
Sigma Aldrich Corporation
Symrise AG, BASF SE
BASF SE

BASF SE

BASF SE

Croda GmbH
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Propylenglykol Dr. Wilmar Schwabe GmbH & Co. KG
Trifluoressigsaure Sigma Aldrich Corporation
flissiger Stickstoff Universitatstank

Tabelle 3-2: Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller/ Lieferant

Alufolie handelstblich

Becherglaser; Messkolben Duran Group GmbH

Bordelkappen fir HPLC-Vials Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

NK/NR // Butyl / TEF 1,0 mm

Centripur pH-Kalibrierungsstandards Merck KGaA

Pufferlésungen pH 4,01, 7,00, 9,00

Combifix Adapter (w/w-Adapter) Braun Melsungen AG

Combi-Stopper Verschlusskonen Braun Melsungen AG

Deckglaser VWR International GmbH

Dermatomklingen GB228R Aesculap AG & Co. KG

Einmalspritzen 1 mL, 5 mL, 20 mL Braun Melsungen AG

Einmalspritzen 10 mL BD Corporation (Becton-Dickinson and
Company)

Falcontubes: Cellstar Tubes 15 mL Greiner Bio-One GmbH

Fantaschale Wepa Apothekenbedarf GmbH & Co. KG

Glaskugeln §=4 mm Assistent®, Glaswarenfabrik Karl Hecht
GmbH & Co KG

Glasobjekttrager VWR International GmbH

HPLC Vials: Rollrandflaschchen Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

HPLC-Saule EC 125/4 Nucleosil Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

100-5 C18

Kanulen: Sterican 0,80 x 120 mm Braun Melsungen AG

Kartenblatter Wepa Apothekenbedarf GmbH & Co. KG

Kodak Gray Cards, weilRe Seite Kodak Corporation

(Reflektion ca. 90 %)
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Laborfett Korasilon Paste Kurt Obermeier GmbH & Co KG
Laborfett Glisseal HV Borer Chemie AG

Magnetruhrstabchen micro, rot, 10 x 3 mm VWR International GmbH

Mikromischer HPT Hochwertige Pharmatechnik GmbH &
Co KG

Objekttrager VWR International GmbH

Papiertiicher Wepa Professional GmbH

Parafiim® ,M“ American National Can

Pipettenspitzen 200 pL, 1000 pL Eppendorf AG

Pipettenspitzen 5000 pL Brand GmbH & Co. KG

Schlingazetupfer unsteril, Gr.5 Fuhrmann GmbH

Schraubdeckeldosen (5 g, 30 g, 100g) Wepa Apothekenbedarf GmbH & Co. KG

Speedmixer-Einwegmischbecher PP50 Hauschild & Co. KG

Stecknadeln handelsublich

Sterile Skalpellklingen #22 Aesculap AG & Co. KG

Styroporplatte handelstblich

Tesa® Film kristall-klar; 10 m : 15 mm Tesa SE

UNGUATOR®-Salbenkruken Wepa Apothekenbedarf GmbH & Co. KG

Vorsaule Column Protection System Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

Wageschiffchen 46 x 46 x 8 mm, blau VWR International GmbH

3.1.2 Gerate

Tabelle 3-3: Verwendete Gerate

Gerat Hersteller/ Lieferant
Analysenwaage Extend Sartorius AG

Auto Sampler SIL-20A Shimadzu Europa GmbH
Barthaartrimmer Philips GmbH
Bordelzange Hewett Packard Inc. (HP)
Canon EOS 5D Mark Il Canon Inc.
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Column-Oven CTO-20A Shimadzu Europa GmbH

Communication Bus Module CBM-20A Shimadzu Europa GmbH

Dermatom GA 630 Aesculap AG & Co. KG

Einhangethermostat alpha Lauda GmbH & Co. KG

Henkellocheisen Turnus = 25 mm Precitool Werkzeughandel GmbH & Co. KG

Heraeus Megafuge 1.0 R Thermo Fisher Scientific GmbH

Imager.Z1 Carl Zeiss Jena GmbH

Labmixer Somakon Verfahrenstechnik UG

Liquid Chromatograph LC-20AT Shimadzu Europa GmbH

Materialprifer DO-FB0.5TS Zwick GmbH & Co. KG

Mehrstellenrihrer Poly 15 Thermo Fisher Scientific GmbH

Mikroskop Axio Imager Z1 Carl Zeiss Jena AG

Farbkamera ICcl

modifizierte Franzzellen Gauer Glas

pH-Meter SevenEasy Mettler-Toledo GmbH

Prazisionswaage Extend Sartorius AG

PURELAB Option Q ELGA LabWater Veolia Water Technologies
Deutschland GmbH

Research Pipetten 5000 pL Brand GmbH & Co. KG

Reserch Pipetten 20 uL,1000 pL Eppendorf AG

Rheometer Physica MCR 501 Anton Paar GmbH

Schwanenhalslampe KL 1500-Z Pulch + Lorenz GrolRhandelsgesellschaft
mbH

Skalpellhalter Aesculap AG & Co. KG

Speedmixer DAC 150.1 FVZ Hauschild & Co. KG

Stereolupe Stemi SV 8 Zeiss West Germany

Stuart Scientific SA8 vortex mixer Bibby Scientific Limited

Trockenschrank Memmert GmbH & Co. KG

Ultraschallbad Sonorex Super RK 510H Bandelin electronics GmbH & Co. KG

Sonorex RK 31
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Unguator 2100 Gako Konietzko GmbH
UV/VIS Detector SPD-20A Shimadzu Europa GmbH
Waagen Excellence Sartorius AG

3.1.3 Software

Tabelle 3-4:. Verwendete Software

Software Hersteller/ Lieferant

Adobe Reader DC Adobe Systems GmbH

Axiovision SE64 Rel. 4.9 Carl Zeiss Jena GmbH

Canon EOS Utility Canon Inc.

Chemsketch 2015 ACD Labs (Advanced Chemistry Develop-
ment, Inc.)

EndNote X6 Thomson Reuters Corporation

Jmp 11 SAS Institute Inc.

Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation

Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation

Rheoplus/32 V3.62 Anton Paar GmbH

Shimadzu LCsolution Shimadzu Europa GmbH

testXpert XLine Zwick GmbH & Co. KG

Windows 7 Microsoft Corporation
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3.2 Methoden

3.2.1 Herstellung der Zubereitungen

3.2.1.1 Herstellung von PPeX

Fur die Herstellung werden 15 g Poloxamer 407 in ein Becherglas und 85 g Pentylenglykol
(PPe) bzw. 75 g Pentylenglykol mit 10 g Dimethylisosorbid (PPeD) oder mit 10 g Propy-
lenglykol (PPePr) in eine Fantaschale eingewogen. Der Labmixer wird auf 50 °C aufge-
warmt. Ist die Temperatur erreicht, werden die abgewogenen Bestandteile mit Kartenblattern
Uberfuhrt und 30 min mit 300 rpm gerihrt und aufgeschmolzen. Anschlielend wird die Tem-
peratur auf 20 °C gesenkt und mit 300 rpm fur 180 min kaltgerthrt. Messungen werden am
Folgetag durchgefiihrt. Fir die Homogenitatsuntersuchungen mittels Uberpriifung der Farb-
homogenitat werden die Zubereitungen mit 0,000625 % Methylorange eingeféarbt. AuRerdem
werden die Zubereitungen fur alle Homogenitatsuntersuchungen in 10 mL-Spritzen abgefillt.

3.2.1.2 Herstellung von PHIC

30 g wasserhaltige Zubereitung wird im Speedmixer hergestellt. Daflr werden alle Bestand-
teile, Poloxamer 407, Poloxamer 188, Poloxamer 124, Isopropanol, Aqua purificata und Pro-
pylenglykol dicaprylat dicaprat (Crodamol PC) (PHIC), in den Speedmixer-
Einwegmischbecher eingewogen. Es werden 3 Glaskugeln (8 = 4 mm) zugegeben. Die Kru-
ke wird zugedreht und mit Parafilm verschlossen. Die Homogenisierung erfolgt bei 3500 rpm
fur 120 s. Die Zubereitung wird Gber Nacht ruhen gelassen und nochmals bei 3500 rpm fir
120 s homogenisiert. Messungen werden am Folgetag durchgefuhrt. Bei Proben fiir die Ho-
mogenisierungsuntersuchung wird die Zubereitung in eine 10 mL-Spritze abgefiillt. Die Ver-
wendung erfolgt am nachsten Tag. Fir die Homogenitatsuntersuchungen mittels Uberprii-
fung der Farbhomogenitat werden die Zubereitungen mit 0,00625 % Methylenblau einge-
farbt.

3.2.1.3 Herstellung von Thermogel
Alle Bestandteile werden in eine Unguator-Salbenkruke (100 g) eingewogen, verschlossen

und bei 1500 rpm Rihrmotor und 2200 rpm Hubmotor fir 90 s homogenisiert.
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3.2.1.4 Einarbeitung von ALA

Dafur wird die erste Halfte Grundlage (PPeX) in eine Unguator-Salbenkruke vorgelegt, der
Wirkstoff darauf gewogen und die zweite Hélfte Grundlage PPeX (bzw. PHIC bei homogenen
Mischungen) zugegeben. Die Einarbeitung erfolgt im Unguator im vorgegebenen Programm

~,Normal“.

3.2.2 Optimierung der PHIC-Zubereitung mit Hilfe eines statistischen Versuchs-
designs

Um eine Zubereitung zu generieren, die optimale Eigenschaften hinsichtlich Aufrahmungs-

stabilitdt und niedriger Viskositat aufweist, wurde mit Hilfe einer statistischen Versuchspla-

nung (DOE: Design of Experiments), ein Mischungsdiagramm erstellt. Hierbei wird in einem

Mischungsdesign die Stabilitat maximiert und die Viskositat minimiert.

Als Vorlage wird aus Vorversuchen eine Zubereitung gewahlt, die die bis dahin besten Ei-

genschaften aufwies. Diese setzt sich wie folgt zusammen:

Tabelle 3-5: Vorlagezubereitung fur das statistische
Versuchsdesign

Bestandteil Anteil [%0]
P Poloxamer 188 25
H Aqua purificata (H,0) 36
I Isopropylalkohol 9
C Propylenglykol dicaprylat dicaprat 30

(Crodamol PC)

Um die Eigenschaften zu optimieren, wird beim Poloxamergehalt von 25 % in einem Mi-
schungsdesign lediglich die Zusammensetzung aus Poloxamer 407, Poloxamer 188 und
Poloxamer 124 variiert. Dabei wird der Gehalt in gewissen Grenzen variiert und kann folgen-

der Tabelle 3-6 entnommen werden.
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Tabelle 3-6: Zusammensetzung der Poloxamere

Poloxamer enthaltene Anteile [%]
407 0-40
188 20 - 100
124 0-40

Das Versuchsdesign wurde von jmpll generiert (Abb. 16). Alle 9 Punkte stellen eine Zu-
sammensetzung der drei Poloxamere dar, die hergestellt und vermessen werden. Die ge-
nauen Zusammensetzungen finden sich in Tabelle 3-7. Dabei werden drei Zubereitungen

doppelt hergestellt und vermessen. So werden 12 Zubereitungen generiert, die jeweils drei-
mal hergestellt und vermessen werden.

Poloxamer 407

09

Poloxarner 124

09
Poloxamer 188

Abb. 16: Mischungsdesign
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Tabelle 3-7: Poloxameranteile der Zubereitungen gemaf Versuchsdesign

Anteil Anteil Anteil

Zubereitung  Poloxamer 407 Poloxamer 188 Poloxamer 124

1 0,40 0,40 0,20
2 0,40 0,60 0,00
3 0,20 0,60 0,20
4 0,00 1,00 0,00
5 0,18 0,42 0,40
6 0,00 0,76 0,24
7 0,00 0,60 0,40
8 0,40 0,60 0,00
9 0,40 0,20 0,40
10 0,00 1,00 0,00
11 0,40 0,20 0,40
12 0,20 0,80 0,00

Aus der daraus generierten Vorhersageformel werden drei Formulierungen mit niedriger,
mittlerer und hoher Viskositat bzw. Stabilitat ausgewahlt. Diese werden je dreimal hergestellt
und vermessen. Die Ergebnisse werden mit den vorhergesagten Werten verglichen, um so

die Vorhersageformel zu tberpriifen.
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3.2.3 Charakterisierung der Zubereitungen

3.2.3.1 Lichtmikroskopische Charakterisierung der Zubereitungen

Lichtmikroskopische Aufnahmen werden mit dem Mikroskop Axio Imager Z1 gemacht. Daflr
wird die Probe auf einen Objekttrager aufgetragen und ein Deckglaschen aufgebracht. Bilder
werden aus einem reprasentativen Ausschnitt mit der Kamera AxioCam MRm aufgenom-

men.

3.2.3.2 Polarisationsmikroskopische Charakterisierung der Zubereitung

Fur die polarisationsmikroskopischen Aufnahmen wird am Mikroskop Axio Imager Z1 die
Farbkamera AxioCam ICcl verwendet. Ober- und unterhalb der Probe werden der Polarisa-
tor und das Lambdablattchen eingebracht. Aufnahmen werden aus reprasentativen Aus-

schnitten gemacht.

3.2.3.3 Untersuchung der Viskositat

Rotationsviskosimetrische Untersuchungen (Physica MCR 501) werden mit Kegel-Platte-
Geometrie CP 25-1-SN6081 mit einer Spaltbreite von d = 0,048 mm bei 20 °C wie in
Tabelle 3-8 dargestellt durchgefihrt:

Tabelle 3-8: Rheologie-Messprogramm

Programm
1. Vorscherung 20 s bei51/s
2. Wartezeit 5 min
3. lineare Scherrampe 50 Messpunkte alle 5 s

Startwert: 2 1/s
Endwert: 100 1/s

Die Herschel-Bulkley-Gleichung (Gleichung 3.2-1) beschreibt die FlieRkurve eines Materials,
das eine FlieRgrenze hat und oberhalb der Fliel3grenze scherverdiinnendes oder scherver-
dickendes Verhalten aufweist [Anton Paar Software Information]. Die FlielRkurven der ent-
sprechenden Formulierungen werden linearisiert. Die Steigung der linearisierten Geraden

wird als Viskositatsparameter fiir die Auswertung herangezogen.
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T=10+k-p" Gleichung 3.2-1
T Schubspannung
To FlieRBgrenze

Schergefélle
k Faktor
n Koeffizient

3.2.4 Stabilitatsuntersuchungen PPeX

3.2.4.1 Lagerstabilitat von PPeX

Fur die Lagerstabilitat von PPeX werden, wie in 3.2.1.1 beschrieben, 2 Chargen zu je 100 g
hergestellt. Die Chargen werden vermengt und im Labmixer flir 2 min bei 300 rpm vermischt.
AnschlieRend wird die Probe fiir jeden Messzeitpunkt in eine Schraubdeckelkruke (30 g) ab-
geflllt und mit Parafilm verschlossen. Die Proben werden bei RT gelagert und nach 1 Tag, 2
und 4 Wochen, 3, 6, 9 und 12 Monaten rheologisch (siehe Kapitel 3.2.3.3) untersucht.

3.2.4.1.1 Rehomogenisierung der Proben und Strukturaufbau

Um den Einfluss von Gebrauchshandlungen zu untersuchen, werden 6 Monate alte Lager-
proben mit einem Spatel einmalig rehomogenisiert und diese Proben werden jeweils direkt
nach der Rehomogenisierung, nach 2 und 4 Wochen und nach 3 und 6 Monaten rheologisch

untersucht.
3.2.4.2 Stabilitat von ALA in der Zubereitung

3.2.4.2.1 Stabilitatsuntersuchung mittels Zentralwertmessung

Die Zubereitungen PPeX werden im Labmixer entsprechend Kapitel 3.2.1.1 und 3.2.1.4, das
Thermogel entsprechend Kapitel 3.2.1.3 und 3.2.1.4 hergestellt, in Schraubdeckeldosen
(5 g) abgefillt und bei 25 °C, (5 °C 40 °C) gelagert.

Fir die Messung wird der Deckel abgeschraubt und ein Bild von der jeweiligen Zubereitung
gemacht (Canon EOS 5D Mark Il, kombiniert mit einer Stereolupe). Die Belichtung erfolgt mit
einer Schwanenhalslampe (siehe Kapitel 3.2.5.2). In Adobe Photoshop CS4 Extended wer-
den die Bilder eingelesen und ein sinkender Zentralwert als MalR3 fir das Anfallen von Ab-

bauprodukten ausgewertet.
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3.2.4.2.2 Stabilitatsuntersuchung mittels HPLC-Analytik

Die Zubereitungen PPeX werden im Labmixer entsprechend Kapitel 3.2.1.1 und 3.2.1.4, das
Thermogel ensprechend Kapitel 3.2.1.3 und 3.2.1.4 hergestellt, in Schraubdeckeldosen (30
g) abgefiillt und bei 25 °C gelagert. Die Proben werden direkt nach Herstellung, nach 2 und 4
Wochen und nach 3, 6 und 9 Monaten aufgearbeitet und der Gehalt von ALA mittels HPLC-
Analytik bestimmt (siehe Kapitel 3.2.7).

3.2.5 Untersuchung der Homogenitat

3.2.5.1 Versuchsaufbau und Messung der Auspresskréafte

Fur die Untersuchung der Homogenitat bei Mischung zweier Komponenten durch den Mik-
romischer sowie die Bestimmung der Auspresskraft werden die in 10 mL-Spritzen abgefuill-
ten Zubereitungen am Kolbenende in eine Vorrichtung eingespannt (siehe Abb. 17 A). Diese
ermdglicht die Montage am Messarm des Materialpriifers DO-FB0.5TS. Am Spritzenende
sorgt eine Metallflihrung fir die Stabilitat der Spritzen und der Mikromischer kann Uber die
Luerlock-Aufsatze der Spritzen aufgesteckt werden (siehe Abb. 17 B). Die Auffanghalterung
(siehe Abb. 17 C) kann am unteren Ende des Materialprifers aufgesteckt werden. In der
Auffanghalterung wird eine Auffangvorrichtung platziert. Der Mikromischer fahrt passgenau
in die Auffanghalterung und extrudiert die Mischung in die platzierte Auffangvorrichtung.

Abb. 17: Schema des Versuchaufbaus; A Montage am Materialpriifgerat, B aufgesteckter Mikromischer,
C Auffanghalterung mit Auffangvorrichtung
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Vor dem Start der Messung bzw. der Extrudation befindet sich die Mischvorrichtung knapp
Uber der Auffanghalterung. Der Mikromischer hat noch keinen Kontakt zur Auffanghalterung.
Mit dem Start des Programms fahrt der Messarm mit einer Geschwindigkeit von 30 mm/min,
15 mm (Messung der Auspresskraft) bzw. 17 mm (Homogenitatsuntersuchung Uberpriifung
der Gehaltseinheitlichkeit) nach unten. Sitzt der Mikromischer passgenau in der Auffangvor-
richtung, werden die Kolben der Spritze bewegt und beide Komponenten werden durch den
Mikromischer geférdert und extrudiert. Dabei erhoht sich die Auspresskraft so lange, bis ein
Gleichgewicht erreicht ist. Diese maximale Kraft wird als Auspresskraft ausgewertet. Die in
der Auffangvorrichtung aufgefangene Mischung wird entsprechend Kapitel 3.2.5.2 und
3.2.5.3 untersucht. Die ndchste Messung wird nach 15 min durchgefihrt, um den Formulie-

rungen nach der vorangegangenen Scherung Zeit zum Strukturaufbau zu geben.

Fur die Homogenitatsuntersuchungen werden die Auspresskrafte der zu mischenden Kom-
ponenten sowie der Einzelkomponenten allein und der homogenen Mischung gemessen.
Homogene Mischungen werden Uber das Spritze-zu-Spritze-Verfahren homogenisiert, bis
eine komplette Homogenisierung stattgefunden hat.

3.2.5.2 Uberprifung der Farbhomogenitat

Zur Untersuchung der Homogenitat wird eine Bildanalyse genutzt. Dabei werden die gelb
(PPeX) bzw. blau (PHIC) gefarbten Formulierungen entsprechend Kapitel 3.2.1.1 und 3.2.1.2
verwendet, um die Farbhomogenitat der Mischung zu Gberprifen und dadurch die Homoge-
nitat der Mischprobe zu ermitteln. Diese Methode wurde in Anlehnung an Stroock entwickelt,
bei der ebenfalls die Standardabweichung der Helligkeitsverteilung eines fluoreszierenden
Stoffes als Maf3 fur die Mischungsgute verwendet wird [Stroock et al., 2002].

Der Versuchsaufbau wird entsprechend Kapitel 3.2.5.1 aufgebaut. Als Auffangvorrichtung
dient hier ein Objekttrager mit einem Auffangbereich. Dieser besteht, durch rechts und links
angebrachte Begrenzungen, aus jeweils 20 Lagen Tesafilm in Hohe von ca. 100 um (siehe
Abb. 18).

Abb. 18: Schema der Auffangvorrichtung

Ist die Mischungsprobe im Auffangbereich, wird diese mit einem Deckglaschen fixiert. Jede
Mischkombination wird dreimal hergestellt und untersucht. Dabei werden bei jeder Untersu-

chung je drei Proben extrudiert. Von jeder extrudierten Probe werden je drei Aufnahmen mit
48



3. Material und Methoden

einer Kamera (Canon EOS 5D Mark Il) und einer kombinierten Stereolupe gemacht. Die Be-
lichtung der Aufnahmen erfolgt ausschlief3lich tber eine Schwanenhalslampe innerhalb eines
dunklen Raumes. Die Lampeneinstellung wird auf Stufe 3 bei halber Lampenstéarke gewabhilt.
Die Schwanenhalse der Lampe werden so eingestellt, dass sie die Probenplatte der Stereo-
lupe mit ihrem Lichtkegel passgenau beleuchten.

Fur die Bildanalyse werden zudem fur jedes durchgefiihrte Experiment je 3 Aufnahmen der
Ausgangskomponenten (PPeX und PHIC allein) einer per Spritze-zu-Spritze-Verfahren ho-
mogen gemischten Zubereitung als Positivkontrollen und zweier paralleler Strange der Aus-

gangsformulierungen als Negativkontrolle aufgenommen.

Die Aufnahmen (Dateiformat jpg) werden mit Adobe Photoshop CS4 Extended, Version 11.0
geoffnet. Hierbei werden die Helligkeitswerte aus den drei Farbkanélen rot, blau und griin an
funf definierten Punkten (x-und y-Position in Prozent: 33,3/33,3; 33,3/66,7; 66,7/33,3;
66,7/66,7; 50/50) (sieche Abb. 19) extrahiert. Daraus werden die Standardabweichungen der
funf Bildpunkte eines Bildes im jeweiligen Farbkanal berechnet und aus den drei Farbkan&-
len zusammengefasst. Dabei stehen hohe Standardabweichungen fur eine inhomogene Mi-
schung, niedrige Standardabweichungen fir eine gute Mischungsgite. Die Werte der Mi-
schungsproben werden mit denen der Positiv- und Negativkontrolle in einen Homogenitats-
wert [%] umgerechnet. Dabei markiert die Positivprobe 100 % Mischungsgiite, die Negativ-
kontrolle 0 % Mischungsgute.

Die Homogenitat wird entsprechend folgender Formel, nach Xia, berechnet:

o; = (1 - ¢) * 100 % Gleichung 3.2-2

Lunmix—Imix

[Xia et al., 2010]

Abb. 19: Position der Bildpunkte zur Erfassung der Helligkeitswerte
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3.2.5.2.1 Validierung der Methode
Um sicherzustellen, dass die Lichtverhéltnisse sowie der Versuchsaufbau die Untersuchung

der Mischungsgute zuverlassig ermdglichen, werden folgende Punkte untersucht:

¢ Lichtverhéltnisse innerhalb eines Bildes
¢ Einfluss unterschiedlicher Belichtung
o Einfluss des Abstands der Beleuchtungsquelle

e Einfluss der Konvertierung von raw zu jpg bzw. tiff
Lichtverhéaltnisse innerhalb eines Bildes

Die aufgenommenen Bilder werden mit einer Canon EOS 5D Mark Il aufgenommen, die mit
einer Stereolupe kombiniert ist. Daher besteht die Notwendigkeit, die gleichmaRigen Licht-
verhéltnisse bzw. die Kompatibilitat des Kamerachips mit dem verwendeten Objektiv zu un-

tersuchen.

Dafir werden Bilder einer blau eingefarbten Zubereitung und einer gelb eingefarbten Zube-
reitung untersucht und die Helligkeitswerte in den Farbkanalen R, G und B an den Achsen x=
33,3 % und 50 % und y= 33,3 % und 50 % in 5 %-Abstéanden untersucht (siehe Abb. 20 und
Abb. 22). Des Weiteren wird die Abweichung der Helligkeitswerte in einem Bereich von 30-
70 % untersucht (siehe Abb. 21 und Abb. 23). Da sich der verwendete Messbereich zwi-
schen 33,3 % und 67,7 %, sowohl in x- als auch in y-Richtung befindet, werden die Grenzen

mit 30-70 % gewahlt.
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Abb. 20: Bildausleuchtung blaues Bild
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33,3% 50 %

333%
50 %

Abb. 21: Schwankung der Bildhelligkeit auf den Messlinien des blauen Bildes; Messbereich
von 30 - 70 %
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Abb. 22: Bildausleuchtung gelbes Bild
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33,3% 50 %

33,3%
50 %

1,2% 1,3%

Abb. 23: Schwankungen der Bildhelligkeit auf den Messlinien des gelben Bildes; Messbereich 30 - 70 %

Es ist in Abb. 20 und Abb. 22 zu erkennen, dass die Beleuchtung nach auf3en abféllt. Im In-
neren des Bildes herrschen allerdings sehr konstante Belichtungsverhéltnisse. Dies wird be-
statigt durch die Ergebnisse aus Abb. 21 und Abb. 23. Innerhalb des Messbereiches liegen
alle Schwankungen der Werte, zum Teil deutlich, unter 4 %. Der Messbereich ist also mit
33,3 -66,7 % sowohl in x- als auch in y-Richtung richtig gewahlt.
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Einfluss unterschiedlicher Belichtung

Fur die Untersuchung der Homogenitat wird die Beleuchtung der Schwanenhalslampe auf
die Starke 3 bei halber Intensitat (halb 3) eingestellt. Nun wird untersucht, inwieweit sich un-
terschiedliche Einstellungen der Belichtung, halb 2 und halb 4, auf das Ergebnis der Homo-
genitat auswirken. Dafir werden drei Proben mit unterschiedlicher Mischungshomogenitat

verwendet.
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Abb. 24: Untersuchung der Mischungsgute bei unterschiedlicher Lampeneinstellung

Betrachtet man die Ergebnisse in Abb. 24, so ist zu erkennen, dass die Homogenitat mit
steigender Beleuchtungsstarke abnimmt. Allerdings werden die unterschiedlichen Homogeni-
tatswerte sicher ermittelt und die Unterschiede zwischen den verschiedenen Messproben
konnen herausgearbeitet werden. Daher kann man schlussfolgern, dass die Schwankungen
in der Belichtung, die im kontrollierten Versuchsaufbau auftreten, zu unwesentlichen

Schwankungen bei den ermittelten Homogenitéatswerten fuhren.
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Einfluss des Abstands der Belichtungsquelle

Bei der Belichtungseinstellung der Schwanenhalslampe wird der Abstand der beiden
Schwanenhalslampenteile manuell eingestellt. Dabei wird der Abstand so eingestellt, dass
die Probenplatte der Stereolupe passgenau ausgeleuchtet wird. In dieser Validierung wird
nun untersucht, inwieweit sich Veranderungen des Lampenabstandes auf die ermittelten
Helligkeitswerte und Standardabweichungen, aus denen die Homogenitatswerte berechnet

werden, auswirken. Dabei wird eine Graukarte fotografiert und ausgewertet.
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Abb. 25: Einfluss des Abstandes der Beleuchtungsquelle auf Helligkeitswert und Standardabweichung,
n =5, Fehlerbalken als Standardabweichungen des Mittelwerts

Abb. 25 zeigt, dass die ermittelten Standardabweichungen mit verandertem Belichtungsab-
stand leicht ansteigen, wahrend die ermittelten Helligkeitswerte absinken. Es zeigt sich aber
auch, dass der normale Belichtungsabstand sicher und reproduzierbar eingestellt werden
kann. Kommt es bei der Einstellung des Belichtungsabstandes zu Schwankungen, werden
die ermittelten Werte beeinflusst. Allerdings ist eine Abweichung von 2 cm des Beleuch-
tungsabstandes eine grof3e Abweichung der Lampendistanz, welche wiederum nur zu kleine-
ren Schwankungen in den ermittelten Werten fuhrt. Die erforderliche, sichere Beleuchtung

kann generiert werden.
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Einfluss der Konvertierung von raw zu jpg bzw. tiff

Bei den Aufnahmen der Bilder werden von der Kamera sowohl ein raw als auch ein jpg-
Dateiformat ausgegeben. Da die Aufnahmen in Adobe Photoshop CS4 Extended vermessen
werden und dieses Programm nur die jpg-Auswertung ermdéglicht, werden die Untersuchun-
gen mit den jpg-Aufnahmen durchgefihrt. Da jpg ein komprimiertes Dateiformat von raw ist
und die Konvertierung innerhalb der Canon-Software (EOS Ultility) unter nicht bekannten
Vorgaben stattfindet, wird der Einfluss der Konvertierung untersucht. Daflr wurden in Canon
EOS Utility zwei definierte Konvertierungen durchgefuhrt und vermessen. Die Ergebnisse

werden mit denen aus der Autokonvertierung verglichen.
Konvertierung 1: Sharpness 6; color temperature:5200 K

Konvertierung 2: Sharpness 6; color temperature:5200 K; Kontrast +1
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interne Canonkonvertierung Konvertierung 1 Konvertierung 2

Abb. 26: Einfluss der Konvertierung auf die Mischungsgute

Betrachtet man die Ergebnisse der verschiedenen konvertierten Bilder, so kann man sehen,
dass die ermittelte Homogenitat als aquivalent anzusehen ist. Daraus kann man schliel3en,
dass die interne Konvertierung keine wesentlichen Veranderungen am aufgenommenen Bild

vornimmt, die das Ergebnis der Homogenitat nachteilig beeinflussen.
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AbschlieRend lasst sich sagen, dass die eingestellten Lichtverhaltnisse sowie der Versuchs-
aufbau eine zuverléassige Bestimmung der Homogenitat erméglichen und so verwendet wer-
den konnen.

3.2.5.3 Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Homogenitat ist die Uberpriifung der Gehalts-
einheitlichkeit. Dafir werden die Zubereitungen PPeX und PHIC entsprechend Kapitel
3.2.1.1, 3.2.1.2 und 3.2.1.4 hergestellt. Der Versuchsaufbau wird entsprechend Kapitel
3.2.5.1 aufgebaut. Als Auffangvorrichtung dient ein Wageschiffchen. Ist die Mischprobe
extrudiert, wird sie sofort mit flissigem Stickstoff eingefroren, wodurch eine weitere Vermi-
schung der Komponenten unterbunden wird. Mit einem Skalpell wird die Probe in drei
gleichgrol3e, ca. 1 g schwere Probensticke geteilt (siehe Abb. 27). Die Proben werden auf-
gearbeitet und mittels HPLC-Analytik wird der ALA-Gehalt der Probenstiicke bestimmt (siehe
Kapitel 3.2.7).

Abb. 27: Schema der Probennahme

AuBerdem werden Mischmuster erstellt. Diese werden in gleicher Weise extrudiert. Nach
dem Mischprozess werden die Proben mit einem Spatel homogen verriihrt und ebenfalls 3

Proben gezogen, die entsprechend aufgearbeitet und analysiert werden.

56



3. Material und Methoden

3.2.6 In-vitro Permeationuntersuchungen

3.2.6.1 Hautpréaparation
Die fur die Permeationsstudien verwendete Haut von Schweineohren wurde von der Abtei-
lung ,Experimentelle Medizin“ des Universitatsklinikums Tubingen und der Metzgerei Griel3-

haber in D-Oschingen zur Verfiigung gestellt.

Am Tag der Schlachtung werden die Ohren abgeholt und in isotoner Kochsalzlésung gewa-
schen, mit Schlinggazetupfern von Blut und Schmutz befreit und getrocknet. Mit einem Skal-
pell wird die Haut von der Aul3enseite des Schweineohrs vorsichtig von der Kopfseite bis zur
Ohrenspitze abgetrennt. Die abgetrennte Haut wird in Alufolie eingeschlagen und bis zur
Verwendung bei -28 °C eingefroren. Dabei ist die maximale Einfrierdauer auf 6 Monate be-
schrankt. Wird die Haut verwendet, wird sie auf einem mit isotoner Kochsalzlésung getrank-
ten Papiertuch aufgetaut. Nach dem Auftauen wird sie auf einem ca. 3 cm breiten, mit Alufo-
lie umwickelten, Styroporblock mit Stecknadeln festgesteckt. Die Haare werden mit einem
Barthaartrimmer vorsichtig getrimmt. Die Haut wird mit einem mit isotoner Kochsalzlésung
getrankten Schlinggazetupfer von Haarstoppeln befreit. Nun wird die Haut mit einem Derma-
tom (GA 630) auf eine Dicke von 0,2 mm abprapariert. Das dermatomisierte Hautstiick wird
auf ein mit isotoner Kochsalzlésung getrénktes Papiertuch gelegt. Mit einem Henkellochei-

sen werden runde Hautstiicke mit einem Durchmesser von 25 mm gestanzt.

3.2.6.2 In-vitro Permeationsuntersuchungen

Fir die Permeationsuntersuchungen mit infiniter Dosierung werden die 1975 entwickelten
modifizierten Franz-Diffusionszellen eingesetzt [Franz, 1975]. Die Kontaktflachen des Donor-
und des Akzeptorkompartiments werden mit Schlifffett (Korasilon Paste bzw. Glisseal HV)
eingefettet. Das Akzeptorkompartiment wird mit Phosphatpuffer pH 5,0 (Ph. Eur.) gefilit. In
jede Franzzelle wird ein Magnetrihrstédbchen eingebracht. Nun wird die gemal} Kapitel
3.2.6.1 praparierte und ausgestanzte Haut auf das Donorkompartiment aufgebracht. Dieses
wird wiederum auf das Akzeptorkompartiment aufgebracht und das Ganze wird mit einer
Klammer fixiert. Nun wird mit einer 20 mL-Spritze und einer Kanule (Sterican) das Akzeptor-
kompartment luftblasenfrei gefillt, sodass 12 mL Akzeptormedium enthalten ist. Die Franz-
zelle wird in das Wasserbad gesetzt und bei 32 °C 30 min temperiert (Einh&ngethermostat).
Uber den Mehrstellenriihrer wird das Akzeptormedium durch das Magnetriihrstabchen mit
500 rpm gerihrt. Mit dem Auftragen von 0,5 g 7,8 %iger Formulierung startet die Permea-
tionszeit. Der Probenzug erfolgt nach 12, (16, 20) und 24 h. Dabei werden 400 uL Akzeptor-
medium entnommen und durch neues temperiertes Medium ersetzt. 200 yL der Probe wer-
den, wie in Kapitel 3.2.7.2 beschrieben, derivatisiert und der Gehalt von ALA mittels HPLC

bestimmt.
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3.2.7 HPLC-Analytik

3.2.7.1 Probenaufarbeitung

Um die halbfesten Proben pipettierbar zu machen, wird 1 g Zubereitung in 9 mL Wasser ge-
l6st und gevortext (Stuart Scientific SA8). Thermogel- und Homogenitatsproben (PPeX +
PHIC) werden 2 h bei 6000 rpm und 20 °C zentrifugiert. AnschlieRend wird die Olphase ab-
genommen. Mindestens 7 Kalibrierungsproben werden bei jedem Experiment in gleicher

Weise hergestellt und aufgearbeitet.

3.2.7.2 Vorsaulenderivatisierung

Fur die Detektion von ALA wird dieses mit o-Phthaldialdehyd (OPA) derivatisiert [Donnelly et
al., 2006, Griining, 2007, Winkler, 2005]. Dafur wird 27 mg OPA in 500 puL Ethanol im Ultra-
schallbad (Sonorex RK 31) gel6st. Dieser Losung wird Boratpuffer (0,6 mol/L Borsaure, mit
0,2 mol/L NaOH-L6sung eingestellt auf einen pH-Wert von 12,5) und 52,2 mg N-
Acetylcystein (ACC) zugesetzt. Die Losung wird Gber Nacht gelagert.

Fur die Derivatisierung wird 200 pL Reagenz mit 200 puL Probe versetzt. Die Reaktion zum

zu analysierenden Produkt erfolgt Giber Nacht bei 32 °C und ist in Abb. 28 dargestellt.
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Abb. 28: modifizierte Reaktion von ALA mit OPA und ACC zum detektierbaren Produkt
[Donnelly et al., 2006]
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3.2.7.3 Verfahrensparameter

Fir die Analyse des derivatisierten Agens, wird eine C18-Reversed-Phase-Saule verwendet.
Als FlieBmittel dienen H,O und Acetonitril mit jeweils 0,1 % Trifluoressigséure. Diese werden
vor Verwendung 15 min im Ultraschallbad (Sonorex Super RK 510H) entgast. Die Program-
me der Gradientenelution fur Stabilitdts- und Homogenitatsproben sowie fir Permeations-
proben sind Tabelle 3-9 und Tabelle 3-10 zu entnehmen.

Tabelle 3-9: Gradientenelutionsprogramm fiir Homogenitats- und Stabilitatsproben

Zeit [min] FlieBmittelzusammensetzung
ACN/H,0 [%]

0-30 10/90 - 30/70
30-35 30/70 — 80/20
35-40 80/20 -10/90
40 - 55 10/90

Tabelle 3-10: Gradientenelutionsprogramm fiir Permeationsproben

Zeit [min] FlieBmittelzusammensetzung
ACN/H,0 [%]

0-30 15/85 — 25/75
30-40 25/75 — 80/20
40 - 45 80/20 -15/85
45 - 60 15/85

Es werden 20 pL Probe auf die Saule injiziert und bei einer Flu3rate von 1 mL/min eluiert.

Die Ofentemperatur betragt 40 °C. Die Detektion erfolgt bei 260 nm.
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3.2.8 Statistik

3.2.8.1 Prifung auf signifikante Unterschiede

Um die Prifung auf signifikante Unterschiede durchzufuhren, wird die einfaktorielle Varianz-
analyse (ANOVA) durchgefihrt. Diese wird anschlieBend mit dem Student-Newman-Keuls-
Test kombiniert. Statistische Signifikanz wird mit p < 0,05 festgelegt. Mit * markierte Daten

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied.

3.2.8.2 Priifung auf Aquivalenz von Permeationsdaten

Um zu prifen, ob verschiedene Formulierungen ein aquivalentes Permeationsverhalten auf-
weisen, wird eine Prifung aus der sogenannten SUPAC-SS, einer Richtlinie der amerikani-
schen Zulassungsbehdrde FDA, in abgewandelter Form verwendet (FDA Guidance for In-
dustry 2004). Dafur werden die Permeationsraten von Test- zu Referenzformulierung mit
einer Stichprobenanzahl von funf verwendet. Aus diesen Permeationsraten werden Quotien-
ten gebildet, sodass 25 Quotienten entstehen. Aus diesen Quotienten wird der Median und
die Konfidenzintervalle des Medians berechnet (siehe Gleichung 3.2-3 und 3.2-4). Liegen die
berechneten Konfidenzintervalle innerhalb der vorgegebenen Grenzen von 0,75 und 1,33, so

wird Aquivalenz angenommen.

x(thy <X <x(n—h+1) Gleichung 3.2-3
X = Median
h = m_l;ﬂ Gleichung 3.2-4

n = Anzahl der Quotienten

z = 1,64 fiur 90 % Konfidenzintervall
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Die Formulierungen des Zweikammersystems

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ausgehend von der als Thermogel bezeichne-
ten Formulierung, zwei halbfeste Formulierungen fir ein Zweikammersystem zu entwickeln
und diese zu charakterisieren. Das Thermogel besteht aus Poloxamer 407, Dimethylisosor-
bid, Isopropylalkohol, mittelkettigen Triglyceriden (Propylenglykol dicaprylat dicaprate) und
Wasser. Die Komponenten sind dabei so zu wahlen, dass eine wasserfreie Formulierung
resultiert, in die der Wirkstoff ALA eingearbeitet wird. Die zweite Formulierung soll die noch
fehlenden Komponenten des Thermogels enthalten (Abb. 29).

Thermogel

* Poloxamer 407

* Dimethylisosorbid

+ Isopropylalkohol

+ Mittelkettige Triglyceride

» Wasser
v I ¥
» Poloxamer 407 Aufteilung * Poloxamer 407
+ Dimethylisosorbid * Isopropylalkohol
+ Mittelkettige Triglyceride
+ Wasser

l Zufugen weiterer Komponenten l

* Poloxamer 407 * Poloxamer 407
+ Pentylenglykol » Poloxamer 188
* (Dimethylisosorbid) * Poloxamer 124
* (Propylenglykol) + |sopropylalkohol
* Mittelkettige Triglyceride
+ALA « Wasser
Wasserfreie Formulierung Wasserhaltige Formulierung

Abb. 29: Entwicklung zweier Formulierungen fur ein Zweikammersystem ausgehend von den Kompo-

nenten des Thermogels

Die wasserfreie Formulierung besteht aus 15 % Poloxamer 407, 75 % Pentylenglykol und
10 % Dimethylisosorbid (PPeD 15/75/10). AuRerdem wird Dimethylisosorbid durch Propy-
lenglykol ersetzt, sodass die Formulierung PPePr 15/75/10 entsteht. Dartiber hinaus wird
eine Zubereitung ohne Dimethylisosorbid und Propylenglykol formuliert, die sich ausschliel3-

lich aus Poloxamer 407 und Pentylenglykol (PPe 15/85) zusammensetzt. Da die Zusammen-
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setzungen nicht variieren, werden im Folgenden die Angaben des Mengenanteils hinter der

Kurzbezeichnung weggelassen. Zusammengefasst wird von PPeX gesprochen.

Die wasserhaltige Formulierung enthélt drei verschiedene Poloxamere und zwar 407, 188
und 124. AuRBerdem ist Aqua purificata, Isopropylalkohol und mittelkettige Triglyceride (Pro-
pylenglykol dicaprylat dicaprat, Crodamol PC) enthalten. Wie im folgenden Kapitel 4.1.2 er-
l&utert wird, dient als Grundlage fiir weitere Untersuchungen die Formulierung mit 25 % Po-
loxamer 188, 36 % Wasser (Aqua purificata, H,O), 9 % Isopropylalkohol und 30 % Propy-
lenglykol dicaprylat dicaprat (Crodamol PC), abgekirzt: PHIC 25/36/09/30. In einem Mi-
schungsdesign wird die Poloxamerzusammensetzung mit Poloxamer 407, 188 und 124 vari-
iert, um daraus drei Formulierungen mit niedriger, mittlerer und hoher Viskositat zu erhalten,

die fur weitere Untersuchungen verwendet werden.
4.1.1 Charakterisierung von PPeX

4.1.1.1 Mikroskopische Charakterisierung der Zubereitungen

Die mikroskopischen Aufnahmen (Abb. 30) zeigen alle drei wasserfreien, halbfesten Formu-
lierungen PPeD, PPe und PPePr. Es ist in allen drei Zubereitungen zu erkennen, dass ho-
mogen verteilte partikulare Strukturen vorliegen. Diese sind dem Poloxamer zuzuordnen, das
typischerweise lyotrope Assoziationsaggregate bildet. Die Aufnahmen mit stérkeren Vergro-
Berungen zeigen diese Aggregate genauer. Sie liegen als kugel- oder réhrenférmige Aggre-

gate vor. PPeD, PPe und PPePr zeigen einen vergleichbaren Aufbau.

Abb. 30: Mikroskopische Aufnahmen von PPeD, PPe und PPePr, Mal3stabsbalken obere Reihe 100 um,
untere Reihe 20 um
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4.1.1.2 Polarisationsmikroskopische Charakterisierung der Zubereitungen

Die polarisationsmikroskopischen Aufnahmen bestatigen das Vorhandensein flissigkristalli-
ner Zubereitungen (Abb. 31). Bei allen drei Zubereitungen sind viele gleichmalfiig verteilte
Texturen zu erkennen. Bei stéarkerer Vergré3erung sind diese als Malteserkreuze zu identifi-
zieren. Malteserkreuze sind Texturen, die durch die Drehung linear polarisiertem Licht resul-
tieren und bei anisotropen Proben vorkommen und der lamellaren Phase zuzuordnen sind.
Daher handelt es sich um anisotrope, fliissigkristalline Zubereitungen. Zwischen den Zube-
reitungen PPeD, PPe und PPePr sind keine Unterschiede zu erkennen, sodass man von

einem gleichwertigen Strukturaufbau ausgehen kann.

PPeD PPe PPePr

Abb. 31: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen von PPeD, PPe und PPePr, Malistabsbalken
obere Reihe 100 pm, untere Reihe 20 pm

63



4. Ergebnisse und Diskussion

4.1.1.3 Rheologische Charakterisierung der Zubereitungen

Um das FlieBverhalten der Zubereitungen zu beurteilen, werden rheologische Messungen
durchgefuhrt. Abb. 32 zeigt das Rheogramm von PPeD, PPe und PPePr. Alle drei Zuberei-
tungen zeigen plastisches Fliel3verhalten. Dabei zeigt PPe die hdchste Viskositat, PPeD und
PPePr eine niedrigere, aber dhnliche Viskositat. Insgesamt sind die Flie3kurven sehr &hnlich

zu beurteilen.
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Abb. 32: Rheogramm von PPeX; n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichungen

4.1.2 Charakterisierung von PHIC

Die Formulierungen PHIC setzen sich aus Poloxameren (407, 188 und 124),
Aqua purificata (H,O), Isopropanylalkohol und Propylenglykol dicaprylat dicprat (Crodamol
PC) zusammen. Da die Poloxamere einen HLB-Wert von etwa 20 haben [BASF, 2004], han-
delt es sich bei der vorliegenden Formulierung um eine streichfahige Ol-in-Wasser (O/W)-
Emulsion. Das enthaltene Poloxamer ist dabei viskositatserhhend [van Hemelrijck, 2011].
Je hoher der Anteil an h6hermolekularem Poloxamer ist, umso starker wird ein Cremegertst
ausgebildet. Als Ausgangsformulierung dient dabei PHIC 25/36/09/30 mit Poloxamer 188.
Diese zeigt bereits nach 2 Tagen Aufrahmungstendenzen. Daher ist die Optimierung der

Stabilitat ausgehend von dieser Formulierung notwendig.
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4.1.2.1 Statistisches Versuchsdesign zur Optimierung von Stabilitdt und Viskositat
von PHIC

Um Formulierungen zu generieren, die eine verbesserte Stabilitdt und damit eine langere

Verwendbarkeitsdauer aufweisen, wird ein Versuchsdesign (siehe Abb. 33) durchgefihrt.

Dabei soll gleichzeitig eine niedrige Viskositat bei erhdhter Stabilitdt der Formulierung resul-

tieren. Eine niedrige Viskositat ist fir die Pumpfahigkeit der Zubereitung durch den Mikromi-

scher notwendig.

Poloxamer 407

09

04

0,5

06

08

or 124

09
01

. C

Poloxame

09 08 07 06 05 04 03 0,2 01
Poloxamer 188

Abb. 33: Versuchsdesign; markierte Eckpunkte

Tabelle 4-1: Poloxamerzusammensetzung der Zubereitungen A, B, Cund D

Anteil Anteil Anteil

Zubereitung  Poloxamer 407 Poloxamer 188 Poloxamer 124

A 0,4 0,6 0,0
B 0,4 0,2 0,4
C 0,0 1,0 0,0
D 0,0 0,6 0,4
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4.1.2.1.1 Mikroskopische Charakterisierung der Formulierungen aus dem Mischungs-

design

Abb. 34: Mikroskopische Aufnahmen der Formulierungen A, B, C und D, Mal3stabsbalken 20 pm

Abb. 34 zeigt die mikroskopischen Aufnahmen der Formulierungen A, B, C und D aus dem
Versuchsdesign. Dabei sind die Formulierungen der Eckpunkte dargestellt (Abb. 33). Die
jeweilige Poloxamerzusammensetzung ist Tabelle 4-1 zu entnehmen. Alle drei Poloxamere,
Poloxamer 407, Poloxamer 188 und Poloxamer 124 sind in Ph. Eur. monographiert. Im Ver-
gleich hat Poloxamer 407 die hochste mittlere Molekilmasse, Poloxamer 124 die niedrigste
mittlere Molekilmasse und bei Poloxamer 188 liegt die mittlere Molekililmasse zwischen der
von Poloxamer 407 und Poloxamer 124 (Tabelle 2-1).

Auf den mikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen, dass Formulierung A die feinste Struk-
tur aufweist. Das Ol ist sehr fein dispergiert. Hier liegt mit einer Zusammensetzung von 40 %
Poloxamer 407 und 60 % Poloxamer 188 die héchste Konzentration des Poloxamers 407 mit
dem hdchsten Molekulargewicht vor. AuRerdem ist Poloxamer 124, das Poloxamer mit dem
niedrigsten Molekulargewicht, nicht enthalten. Formulierung B und C weisen eine vergleich-
bare, aber grobere Struktur auf. Bei Formulierung C ist ausschlie8lich Poloxamer 188 mit
mittlerem Molekulargewicht enthalten. Diese Formulierung stellt die bereits erwéhnte Aus-
gangsformulierung dar. Bei Formulierung B liegen 20 % Poloxamer 188 vor und gleiche An-
teile des Poloxamers mit dem hochsten (Poloxamer 407) und dem niedrigsten (Poloxamer
124) Molekulargewicht. Formulierung D weist die grobdisperseste Struktur auf. Hier ist mit
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40 % der grofdte Anteil an Poloxamer 124 mit dem niedrigsten Molekulargewicht enthalten.
Poloxamer 407 ist nicht enthalten. Daraus l&asst sich ableiten, dass die Struktur umso fein-
disperser ist, je héher der Anteil an h6hermolekularen Poloxameren ist. Ein hoher Anteil an
Poloxamer 407 wirkt sich positiv auf eine feine Dispersitat aus, ein hoher Anteil an Poloxa-
mer 124 wirkt sich negativ auf eine feine Dispersitat aus. Dies ist darauf zurickzufuhren,
dass die resultierenden Viskositaten mit einem Poloxamer mit hoherem Molekulargewicht
entsprechend seiner Kettenlange ansteigen. Dadurch kann bei der Herstellung im Speedmi-
xer mehr Energieeintrag durch axiale Rotation generiert werden [Massing et al., 2008], was
fur eine feinere Verteilung der Olphase sorgt.

4.1.2.1.2 Aus Vorhersageformel generierte Daten zu Stabilitat und Viskositat

Nach Eingabe der experimentell ermittelten Daten gemafR der Versuchsplanung gibt die
Software Algorithmen vor, die die Viskositat bzw. die Stabilitat darstellen. Aus dieser Vorher-
sageformel werden Konturlinien generiert. Dabei stellt eine Konturlinie alle Zusammen-

setzungen dar, die die gleiche Viskositat bzw. Stabilitat repréasentiert.

Abb. 35 zeigt Konturlinien, die Zusammensetzungen gleicher Viskositat reprasentieren. Die
Viskositatsparameter errechnen sich aus der Steigung des Rheogramms nach Linearisierung
nach Herschel-Bulkley. Die Konturlinien verlaufen parallel von der linken unteren Ecke des
Versuchsbereichs zur rechten oberen Ecke des dargestellten Versuchsbereichs. Dies zeigt,
je hoher der Anteil an Poloxamer 407 in der Zubereitung ist, umso hdher ist der Viskositats-
parameter. Bei steigendem Anteil an Poloxamer 124 sinkt der Viskositatsparameter und bei
steigendem Anteil an Poloxamer 188 sinkt der Viskositatsparameter nur leicht. Poloxamer
407, das Poloxamer mit dem hochsten Molekulargewicht, fuhrt also zu einer Erhéhung der
Viskositat der Zubereitung, wahrend Poloxamer 124, das Poloxamer mit dem niedrigsten
Molekulargewicht, zu einer Senkung der Viskositat der Zubereitung fiihrt. Der Zusatz von
Poloxamer 188 fuhrt zu einer leichten Senkung der Viskositat der Zubereitungen. Sein Mole-
kulargewicht liegt zwischen dem von Poloxamer 407 und Poloxamer 124. Daraus lasst sich
ableiten, dass die Viskositat der Zubereitung umso hoher ist, je hoher der Anteil an Poloxa-
mer mit hohem Molekulargewicht bzw. je héher das mittlere Molekulargewicht der Poloxa-
mermischung ist. Durch ein hohes Molekulargewicht der Poloxamere kommt es zu vermehr-
ten Wechselwirkungen zwischen den Poloxamermolekiilen und dem verstarkten Ausbilden

einer Cremestruktur innerhalb der Zubereitung.
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Abb. 35: Konturlinien der Viskositat

Abb. 36 stellt die Konturlinien dar, die Zusammensetzungen gleicher Stabilitat reprasentie-
ren. Bei der Stabilitéat handelt es sich um die Aufrahmungsstabilitét in Tagen. Die Konturlinien
verlaufen parallel von der linken unteren zur rechten oberen Ecke des Versuchsbereichs. Es
zeigt sich, dass die ermittelten Stabilitatswerte steigen, je hdher der Anteil des Poloxa-
mers 407 mit dem hochsten Molekulargewicht ist. Die Stabilitatswerte sinken, je héher der
Anteil des Poloxamers 124 mit dem niedrigsten Molekulargewichts ist. Auch ein steigender
Anteil an Poloxamer 188, dessen Molekulargewicht zwischen denen von Poloxamer 407 und
Poloxamer 124 liegt, fuhrt zu einer leichten Senkung der Stabilitdtswerte. Demnach zeigen
die Zubereitungen eine umso héhere Aufrahmungsstabilitét, je héher das mittlere Molekular-
gewicht der Poloxamermischung ist. Dies ist durch die erhdhte Viskositat dieser Zubereitun-
gen zu erklaren. Nach dem Stokesschen Gesetz ist die Aufrahmgeschwindigkeit bei hoherer
Viskositat der AuRenphase einer Emulsion verringert [Daniels, 2011 b]. Entsprechend dieses
Versuchsdesigns kann eine maximale Aufrahmungstabilitat von etwa 21 Tagen erreicht wer-
den.

68



4. Ergebnisse und Diskussion
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Abb. 36: Konturlinien der Stabilitat

Man kann feststellen, dass eine hohe Stabilitdt und niedrige Viskositat gegenlaufige Eigen-
schaften darstellen. Ist eine Zubereitung lange stabil, so ist die Viskositat hoher. Eine hohe
Stabilitat ist fir das Zweikammersystem grundsétzlich erstrebenswert, da es dadurch langer
verwendbar ist. Eine damit einhergehende hohe Viskositat wirkt sich dagegen negativ aus,
denn damit steigen die bendtigten Auspresskrafte beim Fordern durch den Mikromischer und
dies wirkt sich wiederum auf die Pumpfahigkeit aus. Im Umkehrschluss wirkt sich eine nied-
rigviskose Zubereitung positiv auf die Auspresskréfte und die Pumpfahigkeit aus, zeigt dage-
gen eine niedrige Stabilitdt und kann daher nicht lange verwendet werden.

69



4. Ergebnisse und Diskussion

4.1.2.1.3 Uberprufung der Vorhersageformel

Entsprechend der von der Software generierten Werte werden drei Zubereitungen mit niedri-
ger, mittlerer und hoher Viskositat ausgewahlt. Die Poloxamerzusammensetzungen dieser
Zubereitungen sind in Tabelle 4-2 dargestellt. Es wird nun Uberpruft, ob die mit Hilfe der Al-
gorithmen (Vorhersageformel) von jmp berechneten Stabilitéts- und Viskositatswerte mit de-

nen der tatsachlich gemessenen Werte der Zubereitungen utbereinstimmen.

Tabelle 4-2: Poloxamerzusammensetzung der Formulierung mit niedriger, mittlerer und hoher Viskositat

Formulierung Poloxamer Poloxamer Poloxamer Massenbezog.
mit 407 188 124 Mittelwert des

Molekulargewichts

niedriger 34,00 % 26,79 % 39,21 % 7330
Viskositat

mittlerer 35,58 % 42,80 % 21,63 % 8508
Viskositat

hoher 27,45 % 69,71 % 2,84 % 9409
Viskositat

Die Uberpriifung der Vorhersageformel beziiglich der Stabilitat zeigt sich in Abb. 37. Die Zu-
bereitung mit niedriger Viskositat hat eine rechnerisch ermittelte Stabilitat von 4,0 Tagen. Die
in den Messungen experimentell ermittelte Stabilitat liegt ebenfalls bei 4,0 Tagen. Die beiden
Zubereitungen mit mittlerer und hoher Viskositat zeigen berechnete Werte von 9,1 und 12,9
Tagen und gemessene Werte von 8,3 und 12,3 Tagen. Es zeigt sich, dass die aus der Vor-
hersageformel generierte und die tatsachliche Stabilitdt gut Ubereinstimmen. Auch der aus
der Vorhersageformel generierte Viskositatsparameter stimmt mit dem experimentell ermit-
telten Viskositatsparameter gut Gberein. Hier sind die rechnerisch ermittelten und experimen-
tell gemessenen Viskositatswerte der niedrig viskosen Zubereitung bei 1,55 und 1,44, bei der
Zubereitung mittlerer Viskositat 2,77 und 2,85 und bei der Zubereitung mit hoher Viskositét
3,83 und 3,89 (Abb. 38). Es lasst sich also belegen, dass die mit Hilfe der Software generier-
ten Viskositats- und Stabilitdtswerte der Zubereitungen mit denen der experimentell ermittel-

ten Werte gut Ubereinstimmen.
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Abb. 37: Uberprufung der Vorhersageformel beziiglich der Stabilitat
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Abb. 38: Uberpriifung der Vorhersageformel beziiglich der Viskositét
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In den folgenden Untersuchungen werden diese drei PHIC Formulierungen mit niedriger,
mittlerer und hoher Viskositat verwendet und deren Effekt auf die Homogenitét bei Mischung
mit PPeX untersucht.
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4.2 Stabilitat
4.2.1 Physikalische Stabilitat von PPeX

4.2.1.1 Rheologische Untersuchungen

Um zu beurteilen, ob das FlieRverhalten Uber die Zeit gleich bleibt oder ob sich im Laufe der
Zeit Veranderungen zeigen, werden rheologische Messungen in einem Zeitraum von
12 Monaten durchgefihrt. Dabei werden Messungen nach 1 Tag, nach 2 und 4 Wochen und
nach 3,6,9 und 12 Monaten gewéhlt. Die Ergebnisse sind in Abb. 39 (PPeD), Abb. 41 (PPe)
und Abb. 43 (PPePr) dargestellt. Innerhalb einer Abbildung sind drei Diagramme dargestellt.
Jedes Diagramm zeigt das rheologische Verhalten innerhalb einer Probe tGiber den Messzeit-
raum.
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Abb. 39: Rheogramm der Lagerstabilitat von PPeD Uber 12 Monate, Zubereitung A, B und C =unabhén-
gige Experimente, n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung

Abb. 39 zeigt das FlieBverhalten von PPeD Uber den Zeitraum von 12 Monaten. Nach der

Herstellung zeigt sich das bereits beschriebene plastische Verhalten. Dieses bleibt Gber den

Messzeitraum von 3 Monaten erhalten und zeigt nur kleine Anstiege der Messkurve. Nach
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6 Monaten zeigt sich ein deutlicher Anstieg der FlieRgrenze und auch die Fliel3charakteristik
andert sich. Bei niedrigen Scherraten zeigt sich anfanglich ein deutlicher Anstieg der
Schubspannung, die mit steigenden Scherraten ein Maximum (bei ca. 12 1/s) erreicht, wie-
der abfallt und nédherungsweise in einem Plateau endet.
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Abb. 40: Viskogramm der Lagerstabilitat von PPeD Uber 12 Monate, Zubereitung A, n = 3, Fehlerbalken
als Standardabweichung

Betrachtet man das Viskogramm der Zubereitung A (Abb. 40), zeigt sich, dass alle Systeme
durchweg eine Scherverflissigung aufweisen, die mit zunehmender Scherrate abnimmt. Es
kommt zu einem scherbedingten Abbau vernetzter Strukturen. Nach 6 Monaten Lagerung
steigt die Viskositat der Proben deutlich an. Die Anderung der FlieBcharakteristik ist hier
auch zu erkennen. Die Scherverflissigung ist im vorderen Teil des Schaubildes abnehmend.
Im Bereich der Scherrate von 12 1/s kommt es zu einer zunehmenden Scherverflissigung,
die mit weiterer Steigerung der Scherrate wieder abnimmt. Aufgrund dieser Charakteristik
kann man von einem Bruch des Systems wéahrend der Scherung ausgehen. Mdglicherweise
kommt es zum Austritt von FlUssigkeit aus der Zubereitung, die beim Auftreten zu einer

nochmals starkeren Scherverfliissigung fiihrt, die dann langsam kleiner wird.

Makroskopisch gesehen zeigen die Zubereitungen mit der veranderten FlieRcharakteristik
Klumpenbildung bis hin zu einem teigigen Erscheinungsbild. Grund fur dieses Verdickungs-
phanomen ist das enthaltene Dimethylisosorbid. Dimethylisosorbid gehdrt zu den Isosorbid-
ethern. Diese lassen sich gut als Losungsvermittler [Schweig et al., 2011] bzw. stabilisieren-

de Losungsmittel [Horstmann et al., 1997] in halbfeste Formulierungen einarbeiten. Aller-
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dings zeigen auch einige Isosorbisether verdickende Eigenschaften [Cognis / jetzt BASF
Personal Care and Nutrition GmbH, 2006-2011]. Der Mechanismus dieser Verdickung ist in
der Literatur nicht beschrieben. Bei PPeD werden diese verdickenden Eigenschaften nach 6
Monaten sichtbar. Dieses Phanomen der deutlichen Viskositatserhohung mit einer deutlichen
Anderung der FlieRcharakteristik zeigt, dass sich die Struktur des Systems wahrend der La-
gerung verandert. Es kommt zu einer starkeren Ausbildung des Gelgerists. Dies ist fur die
Verwendung nachteilig zu bewerten. Nur innerhalb der ersten drei Monate ist diese Formulie-
rung tatsachlich im Zweikammersystem zur Anwendung zu bringen. Eine steigende Viskosi-

tat mit Inhomogenitaten macht das System fir den dauerhaften Einsatz unbrauchbar.

PPe

500

450

400

Schubspannung [Pa]
N
w
o

o]
[=1
(=}

=12 Monate
@9 Monate

[
w
o

6 Monate

lllllllllllllll -3 Monate

A4 Wochen

[
o
[=]

50 ......'.. & .-.‘.......-.- W2 Wochen
..-...- ®1Tag
.-IIIHI
.l...
0 ‘ . . : . . .
0 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100

Scherrate [1/s]

B C

s w
=] =}
=1 S
3 w
=} =}
S S

w
=}
S
w
o
o

¥
=}
=]
5]
=3
=]

Schubspanung [Pa]
Schubspannung [Pa]

*iﬂﬁillll-n-"..“..n.-ullnxnlnlun-ul
10 -# T T 100 0828228820882088%
_-‘;;;;;;ii;a:;iaiii;;ii;i:...-.--.--'H Ig=:::;:::i:lﬂlllillﬂlllnnill -
gano

o 9%% o |wes®
0 Scherrate [1/s] 50 100 0 Scherrate [1/s] 50 100

Abb. 41: Rheogramm der Lagerstabilitdt von PPe Uber 12 Monate, Zubereitung A, B und C = unabhangi-
ge Experimente, n = 3 Fehlerbalken als Standardabweichung

Das rheologische Verhalten von PPe Uber den Zeitraum von 12 Monaten ist in Abb. 41 dar-
gestellt. Die Zubereitungen zeigen alle innerhalb der ersten 3 Monate plastisches Flie3ver-
halten, das sehr konstant beibehalten wird. Ab 6 Monaten Lagerzeit kommt es zu einer leich-
ten Erhohung der FlieRgrenze. Anderungen der FlieRcharakteristika sind hier nicht zu erken-

nen. Die Viskositat steigt nur leicht (Abb. 42). Eine Ausnahme stellt der 6-Monatswert der
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Zubereitung B dar. Wahrend sich im Diagramm von Zubereitung B alle Messreihen Uber den
Messzeitraum von 12 Monaten kaum verdndern, zeigt die Messreihe nach 6 Monaten eine
deutlichere Erh6hung der Flie3grenze, die Messkurve ist gestiegen und zeigt auch eine
leichte Veranderung der Fliel3charakteristik.

Zusammenfassend kann man allerdings festhalten, dass PPe Uber den Zeitraum von 12 Mo-
naten nur eine kleine Erhéhung der Viskositéat zeigt. Daher ist PPe fir die Lagerung tber 12
Monate PPeD deutlich zu bevorzugen.
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Abb. 43: Rheogramm der Lagerstabilitat von PPePr Uiber 12 Monate, Zubereitung A, B und C = unabhan-
gige Experimente, n = 3 Fehlerbalken als Standardabweichung

Abb. 43 zeigt das rheologische Verhalten von PPePr im Zeitraum von 12 Monaten. Auch hier
zeigt sich im Bereich der ersten 4 Wochen keinerlei Verdnderung des plastischen Verhal-
tens. Allerdings zeigt sich bereits nach 3 Monaten ein leichter Anstieg der Messkurve, der
sich innerhalb von 12 Monaten Lagerung nur noch gering erhdht. Auch eine Veranderung
der FlieRcharakteristik, wie dies bei PPeD zu beobachten ist, kann hier nur in wenigen Fallen
und in geringerem Ausmal} beobachtet werden. Der 12-Monatswert der Formulierung B zeigt
eine gewisse Veranderung der FlieRcharakteristik. Das Diagramm der Formulierung C zeigt
einen deutlich erhéhten 3-Monatswert mit veradnderter FlieRcharakteristik. Auch der 9-
Monatswert zeigt hierzu Tendenzen, liegt aber deutlich unter dem 3-Monatswert. Insgesamt
steigt die Viskositat Uber die Lagerzeit von 12 Monaten nur leicht an. Auch PPePr ist fur die

Lagerung deutlich besser geeignet als PPeD.

Betrachtet man die Lagerstabilitdtswerte, so wird deutlich, dass PPeD aufgrund des enthal-
tenen Dimethylisosorbids Uber die Lagerzeit von 12 Monaten sehr unglnstige Veranderun-

gen der Rheologie zeigt. Innerhalb der ersten 3 Monate zeigen sich keine Verdnderungen
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des Rheogramms. Allerdings kommt es nach 6 Monaten zu einem deutlichen Anstieg der
Viskositat mit einer Veranderung der FlieRcharakteristik; das System zeigt Verdickung. Da-
her ist PPeD nicht fur die Verwendung im Zweikammersystem uber einen Zeitraum von 12
Monaten geeignet, da hierdurch die Auspresskrafte ansteigen konnen und die Pumpféhigkeit
der Zubereitung geféahrdet ist. PPe zeigt hier eine deutlich gunstigere Prognose. Hier kommt
es nach 6 Monaten Lagerung nur zu einer geringen Zunahme der Viskositat und es zeigt
kaum Veranderungen der Flie3charakteristik. Auch PPePr zeigt sich PPeD deutlich tberle-
gen. Hier kommt es nach 3 Monaten zu einem geringen Anstieg der Messkurve. Auch hier
sind kaum Veranderungen der Flie3charakteristik Gber die Lagerung von 12 Monaten zu ver-
zeichnen. PPe und PPePr zeigen ein ahnliches rheologisches Verhalten innerhalb von 12
Monaten. Daher sind beide Zubereitungen fir die Verwendung im Zweikammersystem deut-

lich besser geeignet als dies bei PPeD der Fall ist.

4.2.1.2 Mikroskopisch und polarisationsmikroskopische Untersuchung

Abb. 44: Mikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen von PPeX nach 12 Monaten La-
gerung

Betrachtet man die mikroskopischen Aufnahmen nach Lagerung der Zubereitungen PPeX
von 12 Monaten (Abb. 44), so lassen sich keine Unterschiede zur Untersuchung der Zuberei-
tungen 1 Tag nach der Herstellung feststellen (Abb. 31). Es sind nach wie vor Poloxamermo-
lekdle zu runden bzw. réhrenférmigen Strukturen zusammengelagert. Auch in den polarisa-
tionsmikroskopischen Aufnahmen lassen sich noch einige Texturen feststellen. Diese sind
allerdings nicht mehr so ausgepragt. Innerhalb der Lagerung muss es also zu einer Struktur-
veranderung kommen, die mit einer Verminderung der Anisotropie einhergeht. Ein Auskris-

tallisieren von Poloxamermolekilen musste mit einer Verstarkung der Kristallinitat und somit
78



4. Ergebnisse und Diskussion

mit einer starkeren Anisotropie einhergehen. Da dies nicht der Fall ist, kann das Auskristalli-
sieren von Poloxamermolekulen ausgeschlossen werden. Moglicherweise kommt es im Lau-
fe der Lagerung zu einer verstarkten Solvatation der Tensidaggregate, die die Abnahme der
Texturauspragung erklart.

4.2.1.3 Einfluss einer Rehomogenisierung

Da die Viskositat von PPe und PPePr wahrend der Lagerung nur wenig zunimmt, wird mit
Hilfe einer Rehomogenisierung untersucht, inwieweit eine einmalige Rehomogenisierung die
Viskositat senken kann und wie sich die Viskositat nach diesem Vorgehen Uber die weitere
Lagerzeit verandert. Hierfur werden Proben nach einer Lagerung von 6 Monaten mit einem
Spatel solange homogenisiert, bis ein homogenes Aussehen resultiert. Diese Proben werden
direkt nach der Rehomogenisierung sowie 2 und 4 Wochen und 3 und 6 Monate nach der
Rehomogenisierung rheologisch, mikroskopisch und polarisationsmikroskopisch untersucht.
Dies soll auch eine Abschéatzung ermdglichen, inwieweit der Gebrauch des Zweikammersys-
tems eine Scherung generiert, die die Viskositat beeinflusst. Es werden hier nun die Ergeb-
nisse der Untersuchung von PPe vorgestellt.
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Abb. 45: Rheologische Untersuchung von PPe nach Herstellung, nach 6 Monaten Lagerung und nach
Rehomogenisierung, Zubereitung A, B und C = unabhangige Experimente, n = 3 Fehlerbalken
als Standardabweichung
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In Abb. 45 sind alle drei Diagramme der Untersuchungen nach Rehomogenisierung von PPe
dargestellt. Jedes Schaubild stellt den Rheologieverlauf einer Probe dar. Dabei sind in weil3
jeweils die Messreihen der 1 Tages- und des 6-Monatsmesswertes dargestellt. Die ausgefull-
ten Symbole stellen die Werte direkt nach der Rehomogenisierung, nach 2 und 4 Wochen
sowie nach 3 und 6 Monaten nach der Rehomogenisierung dar. In allen drei Diagrammen ist
zu erkennen, dass die Rehomogenisierung die Fliel3grenze unter die Flie3grenze des 6-
Monatswerts senkt. Die Messkurven liegen aber alle héher als die des 1-Tagesmesswerts.
Im weiteren Verlauf der Lagerung nach der Rehomogenisierung kommt es nach 3 Monaten
wieder zu einem Anstieg der Flie3grenze. Bei Formulierung A und C steigen die Messkurven
der Zubereitungen, die 3 Monate nach der Rehomogenisierung vermessen wurden, Uber die
6-Monatsmesskurve hinaus. Nur bei Formulierung B bleiben alle Messkurven auch 6 Monate

nach der Rehomogenisierung zwischen der 1-Tages- und der 6-Monatsmesskurve.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine einmalige Rehomogenisierung die Flie3gren-
ze der Zubereitungen senken kann. Es gelingt allerdings nicht, die Messkurve der Zuberei-
tung grundsétzlich zu senken und die Messkurve der Zubereitung 1 Tag nach Herstellung zu
erreichen. Die Struktur wird daher durch eine Rehomogenisierung nur geringfiigig verandert
und bleibt weitgehend erhalten. Auch mikroskopische und polarisationsmikroskopische Be-

obachtungen bestétigen diese Erkenntnis.

PPe 1 Tag PPe 6 Monate PPe rehomogen|3|ert

Abb. 46: Mikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen von PPe, Zubereitung nach

Herstellung, nach 6 Monaten Lagerung und nach Rehomogenisierung

In Abb. 46 sind die mikroskopischen und polarisationsmikroskopischen Aufnahmen von PPe

nach Herstellung, nach 6 Monaten Lagerung und direkt nach der Rehomogenisierung zu
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erkennen. In den mikroskopischen Aufnahmen ist die Poloxamer-Aggregatsstruktur in allen
Zubereitungen zu erkennen. Bei den polarisationsmikrokopischen Aufnahmen sind dagegen
Unterschiede zu erkennen. Wahrend die Zubereitung direkt nach der Herstellung sehr starke
Texturen in Form von Malteserkreuzen zeigt, sind diese nach 6 Monaten nur noch schwach
zu erkennen. Auch die Rehomogenisierung kann dieses Erscheinungsbild nicht revidieren.
Die Struktur hat sich im Verlauf so verandert, dass eine einmalige Scherung nicht den Aus-
gangszustand wieder herstellen kann. Wie bereits in Kapitel 4.2.1.2 angesprochen, kommt
es mdoglicherweise im Laufe der Lagerung zur vermehrten Solvatation der Poloxameraggre-

gate, die durch die Rehomogenisierung nicht beeinflusst werden kann.
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4.2.2 Chemische Stabilitdt von ALA in PPeX und Thermogel

Beim Abbau von ALA entstehen diverse Abbauprodukte. DHPY und PY zeigen eine Gelbfar-
bung. Bei PBG, das unter anaeroben Bedingungen gebildet wird, wird von einer roten Far-
bung ausgegangen. Die untersuchten Zubereitungen zeigen alle eine Gelbfarbung, was als
Mal3 fur das Anfallen der Abbauprodukte DHPY und PY verwendet wird. Fir die Stabilitats-
untersuchungen von ALA in PPeX und Thermogel werden daher die Gelbfarbungen der Zu-
bereitungen zur Bestimmung der Stabilitét verwendet. Daflr wird ausgenutzt, dass bei einem
weil3en Bild der Zentralwert einen hohen Wert annimmt. Die Helligkeitswerte aller drei Farb-
kanéle Rot, Griin und Blau (RGB) sind gleich, sodass der Zentralwert diesen Wert annimmt.
Dieser liegt bei einem ideal-weil3en Bild bei 255, der oberen Grenze des Histogramms. Ein
gelbes Bild ist durch das Absinken des Helligkeitswerts im Farbkanal Blau und auch im
Farbkanal Griin gekennzeichnet. Dadurch sinkt der Zentralwert eines gelben Bildes im Ver-
gleich zu einem weil3en Bild. FiUr die Untersuchung werden die gelagerten Zubereitungen mit
ALA und jeweils die Zubereitung ohne ALA vermessen. Bei Eintreten der Gelbfarbung sinkt
der Zentralwert im Vergleich zur wei3en ,Leerformulierung“ ab. Die Differenz aus Nullwert
und Messwert wird berechnet und aufgetragen. Ein hoher Wert steht fiir ein hohes Maf3 an

Abbauprodukten.

In dieser Arbeit wurden auch HPLC-analytische Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich ein Stdrpeak durch ein nicht identifiziertes Abbauprodukt. Daher konnte die Stabilitat
von ALA in Thermogel nicht gemessen werden. Und auch bei der Untersuchung von PPeX
zeigten sich beim 9-Monatswert Storpeaks. Hier kommt es beim 9-Monatswert zu einem ge-
stiegenen ALA-Wert. Daraufhin wurde die Untersuchung abgebrochen und verworfen. Die
Untersuchung der Stabilitdt von ALA stellt aufgrund der verschiedenen Abbauprodukte und
—wege, die sich je System unterscheiden kénnen, grundséatzlich eine Herausforderung dar
[Butler et al., 1992]. Auch von der Arbeitsgruppe in Braunschweig, die das Thermogel ent-
wickelt hat und 2007 vorstellte, sind keine belastbaren Stabilitdtsdaten von ALA im Thermo-

gel publiziert.

Abb. 47 zeigt, wie beschrieben, die Differenz der Zentralwerte von Leerwert und 2 %igen
Zubereitungen, die 4 Wochen bei 5, 25 und 40 °C gelagert werden. Bei PPe, PPePr und
Thermogel lasst sich erkennen, dass mit steigender Lagertemperatur die Werte ansteigen.
Das bedeutet, dass, wie in der Literatur beschrieben, mit steigender Lagertemperatur die
Abbaureaktion schneller ablauft und somit mehr Abbauprodukte anfallen [McCarron et al.,
2005]. Bei PPeD kann hier kein Trend gesehen werden. Die Werte sind sehr klein und
schwanken um den Wert 0. Vergleicht man die verschiedenen Zubereitungen, so ist zwi-
schen den Zubereitungen, die bei 5 °C gelagert wurden, noch kein Unterschied zu erkennen.

Die bei 25 °C gelagerten Proben zeigen bereits einen leichten Trend in aufsteigender Rei-
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henfolge: PPeD, PPe, PPePr und Thermogel. Verdeutlicht wird dies nochmals durch die Er-
gebnisse der Proben, die bei 40 °C gelagert werden. PPe zeigt mit einem Wert von 3,7
schon einen deutlichen Anstieg der Gelbfarbung, gefolgt von PPePr mit einem Wert von 9,3.
Der deutlichste Anstieg ist beim Thermogel zu sehen. Hier zeigt ein Wert von 35,0 einen
massiven Anstieg der Gelbfarbung, die mit dem Anstieg an Abbauprodukten gleichzusetzen
ist. Bei PPeD ist noch kein grof3er Unterschied zur Leerkontrolle zu messen. Es zeigt sich
hier sogar ein negativer Wert. Zusammenfassend lasst sich bereits nach 4 Wochen Lage-
rung zeigen, dass ALA den geringsten Hinweis auf Stabilitat im Thermogel aufweist. PPeD
zeigt den geringsten Wert und damit die beste Stabilitat, gefolgt von PPe und PPePr. Damit
zeigt sich bereits, dass PPe und PPeD die Zubereitungen sind, die die hdchste Stabilitat fur

ALA erwarten lassen.

40

w
(3}

w
o

N
(€3]

N
o

5°C
@25 °C
m40°C

=
(&)}

(=Y
o

o1
—
—

Differenz Zentralwert (Nullwert-Messwert)

o
1
—

PPe PPeD PPePr Thermogel

Abb. 47: Stabilitditsmessung: Differenz des Zentralwerts von Nullwert und Messwert von ALA in PPeX
und Thermogel nach 4 Wochen bei Lagertemperaturen von 5, 25 und 40 °C; n = 3, Fehlerbalken

als Standardabweichung

Die gezeigten Ergebnisse werden noch verdeutlicht, wenn man die Ergebnisse in Abb. 48
und Abb. 49 betrachtet. Hier werden PPeX 13 Monate bei 25 °C gelagert. Thermogel wird
hingegen nur 7 Monate ebenfalls bei 25 °C gelagert. Makroskopisch ist eine starke Gelbfar-
bung des Thermogels zu erkennen (Abb. 48). Bei PPe ist keine Gelbfarbung, bei PPeD nur
eine leichte und bei PPePr eine deutliche Gelbfarbung zu sehen. Dies bestéatigen auch die
Zentralwertmessungen in Abb. 49. Thermogel zeigt nach nur 7 Monaten den hoéchsten Wert

und damit den héchsten Gehalt an Abbauprodukten. Die Werte von PPeX sind, obwohl sie
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13 Monate gelagert wurden, deutlich geringer als die des Thermogels. Unter den drei PPeX-
Formulierungen zeigt PPe wieder einen kleinen Wert, wahrend PPePr ein signifikant héheres
Ergebnis zeigt. PPeD ist zwischen PPe und PPePr einzuordnen, welches allerdings nicht

signifikant ist.

Thermogel

Abb. 48: Gelbfarbung der Zubereitungen PPeX und Thermogel mit ALA nach Lagerung bei 25 °C nach
13 Monaten (PPeX) und 7 Monaten (Thermogel) Lagerung
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Abb. 49: Stabilitditsmessung: Differenz des Zentralwerts von Nullwert und Messwert von ALA in PPeX

und Thermogel nach 13 Monaten (PPeX) und 7 Monaten (Thermogel) Lagerzeit bei 25 °C; n = 3,

Fehlerbalken als Standardabweichung, * Statistische Signifikanz (p < 0,05)
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass PPeX als Vehikel fur die Stabilitdt von ALA deut-
lich vorteilhafter erscheint. Die in nicht-wassrigen Vehikeln beschriebene vorkommende
Enolform von ALA [Gander et al., 2003] zeigt auch hier eine Stabilisierung und verlangsamte
Dimerisierung und damit einen langsameren Abbau von ALA. Die Lagerung in einem nicht-
wassrigen System hat einen positiven Einfluss auf die Wirkstoffstabilitat. Thermogel zeigt
bereits nach 4 Wochen Lagerung bei 40 °C einen deutlichen Anstieg an gelb gefarbten Ab-
bauprodukten, was auf den enthaltenen Anteil an Wasser in der Formulierung zurtickzuftih-
ren ist. Dadurch liegt das Anion von ALA im Thermogel vor, welches eine schnellere Dimeri-
sierung zeigt als die in PPeX vorkommende Enolform. Damit ist die Stabilitdt von ALA im
Thermogel der in PPeX unterlegen. Betrachtet man die verschiedenen PPeX-
Formulierungen, so zeigt PPePr die deutlichste Instabilitat. Auch PPeD zeigt eine starkere
Gelbfarbung als PPe. Daraus kann man schliel3en, dass der Gehalt von 10 % Propylenglykol
und 10 % Dimethylisosorbid die Stabilitdt des Wirkstoffs im System PPe verschlechtert. Die
Untersuchungen zeigen daher, dass PPe die beste Formulierung fiir die Stabilitdt von ALA

darstellt.

Aus den prasentierten Ergebnissen lassen sich keine quantitativen Aussagen ableiten. Be-
trachtet man die verworfenen HPLC-Untersuchungen, kénnen diese allerdings zur Abschat-
zung der Stabilitéat von ALA in den beschriebenen Systemen dienen (Abb. 50). Wéahrend der
ersten 6 Monate Lagerzeit zeigt das Diagramm von ALA in PPeX eine Kinetik nullter Ord-
nung. Bei Reaktionen nullter Ordnung ist die Reaktion abhangig von einer Komponente. In
diesem Fall kdonnte dies Sauerstoff sein, da der Grad der Oxygenierung nicht beeinflusst
wurde. Der Grad der Oxygenierung begunstigt den Abbau von ALA, da Sauerstoff fir die
Oxidation von DHPY zu PY verantwortlich ist. Damit stellt die Oxidation den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt des Abbaus dar. Ab dem 9-Monatsmesswert kdnnten relevante
Mengen am stdrenden Abbauprodukt anfallen und die Analytik stéren. Man kann daher ab-
schatzen, dass in einem Lagerzeitraum von 6 Monaten noch etwa 60 % der urspringlichen

Menge von ALA vorhanden sind.

Prinzipiell ist eine Aufklarung der Abbauprodukte im jeweiligen System notwendig, um die
Stabilitat entsprechend zu untersuchen. Zudem ist der Vergleich der Stabilitdten von ALA in
PPeX und in Thermogel nur unter der Voraussetzung mdglich, dass die gleichen Abbaupro-
dukte anfallen. Der Grad der Oxygenierung wurde in allen Zubereitungen nicht beeinflusst.
Es liegt also in allen Zubereitungen Sauerstoff fir die Oxidation von DHPY zu PY vor. Alle

Zubereitungen zeigen daher auch eine Gelbfarbung.
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Abb. 50: HPLC-analytische Untersuchung der Stabilitat von ALA in PPeX und Thermogel; n = 3;

Fehlerbalken als Standardabweichung
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4.3 Untersuchung der Homogenitat bei Mischung mit dem Mikromischer
Die Homogenitat bei Mischung von PPe mit PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat
wird mittels zwei unterschiedlicher Methoden untersucht. Bei der Uberprifung der Farbho-
mogenitat werden die Zubereitungen gelb bzw. blau eingefarbt. Uber Aufnahmen der Misch-
bilder sowie Negativ- und Positivkontrolle wird die Mischungsglte Uber die Auswertung der
Helligkeitswerte an definierten Punkten einer Probe berechnet. Bei der Uberpriifung der Ge-
haltseinheitlichkeit werden die Zubereitungen nicht eingefarbt. PPe enthalt hingegen den
Wirkstoff. Fir die Untersuchung wird eine Mischungsprobe in 3 Analysenproben unterteilt,
der Gehalt des Wirkstoffes in den Analysenproben analysiert und daraus die Mischungsgute

ermittelt.

4.3.1 Uberpriufung der Farbhomogenitat
Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Homogenitat bei Mischung von PPe mit
PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat mittels Uberpriifung der Farbhomogenitat dar-

gestellt.

4.3.1.1 Rheologie und Auspresskréafte

Da bei der Mischung von PPe und PHIC durch den Mikromischer die Zubereitungen durch
den Mikromischer geférdert werden und flieBen, kommt der Untersuchung der Viskositat der
Zubereitung wichtige Bedeutung zu. Daher werden die Kompontenten PPe und PHIC sowie
eine homogene Mischung aus PPe + PHIC (1+1) rheologisch vermessen. Dies gibt Auf-
schluss dartber, ob die zu mischenden Komponenten &hnliche FlieBeigenschaften aufwei-
sen und wie die FlieReigenschaften der Mischungen sind. So kann der Mischprozess besser

verstanden werden.
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Abb. 51: Viskositatsparameter nach Herschel-Bulkley von PPe, PHIC niedriger, mittlerer und hoher Vis-
kositat und der homogenen Mischung PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositét;

n = 3 - 6, Fehlerbalken als Standardabweichung

Die Ergebnisse der rheologischen Untersuchung sind in Abb. 51 dargestellt. Es wird deutlich,
dass die Viskositaten der PHIC-Zubereitungen in der erwarteten Reihenfolge ansteigen. Die
Viskositat von PPe liegt deutlich unter den Viskositaten von PHIC. Die Viskositaten der ho-
mogenen Mischung liegen nochmals tiefer. Dies bedeutet, dass beim Mischen von PPe mit
PHIC die Viskositat der Mischung sinkt. Dies liegt daran, dass sich die Gelstruktur von PPe

bzw. die Cremestruktur von PHIC beim Mischen auflost.
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Abb. 52: Auspresskrafte der Mischung PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat sowie der
Einzelkomponenten PPe (PPe + PPe), PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat (PHIC +
PHIC) und der homogenen Mischung PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositéat (Mi-

schung + Mischung); n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung

Zum Mischen von PPe mit PHIC mittels Mikromischer werden diese mit konstanter Ge-
schwindigkeit gefordert. Dafiir werden die Zubereitungen nach der Herstellung jeweils in eine
Spritze gefillt. Je eine Spritze geflllt mit PPe- und PHIC-Zubereitung werden mittels Luerlok-
Aufsatz auf den Mikromischer aufgeschraubt. Die Vorrichtung wird gemanR Kapitel 3.2.5.1 am
Materialtester Zwick befestigt. Dessen Messarm fahrt nach unten und beférdert die Spritzen-
kolben und damit die Zubereitungen durch den Mikromischer. Die gemischte Zubereitung
wird extrudiert und die Auspresskraft dabei ermittelt. Um den Einfluss der verschiedenen
Komponenten zu ermitteln, werden neben den Auspresskraften der Mischung PPe + PHIC
zusatzlich die Auspresskréafte der Einzelkomponenten PPe und PHIC jeweils niedriger, mitt-
lerer und hoher Viskositat bestimmt. Daflr werden durch beide Zufuhrgadnge die gleichen
Zubereitungen zugefihrt, also PPe und PPe bzw. PHIC und PHIC. Darluber hinaus werden
die Auspresskréfte von zuvor homogenisierten Mischungen von PPe + PHIC niedriger, mitt-
lerer bzw. hoher Viskositat (1+1) bestimmt (homogene Mischung und homogene Mischung).
Die Ergebnisse sind in Abb. 52 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Auspresskréfte der
Einzelkomponenten PHIC von PHIC niedriger Viskositat bis PHIC hoher Viskositat anstei-
gen. Die benotigte Auspresskraft der Einzelkomponente PPe liegt unter den Auspresskraften

der PHIC-Zubereitungen. Die Auspresskrafte der homogenen Mischungen sind am niedrigs-
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ten. Es zeigt sich, dass die Auspresskréfte und die ermittelten Viskositaten die gleiche Ten-
denz aufweisen. Hat eine Zubereitung eine hohe Viskositat, so steht dem Fliel3vorgang ein
hoher innerer Widerstand entgegen. Um diese Zubereitung durch den Mikromischer zu for-
dern, ist daher eine héhere Auspresskraft notwendig, da der innere Widerstand tberwunden
werden muss. Bei niedrigviskoseren Zubereitungen ist der innere Widerstand, der dem Flie-
3en entgegengesetzt wird, niedriger. Daher ist fur das Férdern durch den Mikromischer auch
eine geringere Auspresskraft notwendig. Betrachtet man die Auspresskrafte der Mischungen
PPe + PHIC zeigen sich entsprechend der PHIC-Zubereitungen steigende Auspresskrafte
von PPe + PHIC niedriger Viskositat zu PPe + PHIC hoher Viskositat. Diese Auspresskréafte
liegen jeweils zwischen der Auspresskraft von PPe und dem entsprechenden PHIC. Wie die
resultierenden Auspresskrafte bei der Mischung von PPe und PHIC zustande kommen, wird

in Kapitel 4.3.1.3 néher beleuchtet.

4.3.1.2 Homogenitatsuntersuchungen

Fur die Untersuchung der Homogenitat mittels Uberprifung der Farbhomogenitat werden die
Mischungen, die durch den Mikromischer gemischt werden, die jeweiligen Einzelkomponen-
ten PPe (gelb eingefarbt), PHIC (blau eingefarbt) und einer homogene Mischung aus PPe +
PHIC (1+1), die als Positivkontrolle dienen, fotografiert und ausgewertet. Aul3erdem werden
Aufnahmen zweier ungemischter parallel liegender Strange ermittelt. Diese dienen als Nega-

tivkontrolle bei der Bildauswertung.

B 0

PHIC (blau) / PPe (gelb) Positivkontrolle: Negativkontrolle:
Homogene Mischung Inhomogene Mischung

Mischung: PPe + PHIC Mischung: PPe + PHIC Mischung: PPe + PHIC
niedrige Viskositat mittlere Viskositat hohe Viskositat

Abb. 53: aufgenommene Bilder der Homogenitatsuntersuchung PPe + PHIC niedriger, mittlerer und ho-
her Viskositat mittels Farbhomogenitat, Positiv- und Negativkontrolle
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Abb. 53 zeigt von den Mischungen PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositét, die
mittels Mikromischer gemischt werden, jeweils eine Aufnahme sowie die Positiv- und Nega-
tivkontrollen. Es ist zu sehen, dass die Mischung PPe + PHIC niedriger Viskositat kein vollig
homogenes Erscheinungsbild zeigt. Man sieht bereits in weiten Teilen die griine Mischfarbe,
die entsteht, wenn PPe (gelb) und PHIC (blau) gemischt werden. Im oberen Teil des Bildes,
vor allem in der rechten Ecke, ist deutlich zu erkennen, dass beide Komponenten nicht ideal
gemischt wurden, sondern gelbe Inseln vorliegen. Bei den Mischungen PPe + PHIC mittlerer
und hoher Viskositét ist der makroskopische Eindruck der Mischungsgite schon deutlich
besser. Optisch sind der grine Farbeindruck der Mischfarbe sowie ein homogenerer Ein-
druck vorherrschend. Im oberen Teil ist noch das Vorhandensein von PPe als gelber Schlei-

er zu erkennen, als Hinweis darauf, dass keine vollstandige Homogenitat vorliegt.
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Abb. 54: Homogenitaten der Mischungen PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat mittels
Uberprufung der Farbhomogenitéat: n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung; drei Balken

stellen jeweils Ergebnisse unabhéngier Experimente dar

Abb. 54 gibt die dazugehdrigen Homogenitatswerte der Bildauswertung wieder. Es ist zu
sehen, dass die Ergebnisse aller drei Mischungsexperimente von PPe und PHIC niedriger
Viskositat sehr einheitlich im Bereich um 60 % liegen. Diese Mischung weist im Durchschnitt
eine Homogenitat von 62,5 % auf. Bei der Mischung PPe + PHIC mittlerer Viskositat sind die
Werte in den Mischungsexperimenten mit 98,4 %, 62,7 % und 90,5 % deutlich inhomogener,
sodass die Homogenitat im Durchschnitt bei 83,9 % liegt. Die Homogenitét ist damit schon

verbessert im Vergleich zu der Mischung PPe + PHIC niedriger Viskositat. Allerdings liefern
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die Mischungsexperimente sehr uneinheitliche Ergebnisse. Im Mischungsbild liegen homo-
gene und inhomogenere Bereiche vor. Je nach Bildaufnahme kdénnen hier homogene und
inhomogenere Bereiche erfasst werden und ergeben daher eine mittlere Mischungsgiite. Bei
der Mischung von PPe + PHIC hoher Viskositat ist die Homogenitat weiter verbessert und
schwankt mit Werten von 96,7 %, 88,3 % und 92,2 % nur wenig um den Durchschnittswert
von 92,4 %. Damit liegt hier in allen vermessenen Bildflachen eine homogene Verteilung vor,
sodass die Vermessung aller unabhangigen Experimente einheitlich sehr gute Homogeni-
tatswerte liefert.

Tabelle 4-3: Differenz der Auspresskréfte der zu mischenden eingefarbten Einzelkomponenten

PPe / PHIC PPe / PHIC PPe / PHIC
niedrige Viskositat  mittlere Viskositat hohe Viskositat

A Viskositatsparameter 0,8 2,49 3,52
(PPe / PHIC)

Steigung des Rheogramms nach Linea-
risierung Herschel-Bulkley

A Fauspress (PP€ / PHIC) [N] 52,1 179,7 257,4

Tabelle 4-3 zeigt die Differenz der Viskositaten sowie der Auspresskrafte der zu mischenden
Einzelkomponenten. Dies legt nahe, dass die Homogenitat der Mischungen steigt, je unglei-
cher die Viskositaten und Auspresskrafte der zu mischenden Komponenten sind. In der Lite-
ratur wird beschrieben, dass das Mischen von Fluiden unterschiedlicher Viskositaten
schlechtere Mischergebnisse liefert, je hoher die Unterschiede sind. Die zu mischenden
Komponenten verandern die FlieRgeschwindigkeiten. Die viskosere Flussigkeit nimmt eine
gréBere Querschnittsflache ein und verdrangt die niedrigviskosere Flissigkeit zu einem dun-
nen Strang. Die viskosere Flissigkeit wird langsamer, die niedrigviskosere Flussigkeit wird
schneller. Dadurch entsteht ein Druckgleichgewicht in der Grenzflache. Der Fluss ist stabil
und die Mischungseffizienz gering, sofern der Fluss nicht destabilisiert wird [Liu et al., 2004,
Xia et al.,, 2010]. Ein schlechteres Mischungsergebnis bei groReren Unterschieden in der

Viskositat kann hier allerdings nicht bestatigt werden.

Beim vorliegenden Mischungsexperiment liegen die zu mischenden Komponenten jeweils in
einer Spritze vor. Beide Spritzenkolben werden vom Materialtester Zwick mit konstanter Ge-
schwindigkeit gefordert. Die Kanalfuhrung im Mikromischer ist in Abb. 55 zu sehen. Rechts
und links erfolgt die Zufuhr der Komponenten, die bis zum Beginn des Mischkanals separat
gefordert werden. Mit Beginn des Mischkanals treffen die Komponenten aufeinander und

werden gemeinsam geférdert und gemischt. Werden PPe und PHIC miteinander vermischt,
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so kommt es zum Auflésen beider Komponenten. Treffen beide Komponenten im Mischkanal
aufeinander, so sinkt die Viskositat der Mischung durch den Aufldsevorgang von PPe und
PHIC in der Grenzflache ab.

Abb. 55: Aufsicht auf den Mikromischer

In Mikromischern liegen die Reynoldszahlen ublicherweise unter 100, sodass laminare Stro-
mung in den Mischkanélen vorherrschend ist, sofern diese nicht durch FlieBhindernisse in
chaotische Advektion umgewandelt werden. Werden statt Fluiden halbfeste Zubereitungen
verwendet, die sich durch plastisches FlieRverhalten mit deutlich hdheren Viskositaten aus-
zeichnen, sind die Reynoldszahlen deutlich niedriger. Dadurch ist das Entstehen chaotischer

Advektion durch die eingebaute Rillenstruktur im vorliegenden Mikromischer erschwert.

Bei der Mischung PPe + PHIC niedriger Viskositéat liegt bei PPe eine leicht niedrigere Visko-
sitat vor als bei PHIC niedriger Viskositat. Auch die Auspresskrafte der Einzelkomponenten
unterscheiden sich. Es liegt eine Differenz der Auspresskrafte von 52,1 N vor (Tabelle 4-3).
Wie bereits beschrieben, entsteht in der Grenzflache ein Druckgradient. der den stabilen
Fluss beider Komponenten nicht beeintrachtigt. Die Zubereitungen werden aufgrund der
niedrigen Reynoldszahlen nebeneinander gefordert und kaum miteinander vermischt. Dem-
nach bleibt das Flie3en der beiden Komponenten bei der Mischung PPe + PHIC niedriger
Viskositat weitgehend stabil, die resultierende Homogenitat liegt bei 62,5 %. Chaotische Ad-
vektion findet nur unzureichend statt. Die Mischung erfolgt hauptsachlich durch Diffusion und
den Aufldsevorgang von PPe und PHIC in der Grenzflache.

Bei PPe + PHIC mittlerer und hoher Viskositét ist der Unterschied der Viskositaten sowie die
Differenz der Auspresskrafte der Einzelkomponenten der beiden Zubereitungen gréRRer als
bei PPe + PHIC niedriger Viskositat. Daher entsteht ein grof3erer Druckgradient in der Grenz-
flache. Da es an der Grenzflache zum Aufldsevorgang der Komponenten kommt und die
Viskositat sinkt, kommt es hier aufgrund des héheren Druckgradienten, zum Kollabieren des
stabilen Flusses beider Komponenten. An den Rillenstrukturen des Mikromischers kommt es
dadurch zu chaotischer Advektion oder sogar zu Turbulenzen. Dies fihrt zu einer besseren

Homogenisierung der Proben. Die Homogenitat ist dabei umso besser, je héher der Druck-
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gradient in der Grenzflache ist. Bei PPe + PHIC mittlerer Viskositat ist die Viskositatsdiffe-
renz sowie die Differenz der Auspresskrafte erhoht, damit ist auch der Druckgradient in der
Grenzflache erhéht und daher liegt auch die Homogenitat mit 83,9 % hoch. Die Mischung
PPe + PHIC hoher Viskositat weist die hochste Differenz auf, der Druckgradient ist hier am
hdchsten und damit zeigt sich hier die beste Homogenitat mit 92,4 %.

4.3.1.3 Einflussfaktoren der resultierenden Auspresskraft entsprechend der
Homogenitat
Im Folgenden soll erlautert werden, ob die resultierende Auspresskraft einer Mischung zwei-
er verschiedener Komponenten entsprechend der resultierenden Mischungsgite kalkuliert
werden kann. Daflr werden zwei Berechnungsformeln fur die Auspresskraft vorgestellt. Glei-
chung 4.3-1 stellt eine Berechnungsformel fir die Auspresskraft bei Mischung zweier Kom-
ponenten mit guter resultierender Homogenitéat dar, Gleichung 4.3-2 eine Berechnungsformel
fur die Auspresskraft bei Mischung zweier Komponenten mit schlechter resultierender Ho-

mogenitat.

Fir die Berechnung ist der Aufbau des Mikromischers von entscheidender Bedeutung. Abb.
56 zeigt den Mikromischer mit schematisch eingezeichneter Kanalfiihrung. Dabei machen
die Zufuhrkanale bis zum Beginn des Mischkanals jeweils ca. 25 % der Wegstrecke aus.

Vom Beginn des Mischungskanals bis zum Produktaustritt betragt der Anteil der Wegstrecke
ca. 50 % (Tabelle 4-4).

Abb. 56: Mikromischer mit schematisch eingezeichneter Kanalfiihrung
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Tabelle 4-4: Wegstreckenanteile im Mikromischer

Wegstrecke im Mikromischer Anteil an Gesamtwegstrecke
[%]

Zufuhr 1 bis Beginn des Mischkanals ca. 25

Zufuhr 2 bis Beginn des Mischkanals ca. 25

Beginn des Mischkanals bis Produktaustritt ca. 50

Gleichung 4.3-1 bestimmt die ,Partialauspresskraft®. Sie berlicksichtigt zum einen die Aus-
presskréfte der Einzelkomponenten anteilig ihrer Wegstrecke. Werden diese durch den Mik-
romischer gefdrdert, so werden sie jeweils von der Zufuhr bis zum Beginn des Mischkanals
gefordert. Ab dem Beginn des Mischkanals entsteht die homogene Mischung. Daher geht die
Auspresskraft der homogenen Mischung entsprechend des ausmachenden Weganteils mit
50 % in die Berechnung ein.

Fresuie. = 0,25 - FAuspress ppe T 0,25 - FAuspress pHIC T 0,5- FAuspress Mischung
Gleichung 4.3-1

Gleichung 4.3-2 beschreibt die ,Mittelwertauspresskraft‘. Werden zwei Komponenten durch
den Mikromischer gefdrdert, aber nicht homogen gemischt, so geht die Auspresskraft der
homogenen Mischung nicht in die Gleichung mit ein. Die beiden Komponenten werden als
parallel liegende Strange durch den Mikromischer geférdert. Demnach gehen die Auspress-

krafte der Einzelkomponenten jeweils mit 50 % in die Berechnung ein.

Fresult. = (FAuspress PPe + FAuspress PHIC) ) 0'5 GIeiChung 4.3-2

Es soll nun, wie bereits erwahnt, ermittelt werden, ob die resultierenden Auspresskrafte einer
Mischung zweier verschiedener Komponenten entsprechend der resultierenden Mischungs-
gute kalkuliert werden konnen. Vergleicht man die berechneten mit den ermittelten Aus-
presskréaften, misste bei einer Mischung von PPe mit PHIC, bei der eine gute Homogenitat
resultiert, die dazu ermittelte Auspresskraft, mit der berechneten ,Partialauspresskraft® ge-
maf Gleichung 4.3-1 Ubereinstimmen. Zeigt die Mischung von PPe mit PHIC eine schlechte
Homogenitat, musste die gemessene Auspresskraft wiederum mit der ,Mittelwertsauspress-

kraft gemaR Gleichung 4.3-2 tUbereinstimmen.

Die gemessenen Auspresskrafte der gefarbten Zubereitungen PPe + PHIC niedriger, mittle-
rer und hoher Viskositat sowie die rechnerisch ermittelten Auspresskrafte gemaf Gleichung
4.3-1 und 4.3-2 sind in Abb. 57 dargestellt.
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Abb. 57: gemessene und berechnete Auspresskrafte PPe + PHIC, n = 3, Fehlerbalken als Standardabwei-
chung

Vergleicht man nun die gemessenen Auspresskrafte der Mischungen PPe + PHIC niedriger,
mittlerer und hoher Viskositat mit den berechneten Auspresskréften, so zeigt sich, dass die
Auspresskrafte der Mischungen PPe + PHIC mittlerer und hoher Viskositat, die mit 83,9 %
und 92,4 % gute Homogenitatswerte zeigen, sehr gut mit den ,Partialauspresskraften“ ge-
maf Gleichung 4.3-1 Ubereinstimmen. Die berechnete ,Mittelwertsauspresskraft® geman
Gleichung 4.3-2 weicht deutlich von den gemessenen Auspresskraften ab. Die Mischung
PPe + PHIC niedriger Viskositat weist mit 62,5 % eine schlechtere Homogenitat auf. Hier
lasst sich die gemessene Auspresskraft den berechneten Auspresskréften nicht eindeutig
zuordnen. Sie liegt zwischen beiden berechneten Auspresskraften. Der Vergleich der ermit-
telten mit den berechneten Auspresskraften zeigt, dass die Berechnung der Auspresskréfte
unter Bericksichtigung der im Experiment resultierenden Mischungshomogenitat méglich ist.
Die eingangs formulierte Hypothese wird also bestatigt.
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4.3.2 Uberprufung der Gehaltseinheitlichkeit

Bei den folgenden Untersuchungen wird die Homogenitét der Mischproben tber die Bestim-
mung der Gehaltseinheitlichkeit bestimmt. Dafir werden die Zubereitung PPe und PHIC un-
eingefarbt verwendet. PPe enthalt dartiber hinaus 2 % des Wirkstoffs ALA. Werden beide
Komponenten durch den Mikromischer extrudiert, resultiert eine Mischung, die bei Mischung
gleicher Mengen PPe und PHIC einen Gehalt von 1 % ALA aufweist. Je nachdem, ob die
Probe homogen oder inhomogen vorliegt, resultiert eine einheitliche oder uneinheitliche
Wirkstoffverteilung im Mischextrudat. Daher wird zur Untersuchung der Homogenitat das
Mischextrudat in drei Proben unterteilt, deren Wirkstoffgehalt bestimmt und daraus die Ho-
mogenitat ermittelt.

4.3.2.1 Rheologie und Auspresskréfte

Erganzend werden diese Zubereitungen rheologisch vermessen und deren Auspresskrafte
bestimmt. Abb. 58 zeigt die Viskositdt von PHICs niedriger, mittlerer und hoher Viskositat
sowie seine homogenen Mischungen mit PPe. Es ist zu entnehmen, dass die Viskositat der
PHIC-Zubereitungen von PHIC niedriger Viskositat zu PHIC hoher Viskositat ansteigt. Die
homogenen Mischungen von PHIC und PPe sind sehr viel geringer als die Viskositaten von
PHIC. Auch hier kommt es beim Mischen von PPe mit PHIC zum Auflésen des Gel- bzw.

Cremegerustes von PPe und PHIC.
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Abb. 58: Viskositatsparameter nach Herschel-Bulkley von PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat
und der homogenen Mischung PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat; n = 3,

Fehlerbalken als Standardabweichung
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In Abb. 59 ist das Rheogramm von PPe mit 2 % ALA dreier unterschiedlicher Messproben
dargestellt. Es zeigt sich, dass die drei verschiedenen Proben sehr unterschiedliche Rheo-
gramme aufweisen. Wahrend Formulierung A dem Rheogramm von PPe ohne Wirkstoff ei-
nen Tag nach der Herstellung (Abb. 41) entspricht, liegt die Messkurve von Formulierung B
und C deutlich héher. Auf3erdem zeigt das Rheogramm von Formulierung B eine leichte und
von Formulierung C eine deutliche Veradnderung der FlieRcharakteristik und der FlieRgrenze.
Hier kommt es also zum Strukturaufbau innerhalb der Formulierung. Dieser Strukturaufbau
ist durch das Einarbeiten von 2 % ALA zu erklaren. Im Thermogel wurde ein Strukturaufbau
des Gels durch einen 10%-igen Zusatz an ALA beschrieben [Grining, 2007]. Bei PPe
scheint ein 2%-iger ALA-Zusatz den Strukturaufbau zu fordern. Der Endpunkt des Struktur-
aufbaus ist bei den Formulierungen einen Tag nach der Herstellung noch nicht erreicht. Dies
erklart die unterschiedlich vorkommenden Rheogramme in Abb. 59. Daher lassen sich diese

Proben nicht gemaf Herschel-Bulkley linearisieren und kénnen in Abb. 58 nicht dargestellt

werden.
500
450
400
350
— 300
o
@ 250
>
C
S 200
o
3
s 150
=
)
100
50
0

Scherrate [1/s]

Abb. 59: Rheogramm PPe mit ALA; A, B und C = unterschiedliche Messproben mit je n = 3, Fehlerbalken
als Standardabweichung

Betrachtet man die mikroskopischen und polarisationsmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 60)
von PPe mit 2% ALA, zeigen sich Poloxameraggregate und im polarisationsmikroskopischen

Bild die charakteristischen Malteserkreuz-Texturen. Eine Verminderung dieser Strukturen,
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wie sie sich nach Lagerung von 6 Monaten bei PPe zeigen (Abb. 46), ist hier nicht zu erken-

nen.

Abb. 60: Mikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen von ALA in PPe;
Mafstabsbalken 20 pm

Betrachtet man die Auspresskréafte der Mischungen PPe mit ALA und PHIC niedriger, mittle-
rer und hoher Viskositat (Abb. 61), zeigen sich steigende Auspresskrafte der Mischungen
PPe +PHIC von niedriger zu hoher Viskositat. Die Auspresskréafte der Einzelkomponente
PPe (PPe + PPe) liegen unter den Auspresskréaften der Mischungen. Bei PHIC steigen die
Auspresskrafte in der erwarteten Reihenfolge. Wahrend die Auspresskraft von PHIC niedri-
ger Viskositat (PHIC + PHIC) im gleichen Bereich wie die Auspresskraft der Einzelkompo-
nente PPe liegt, liegen die Auspresskrafte der Einzelkomponenten PHIC mittlerer bzw. hoher
(PHIC + PHIC) daruber und uber denen der Mischungen PPe + PHIC. Betrachtet man die
Auspresskrafte der homogenen Mischungen (Mischung + Mischung) so liegen diese deutlich
niedriger als die Auspresskrafte der Mischungen und der Einzelkomponeten PPe und PHIC.
Die hier vorgestellten Auspresskrafte weichen von den Auspresskréaften der eingeféarbten
Zubereitungen (Abb. 52) ab, da es sich aufgrund der eingearbeiteten Farbstoffe und des

Wirkstoffes um unterschiedliche Zubereitungen handelt.
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Abb. 61: Auspresskrafte von PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat sowie der Einzelkom-
ponenten PPe (PPe + PPe), PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat (PHIC + PHIC) und der
homogenen Mischung von PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat (Mischung +
Mischung); n =3 - 5, Fehlerbalken als Standardabweichung

4.3.2.2 Homogenitat

Die resultierenden Homogenitaten der Mischung PPe + PHIC niedrigerer, mittlerer und hoher
Viskositat sind in Abb. 62 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass alle Mischungen PPe + PHIC
niedriger, mittlerer und hoher Viskositat eine niedrige Homogenitat von ca. 55 % zeigen. Im
Durchschnitt liegt die Homogenitat der Mischungen PPe + PHIC niedriger Viskositat bei
52 %, bei mittlerer Viskositat bei 57 % und bei hoher Viskositat bei 53 %. Es zeigen sich hier
konstant unzureichende Mischungsguten aller Mischungen. Demnach kommt es bei allen
drei Mischungen nur unzureichend zur Bildung von chaotischer Advektion. Die Mischvorgén-
ge beruhen hauptsachlich auf der stattfindenden Diffusion und der Auflésung der

Gel/Cremestruktur in der Grenzflache.
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Abb. 62: Homogenitaten der Mischungen PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat mittels
Uberprufung der Gehaltseinheitlichkeit; n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung; drei Bal-

ken stellen jeweils Ergebnisse unabhangiger Experimente dar

In Tabelle 4-5 ist die Differenz der Auspresskréafte der zu mischenden Komponenten PPe +
PPe und PHIC+ PHIC aufgefuhrt. Diese Werte liegen mit Werten zwischen 2,4 -125,6 N un-
ter den Werten der eingefarbten Zubereitungen PPe + PHIC mittlerer (179,7 N) und hoher
(257,4 N) Viskositat der Untersuchung der Farbhomogenitat, die gute Homogenitatswerte
zeigen. Wie bei den eingefarbten Zubereitungen PPe + PHIC niedriger Viskositat, bei denen
bei einer Differenz der Auspresskréfte von 52,1 N ebenfalls eine unzureichende Homogenitat
resultiert, ist der Druckgradient zwischen den uneingefarbten, zu mischenden Zubereitungen
nicht grofl3 genug, um den stabilen Fluss der beiden Einzelkomponenten zu destabilisieren
und chaotische Advektion zu erzeugen. Es kommt bei allen drei Mischungen keine ausrei-
chende Vermischung im Mikromischer zustande. Die zu mischenden Komponenten werden
in lamellarer Stromung im Mikromischer gefdrdert. Die Mischung beruht auf Diffusion und
dem in der Grenzflache auftretenden Aufléseprozess der beiden Komponenten. Unterschie-
de in den Homogenitatsergebnissen der verschiedenen Homogenitatsuntersuchungen sind
darauf zuriickzufiihren, dass durch das Einfarben der Zubereitungen bei Uberpriifung der
Farbhomogenitat und durch den enthaltenen Wirkstoff in den Zubereitungen bei Uberprifung
der Gehaltsgleichférmigkeit Zubereitungen mit rheologisch unterschiedlichen Eigenschaften
vorliegen. Dies wirkt sich unmittelbar auf die Homogenitat nach dem Mischen aus und fuhrt

zu unbefriedigenden Ergebnissen bei den ALA-haltigen Systemen.
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Tabelle 4-5: Differenz der Auspresskréfte der zu mischenden uneingefarbten Einzelkomponenten

PPe / PHIC PPe / PHIC PPe / PHIC

niedrige Viskositat  mittlere Viskositat hohe Viskositat

A FAuspreSS (PPe / PHIC) [N] 2,4 78,6 125,6

4.3.2.3 Einflussfaktoren der resultierenden Auspresskraft entsprechend der
Homogenitat
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Abb. 63: gemessene und berechnete Auspresskréafte von PPe + PHIC, n = 3, Fehlerbalken als Stan-
dardabweichung

Entsprechend der in Kapitel 4.3.1.3 berechneten Auspresskréfte werden in Abb. 63 die ge-
messenen Auspresskrafte den berechneten Auspresskréaften gegeniibergestellt. Dabei setzt
sich die ,Partialauspresskraft* (Gleichung 4.3-1) anteilig aus den Auspresskraften der Einzel-
komponenten sowie der entstehenden homogenen Mischung zusammen. Diese Berechnung
ist fur Mischungen mit guter Homogenitat relevant, da die homogene Mischung in ausrei-
chender Menge entsteht und ihren Einfluss auf die Gesamtauspresskraft ausibt. Ist die Mi-
schungsgite hingegen schlecht, so werden beide Einzelkomponenten parallel durch den

Mikromischer geférdert. Da die homogene Mischung kaum entsteht, geht ihre Auspresskraft
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nicht in die Gesamtauspresskraft mit ein. Die Gesamtauspresskraft resultiert ausschlief3lich

aus den beiden zu mischenden Komponenten (,Mittelwertsauspresskraft®, Gleichung 4.3-2).

Die gemessenen Auspresskrafte lassen sich eindeutig der Mittelwertsauspresskraft zuord-
nen. Die berechnete ,Partialauspresskraft® liegt deutlich darunter. Dieses Ergebnis geht ein-
her mit der ermittelten Homogenitat, die bei allen drei Experimenten mit ca. 55 % eine nur
unzureichende Homogenitat aufweist. Auch hier wird die in Kapitel 4.3.1.3 aufgestellte Hypo-
these, dass die resultierende Auspresskraft bei Mischung zweier unterschiedlicher Kompo-

nenten anhand der Mischungshomogenitét berechnet werden kann, bestétigt.

4.3.2.4 Mischmuster

In der Literatur wird beschrieben, dass es bei Mischung zweier Komponenten mit unter-
schiedlicher Viskositat dazu kommt, dass die viskosere Zubereitung die niedrigviskosere
Zubereitung in der Querschnittsflache verdrangt und die FlieBgeschwindigkeiten der Zuberei-
tungen sich verandern. Die viskosere Flussigkeit wird langsamer, die niedrigviskosere Flis-
sigkeit wird schneller [Liu et al., 2004, Xia et al., 2010]. In der vorliegenden Arbeit werden
ebenfalls Komponenten mit unterschiedlichen Viskositaten gemischt. Es wird nun untersucht,
in welchem Verhéltnis die vorliegenden Komponenten extrudiert werden. Da nur eine Formu-
lierung den Wirkstoff beinhaltet, entscheidet das Mischungsverhéaltnis der zu mischenden
Komponenten den Wirkstoffgehalt der Mischung. Fir die Homogenitatsuntersuchungen wer-
den die Mischextrudate in drei Proben geteilt, der Wirkstoffgehalt dieser Mischproben unter-
sucht und daraus die Homogenitat berechnet. Im Folgenden wird aus den ermittelten Wirk-
stoffgehalten die Gesamtkonzentration des Mischextrudats bestimmt. Darliber hinaus wer-
den extrudierte Mischproben mit dem Spatel homogenisiert, die homogenisierte Mischprobe
ebenfalls in drei Proben geteilt und deren Wirkstoffgehalt bestimmt. Diese werden als

Mischmuster bezeichnet.
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Abb. 64: Mittlere Konzentrationen der Mischextrudate der Homogenitatsuntersuchungen von PPe und
PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat und die Konzentration der jeweiligen Mischmus-
ter; n = 3, Fehlerbalken als Standardabweichung; Versuchsreihe 1, 2 und 3 Ergebnisse unab-

hangiger Experimente

Abb. 64 zeigt die mittleren Konzentrationen der Mischextrudate der Homogenitatsuntersu-
chungen aus drei unabhangigen Versuchsreihen sowie die dazugehdrigen Mischmuster. Im
dargestellten Schaubild ist zu erkennen, dass die Konzentrationen der Mischextrudate aus
den Homogenitatsuntersuchungen PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat alle
bei etwa 1 % liegen. Auch die Konzentration der Mischmuster liegt bei ca. 1 %. Dies zeigt,
dass es bei der Mischung von PPe und PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat beide
zu mischenden Komponenten im Verhaltnis 1 + 1 gefordert und extrudiert werden. Dies ist
dadurch zu erklaren, dass beide Komponenten jeweils in einer Spritze vorliegen und mit dem
Mikromischer Uber eine Luerlok-Vorrichtung verbunden sind. Der Materialprufer verschiebt
die Kolben der Spritzen mit konstanter Geschwindigkeit, sodass eine konstante Férderung
der Komponenten mit gleichem Volumenstrom an Material durch den Mikromischer erfolgt.
Wie in Kapitel 4.3.2.2 besprochen, ist der Fluss beider Komponenten stabil und lamellar. Sie

werden also im gleichen Verhaltnis durch den Mikromischer geférdert und extrudiert.

Da bei den Homogenitatsuntersuchungen von PPe + PHIC niedriger, mittlerer und hoher

Viskositat Mischungsgiten von ca. 55 % resultieren und damit alle Mischproben eine unge-

nigende Homogenitéat aufweisen, weichen die Wirkstoffgehalte der drei Mischproben pro

Mischextrudat stark voneinander ab. Dies erklart die hohen Standardabweichungen der
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Wirkstoffkonzentrationen der drei Versuchsreihen. Da die Proben bei den Mischmustern vor
dem Probenzug homogenisiert wurden, zeigen die Wirkstoffgehalte der Mischmuster nur
kleine Abweichungen.

4.3.3 Vergleich der Methoden zur Homogenitatsbestimmung

In den zuvor beschriebenen Ergebnissen der Homogenitatsstudien mittels Uberpriifung der
Farbhomogenitat und mittels Uberprufung der Gehaltseinheitlichkeit ergeben sich unter-
schiedliche Ergebnisse der Homogenitaten bei Mischung von PPe + PHIC niedriger, mittlerer
und hoher Viskositat. Wesentlicher Unterschied beider Methoden sind die verwendeten For-
mulierungen, die durch das Zufligen von Farbstoffen bzw. des Wirkstoffes unterschiedliche
Viskositaten aufweisen. Daneben gibt es auch Unterschiede in der Probennahme sowie im
Versuchsaufbau, die im folgenden Kapitel erlautert werden.

4.3.3.1 Charakteristika der Uberprifung der Farbhomogenitat

In Abb. 65 ist die Flache der Probenauffangvorrichtung dargestellt. Wird eine Mischungspro-
be extrudiert, so wird die Probe mit der Auffangvorrichtung aufgefangen. So ist die Ablich-
tung der Probe mit einer definierten Hohe von 100 um moglich. Die Flache der Probe wird
dabei durch 20 Lagen Tesafilm rechts und links der Probenauffangvorrichtung generiert.
Diese sind in der Abbildung als dunkelgraue Begrenzungen dargestellt. Neben der Proben-
flache zeigt Abb. 65 die Bildflache, die von der Kamera erfasst wird, sowie die finf Mess-

punkte, die in der Software vermessen werden und der Auswertung dienen.

Abb. 65: Schema der Probenauffangvorrichtung, der Bildflache sowie der Messpunkte

Tabelle 4-6 gibt zur Flache und der Masse der Probe im entsprechenden Bereich weitere
Informationen. Die Probenauffangflaiche betragt hierbei 3,83 cm? Die Gesamtmenge der
aufgefangenen Probe ist mit 0,4378 g gering. Die Masse der Probe, die im aufgenommenen
Bild dargestellt wird, betragt nur noch 0,2467 g. Einer der finf Messpunkte hat eine Flache
von 2,16*10° cm? und eine entsprechende Masse von 0,2467 pg. Die fiinf vermessenen

Bildpunkte reprasentieren daher nur eine geringe Menge an Probe.
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Tabelle 4-6: Berechnung der Flache und Masse der Probe pro Pixelpunkt der Bildanalyse

Objekttrager Bild Pixel
Flache [cm?] 3,83 2,16 2,16*10°
Masse Probe [g] 0,4378 0,2467 2,467*107

4.3.3.2 Charakteristika der Uberprifung der Gehaltseinheitlichkeit

Wird die Mischprobe fiir die Uberprufung der Gehaltseinheitlichkeit durch den Mikromischer
gemischt und extrudiert, so kann aufgrund des Auflésevorgangs beim Mischprozess ein cha-
rakteristisches Mischbild beobachtet werden. Dieses ist in Abb. 66 A schematisch darge-
stellt. Im mittleren Teil der Mischprobe befindet sich eine Mischzone, in der die Bildung der
gemischten Probe aufgrund von Auflésevorgangen zu erkennen ist. Diese Mischzone zieht
sich diagonal durch die Probe. Angrenzend an die Mischzone sind in Richtung obere rechte
und untere linke Ecke optisch die Einzelkomponenten auszumachen. Beim Mischvorgang
werden die zu mischenden Strange im Mischkanal ,zusammengepresst* und nebeneinander
gefordert. Ein Vermischen erfolgt nur an den Kontaktflachen beider Strange. Beim Extrudie-
ren wird die Mischprobe im Wageschiffchen aufgefangen. Die Mischzone ist im mittleren Be-
reich des Wageschiffchens zu erkennen. Die weniger gut vermischten Strange der Einzel-
komponenten flieRen von der Mitte aus nach au3en. In Abb. 66 B ist dargestellt, wie die Pro-
benteilung aus dem Extrudat erfolgt. Nach dem Einfrieren der Mischprobe mit flissigem
Stickstoff wird die Probe vertikal in drei zu untersuchende Probenstiicke unterteilt und auf
ihren Wirkstoffgehalt untersucht. Daraus wird die Homogenitéat ermittelt. Abb. 66 C zeigt eine
weitere Untersuchung, bei der nur der innere Teil der Probe (= inneres Quadrat) entnommen

wird und auf den Wirkstoffgehalt untersucht wird.

Abb. 66: A: Optische Zusammensetzung des Mischextrudats; B: Einzeichnung der Probennahmeauf-

teilung in Probenextrudatstiicke Teilprobe 1 - 3; C: Probenstiick inneres Quadrat

In Abb. 67 sind die Wirkstoffgehalte der Teilproben 1-3 aus den Homogenitatsuntersuchun-
gen und die Gehaltsbestimmung des inneren Quadrats aufgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass
die Teilproben 1-3 entsprechend ihrer malkigen Homogenitat sehr unterschiedliche Wirk-
stoffgehalte aufzeigen. Wahrend in Teilstiick 1 der Gehalt bei 1,45 % liegt, liegt er in Teil-

stick 2 bei 1,07 % und in Teilstick 3 bei 0,54 %. Im Mittel ergibt das, entsprechend der
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Mischmuster, einen mittleren Wirkstoffgehalt von etwa 1 %. Wird nun nur der Wirkstoffgehalt
des inneren Quadrats bestimmt, so zeigt sich, dass der mittlere Teil einen Wirkstoffgehalt
von 0,97 % aufweist. Dies zeigt, dass im inneren Teil des Mischextrudats die Mischzone vor-
liegt, in der beide Strénge in gleichen Mengen vorliegen. Betrachtet man die Réander der

Mischprobe, liegen dort die ungemischten Einzelkomponten vor.

2
1,5
5 1 \
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Teilprobe 1 Teilprobe 2 Teilprobe 3 inneres Quadrat

Abb. 67: gemessene Gehalte der Probenextrudate und des inneren Quadrats entsprechend Abb. 66 B
und C; n =27 (Teilprobe 1 - 3); n =9 (inneres Quadrat), Fehlerbalken als Standardabweichung

Betrachtet man die ermittelten Wirkstoffgehalte der Proben der Teilstlicke 1-3 und des inne-
ren Quadrats, so zeigt Abb. 68, wie gleichférmig der ermittelte Wirkstoffgehalt erzielt wird.
Die Gleichformigkeit wird entsprechend Gleichung 4.3-3 ermittelt. Es wird deutlich, dass der
Wirkstoffgehalt im inneren Quadrat sehr einheitlich bei 0,97 % liegt. Bei der Untersuchung
der Teilstiicke sind die Schwankungen der ermittelten Wirkstoffgehalte etwas grof3er. Daraus
lasst sich wiederum schlie3en, dass der innere Teil der Mischprobe als Mischzone angese-
hen werden kann. Die Mischstrange im Mikromischer werden aneinandergepresst und ver-
mischen sich an ihrer Kontaktflache. Beim Auffangen der Probe im Wageschiffchen trifft die-
se innere Mischzone in die Mitte des Probenauffanggefalies. Die weniger gemischten auf3e-

ren Bereiche der Mischstrange treffen neben der Mischzone auf und flieRen im Probenauf-

fanggefal’ weiter nach aul3en.

Gleichformigkeit [%] = 100 % - rel. Standardabweichung (Gehalt) Gleichung 4.3-3
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Abb. 68: Gleichformigkeit der verschiedenen Probenextrudatstiicke entsprechend Abb. 66 Bund C; n =9
(Teilprobe 1 -3); n = 3 (inneres Quadrat), Fehlerbalken als Standardabweichung

4.3.3.3 Gegenuberstellung der Mischergebnisse

Um die verschiedenen Mischergebnisse der beiden Homogenitatsmethoden in einen Kontext
zu bekommen, mussen diese gegeniibergestellt werden. Bei der Uberpriifung der Farbho-
mogenitat ist das untersuchte Messfenster sehr klein, wovon nur 5 Punkte untersucht wer-
den. Der Anteil der 5 Pixelpunkte an der Gesamtmasse ist sehr gering und reprasentiert nur
einen sehr kleinen Anteil der Gesamtmasse. Zudem kann nur der innere Teil der Probe er-
mittelt werden. Vergleicht man dies mit dem Mischbild aus Kapitel 4.3.3.2, so kann man dar-
aus schlieBen, dass dabei starker die Mischzone untersucht wird. Daraus kénnten bessere
Mischergebnisse resultieren, als tatsachlich vorliegen. Die Begrenzung der zu untersuchen-
den Mischprobe durch die Tesa-Begrenzungen kénnen die Probe in ihrem Flie3en stoppen
und einem homogeneren Mischergebnis dienen.

Im Gegensatz dazu wird bei der Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit das gesamte Misch-
extrudat untersucht und daraus die Gesamthomogenitat ermittelt. Die Mischprobe ist mit 3 g
deutlich groRer als 0,4378 g Probenmaterial bei der Uberprifung der Farbhomogenitat. Es
durchfliel3t also deutlich mehr Probenmaterial den Mikromischer pro Messprobe. Die Pro-
bennahme ist hierbei sicherlich die weniger Artefakt behaftete, da durch das Einfrieren der
Probe direkt nach dem Extrudieren der Probe keine weitere Durchmischung der Probe erfol-

gen kann. Fir eine Aussage Uber die homogene Mischbarkeit von PPe und PHIC ist die
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Homogenitatsuntersuchung mittels Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit die relevantere
Methode, da hier die originalen Zubereitungen ohne Zusatz von Farbstoffen untersucht wer-
den.

Da bei der Homogenitatsuntersuchung mittels Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit
schlechte Homogenitatswerte resultieren, kann der Mikromischer die entwickelten Formulie-
rungen fur das Zweikammersystem nicht ausreichend mischen. Fir das Auftragen auf die
Haut ist dies eher von kosmetischer Relevanz. Werden die Zubereitungen fir eine direkt fol-
gende Applikation durch den Mikromischer gemischt und entnommen, so wird durch das
Auftragen und Verreiben auf der Haut die endgultige Homogenitat erzeugt.

Die Homogenitatsuntersuchung mittels Uberprifung der Farbhomogenitat kann lber die
verwendeten Zubereitungen keine Aussage machen, da die Formulierungen durch das Ein-
arbeiten von Farbstoffen in ihren rheologischen Eigenschaften verandert werden. Allerdings
kann diese Methode weitere Informationen Uber die Eignung des Mikromischers zur Mi-
schung halbfester Zubereitungen liefern. Hier zeigen Homogenitatsuntersuchungen, dass die
Mischung zweier Zubereitungen mit groRen Viskositatsunterschieden gute Homogenitatser-
gebnisse zeigen. Diese Zubereitungen weisen ein Viskositatsprofil auf, das ein homogenes
Mischen mittels Mikromischer ermdglicht. Es lasst sich also zeigen, dass der Mikromischer
unter den in Kapitel 4.3.1.2 dargestellten Aspekten fahig ist, halbfeste Zubereitungen homo-

gen zu mischen.
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4.4 In-vitro Permeationsuntersuchungen

Fur den Therapieerfolg der PDT ist es essentiell, dass ALA in ausreichender Menge aus dem
Vehikel in das betroffene Gewebe penetriert. Hierfir werden Permeationsuntersuchungen
durchgefuhrt, um festzustellen, ob ALA gut durch die Haut permeiert und damit auch gut in
die Haut penetriert. Die Zubereitungen enthalten bei diesen Untersuchungen 7,8 % ALA, da
dies die Konzentration des auf dem Markt befindlichen Vergleichsproduktes Ameluz ist. Da
PPePr und PHIC im Zweikammersystem zwar getrennt gelagert, aber fir die Applikation
gemischt werden, werden Mischungen von 1 Teil PPePr und 1 Teil PHIC untersucht. Dabei

werden die variierenden Anteile in der Legende der Abbildungen angegeben.

4.4.1 Vergleich der Mischungen mit PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat
und PPePr
Abb. 69 zeigt die Ergebnisse der in-vitro Permeationsuntersuchung, bei der der Einfluss der
PHIC-Komponenten der Mischung mit PPePr auf die permeierte Menge ALA nach 24 h un-
tersucht wird. Bei den Ergebnissen ist ein Trend der permeierten Mengen zu erkennen. Die
Mischung von PPePr und PHIC mittlerer Viskositat zeigt die hochste permeierte Menge ALA
nach 24 h. Die Mischung PPePr mit PHIC niedriger Viskositéat liegt unter der permeierten
Menge der Mischung PPePr mit PHIC mittlerer Viskositat. Die Mischung PPePr mit PHIC
hoher Viskositat zeigt eine deutlich niedrigere permeierte Menge an ALA. Die Unterschiede

sind allerdings nicht statistisch signifikant.
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Abb. 69: Vergleich der permeierten Mengen der Mischungen PPePr mit PHIC niedriger, mittlerer und
hoher Viskositat; n =5, Fehlerbalken als Standardabweichungen

Um die Aquivalenz der beschriebenen Ergebnisse naher zu erlautern, wird die Prifung der
Aquivalenz der FDA aus der Richtlinie SUPAC- SS in abgewandelter Form verwendet. Dabei
werden die Permeationsraten der Formulierungen ermittelt und fir die Berechnung der Aqui-
valenz verwendet.
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Abb. 70: Prufung der Aquivalenz der Permeationsraten von Test- vs. Referenzformulierung: PPePr +
PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat; n =5, Fehlerbalken als Konfidenzintervall des

Medians

Abb. 70 zeigt die Aquivalenzpriifung der Permeationsraten der Mischungen PPePr + PHIC
niedriger, mittlerer und hoher Viskositét. Es ist zu erkennen, dass die Quotienten der Media-
ne und deren Konfidenzintervalle aul3erhalb des eingezeichneten Grenzbereichs liegen. Es

kann also keine Aquivalenz der Formulierungen angenommen werden.

Die Mischungen PPePr + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat unterscheiden sich
lediglich in den Anteilen an Poloxamer 407, 188 und 124. Abb. 71 zeigt den Viskositatspa-
rameter nach Herschel-Bulkley von PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositéat sowie der
homogenen Mischungen von PPePr mit PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat. Im
Gegensatz zu den PHIC-Zubereitungen, bei denen die Zusammensetzung der Poloxamer
entscheidenden Einfluss auf die Viskositat hat, zeigt sich bei den Mischungen PPePr + PHIC
niedriger, mittlerer und hoher Viskositat nur ein kleiner Einfluss der Poloxamerzusammen-
setzung auf die Viskositat. Daher liegt der Unterschied der Formulierung hauptsachlich in
den Molekulargewichten der enthaltenen Poloxamere. Es scheint sich in diesem Fall die Mi-
schung mit PPePr + PHIC mittlerer Viskositat mit mittlerem massenbezogenem Mittelwert
des Poloxamermolekulargewichts (Tabelle 4-2) am ginstigsten auf die Permeationsrate aus-
zuwirken. Da die ermittelten Werte bei PPePr + PHIC mittlerer Viskositat am hochsten sind,

werden in den Folgeuntersuchungen Mischungen mit PHIC mittlerer Viskositat verwendet.
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Abb. 71: Viskositatsparameter nach Herschel-Bulkley von PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositét
und der homogenen Mischung von PPePr + PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositét;

n = 3 - 6, Fehlerbalken als Standardabweichung

4.4.2 Vergleich der Mischungen PPeX mit PHIC

Um den Einfluss von PPeX auf die Permeationsraten der Mischungen PPeX + PHIC zu un-
tersuchen, werden in-vitro Permeationsuntersuchungen der verschiedenen Mischungen PPe,
PPePr und PPeD mit PHIC mittlerer Viskositat durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 72
dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass sich die permeierte Menge ALA der drei Zubereitun-
gen nach 24 h kaum unterscheidet und bei allen Mischungen bei ca. 150 pg/cm? liegt. Es
lasst sich daraus ableiten, dass die Wahl der PPeX-Zubereitung keinen signifikanten Einfluss
auf die Permeationsrate der Mischung hat. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die vergli-
chenen Mischungen sehr ahnlich in der Zusammensetzung sind. Die Viskositat ist bei allen
Mischungen sehr gering. Die Komponenten der Mischungen PPeX + PHIC beruhen auf den
Komponenten des Thermogels. Im Thermogel sind die Komponenten Poloxamer 407, Aqua
purificata, Isopropylalkohol, Dimethylisosorbid und Propylenglykol dicaprylat dicaprat enthal-
ten. Wie Grining 2007 beschrieb, beruht die Permeationsférderung von Thermogel auf dem
Synergismus aller enthaltenen Komponenten und geht Gber den rein additiven Effekt der
jeweiligen Einzelkomponenten hinaus [Grining, 2007]. In den Mischungen PPeX + PHIC ist
mit 37,5 % bzw. 42,5 % ein grofRer Anteil an Pentylenglykol, einer weiteren Komponente ent-
halten, die moglicherweise auch permeationsfordernde Effekte beinhaltet. Vor diesem Hin-
tergrund scheint die permeationsfordernde Wirkung der Komponenten in PPe + PHIC so
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grol3, dass ein 5 %iger Zusatz von Dimethylisosorbid, wie er in PPeD + PHIC enthalten ist,
keine weitere Verbesserung mit sich bringt. Auch Propylenglykol ist als Permeationsverbes-
serer bekannt, der durch diverse Mechanismen die Permeation von Arzneistoffen verbessert.
Zum einen soll er Uber die Verbesserung der Loslichkeit des Arzneistoffes und der Verbesse-
rung des Verteilungskoeffizienten in die Haut die Permeation verbessern. Zum anderen wird
eine Interkalation in die polaren Kopfgruppen und die Membranlipide diskutiert. Eine Per-
meationsverbesserung durch den Anteil von 5 % Propylenglykol, wie er in PPePr + PHIC
enthalten ist, ist hier allerdings nicht messbar. Es wird weiterhin mit PPePr + PHIC als Test-
formulierung weitergearbeitet, da in diversen Untersuchungen ein kleiner Trend zu héheren

Werten zu erkennen war.
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Abb. 72: Vergleich der Permeationen der Mischungen PPePr, PPeD unf PPe mit PHIC mittlerer Viskositat;
n = 5; Fehlerbalken als Standardabweichung

In Abb. 73 wird die Aquivalenz fir die Mischungen PPeX mit PHIC mittlerer Viskositat unter-
sucht. Die Quotienten der Mediane liegen bei den Mischungen PPeX + PHIC mittlerer Visko-
sitat in diesem Grenzbereich. Zwischen diesen Formulierungen kann eine aquivalente Per-
meationsrate angenommen werden. Die Wahl der PPeX-Formulierung hat demnach keinen

Einfluss auf die Permeation der Mischungen PPeX + PHIC.
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Abb. 73: Prifung der Aquivalenz der Permeationsraten von Test- vs. Referenzformulierung: PPeD, PPe
und PPePr mit PHIC; n =5, Fehlerbalken als Konfidenzintervall des Medians

4.4.3 Vergleich von PPePr + PHIC, Thermogel und Ameluz

Um den Vergleich zu anderen Formulierungen zu erhalten, werden in-vitro Permeations-
untersuchungen mit Thermogel durchgefiihrt. Die Entwicklung der Zweikammerformulierun-
gen beruht auf den Komponenten des Thermogels, das eine bis dato verbesserte Permeati-
on von ALA im Vergleich zu Formulierungen des Arzneibuchs zeigte. Des Weiteren wird der
Vergleich mit der Nanoemulsion Ameluz durchgefiihrt, das ein aktuelles Fertigarzneimittel
mit ALA flr die topischen PDT darstellt. Es zeichnet sich durch eine verbesserte Permeation

und erhohte Lagerstabilitat aus.
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Abb. 74: Vergleich der Permeationen von Ameluz, Thermogel und der Mischung PPePr mit PHIC mittlerer
Viskositat; n =5, Fehlerbalken als Standardabweichung

Abb. 74 zeigt die Ergebnisse der vergleichenden Permeationsuntersuchung mit Ameluz,
Thermogel und PPePr mit PHIC mittlerer Viskositat. Bei allen Formulierungen zeigt sich ein
nahezu linearer Anstieg der permeierten Menge. Ameluz zeigt eine signifikant héhere Per-
meationsrate und damit einen signifikant hoheren Permeationskoeffizienten (Tabelle 4-7)
und auch die permeierte Menge nach 24 h ist signifikant héher als bei PPePr + PHIC und
Thermogel. Ameluz, eine liposomale Nanoemulsion, ist als Vehikel fir ALA sehr vorteilhaft.
Hier ist der Wirkstoff im Gegensatz zu anderen liposomalen Formulierungen nicht im Lipid-
kern der Nanoemulsionspartikel enthalten, sondern an dessen aul3ere Membran gebunden.
ALA ist also als polares Molekil an ein lipophiles Nanopartikel gebunden. Dieses Konstrukt
ist deutlich weniger polar als ALA allein und so kann ALA gebunden an das Nanopartikel
erfolgreich in die Haut geschleust werden [Roca, 2009]. Dies ist flr den Therapieerfolg der
PDT essentiell. Damit ist das Fertigarzneimittel Ameluz dem hier entwickelten System und
Thermogel deutlich tberlegen, denn in beiden Systemen ist ALA in einer wassrigen Formu-
lierung enthalten und liegt damit bei der Permeation als Zwitterion vor. Das Vorhandensein
von Permeationsverbesserern, wie es bei beiden Systemen der Fall ist, kann die Permeation
nicht so weit verbessern, dass die gleiche Permeationsrate wie bei Ameluz resultiert. Aller-
dings zeigt PPePr + PHIC eine verbesserte Permeation von ALA im Vergleich zum Thermo-
gel. Die Permeationsrate und die permeierte Menge nach 24 h sind nicht statistisch signifi-

kant hoher, ein Trend ist aber klar zu erkennen. Als Grund hierfiir ist zum einen die deutlich
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hohere Viskositat des Thermogels [Vgl. Grining, 2007] zu nennen, das die Diffusion und
damit Permeation von ALA behindert, zum anderen kann der hohe Anteil an Pentylenglykol
in PPePr + PHIC einen Effekt als Permeationsverbesserer tiber den der anderen Komponen-

ten hinaus ausiiben.

Tabelle 4-7: Permeationsraten und Permeationskoeffizienten von PPePr + PHIC, Thermogel und Ameluz

Formulierung Permeationsrate Permeationskoeffizient
[ng/cm?h] [g/cm?h]
Ameluz 59,6 + 39,1 7,7*10%+5,0*10"
PPePr + PHIC 16,4 + 6,1 21*10%+7,9*10°
Thermogel 54+54 6,9*10°+6,9*10°
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Abb. 75: Priifung der Aquivalenz der Permeationsraten von Test- vs. Referenzformulierung: PPePr +
PHIC, Ameluz und Thermogel, n =5, Fehlerbalken als Konfidenzintervall des Medians

Abb. 75 zeigt die Aquivalenztestung von PPePr + PHIC mit Thermogel und Ameluz. Es wird

deutlich, dass in diesem Fall keine Aquivalenz der Zubereitungen vorliegt.
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5 Abschlussdiskussion

ALA ist ein Wirkstoff in der photodynamischen Therapie, der durch eine kurze Lagerstabilitat
in wassrigen Systemen gekennzeichnet ist. Zweikammersysteme ermdglichen die Lagerung
von ALA in einem wasserfreien Vehikel, das eine verbesserte Lagerstabilitdt aufweisen soll.
AulRRerdem soll das Zweikammersystem eine zweite, wasserhaltige Formulierung enthalten,
die nach Mischung mit der wasserfreien, arzneistoffhaltigen Phase, ein applizierbares Vehi-
kel fur die Anwendung mit guten Permeationseigenschaften darstellt [Gander et al., 2003]. In
der vorliegenden Arbeit wurden dafir zwei halbfeste Formulierungen auf Grundlage der
Komponenten des sogenannten Thermogels entwickelt. Das Thermogel stellt fir ALA ein
Vehikel mit deutlich verbesserten Permeationseigenschaften gegeniber monographierten
Zubereitungen dar [Gruning, 2007]. Daher wurde auf Grundlage des Thermogels die wasser-
freie Formulierung PPeX sowie die wasserhaltige Formulierung PHIC entwickelt. Es wurde
dabei untersucht, ob die Einarbeitung von ALA in die wasserfreie Formulierung PPeX die
Stabilitat des Wirkstoffes verbessern kann. Dabei zeigt sich eine optimierte Stabilitat von
ALA in den wasserfreien Formulierungen im Vergleich zum Thermogel. Die physikalische
Stabilitat von PPeX wurde im Hinblick auf die Lagerstabilitédt des Systems im Zweikammer-
system untersucht und ist abhéngig von den enthaltenen Komponenten. Wahrend PPe und
PPePr Uber einen Lagerzeitraum von 12 Monaten nur einen geringen Anstieg der Viskositat
zeigen, zeigt PPeD nach 6 Monaten einen deutlichen Anstieg der Viskositat und Fliel3charak-
teristik. Bei der wasserhaltigen Formulierung PHIC wurde mit Hilfe eines statistischen Ver-
suchsdesigns der Zusammenhang zwischen Viskositat und resultierender Stabilitdt ermittelt.
Daraus wurden drei Formulierungen mit aufsteigender Viskositat ausgewahlt und fur die wei-
teren Untersuchungen verwendet. Zur Untersuchung der Homogenitat wurden 2 Methoden
entwickelt, die Uberprufung der Farbhomogenitat und die Uberpriifung der Gehaltseinheit-
lichkeit. Die Ergebnisse der Uberpriifung der Farbhomogenitat kdnnen zeigen, dass der Mik-
romischer bei Vorliegen bestimmter Viskositatseigenschaften der Zubereitungen fahig ist,
homogene Mischungen zu erzeugen. Die Homogenitatsuntersuchungen mittels Uberprifun-
gen der Gehaltseinheitlichkeit kdnnen Aussagen Ulber die Mischungsgute der im Zweikam-
mersystem verwendeten halbfesten Zubereitungen machen. Da fir eine einfache Handha-
bung niedrige Auspresskrafte von Vorteil sind, wurden auch rheologische Messungen und
Messungen der Auspresskrafte durchgefiihrt. Uber die Messung der Auspresskréfte der Ein-
zelkomponenten und homogenen Mischungen lassen sich Rickschlisse ziehen, wie die
Auspresskrafte bei Mischung zweier Komponenten zustande kommen. Uber in-vitro Permea-
tionsuntersuchungen wurde untersucht, ob die Mischung aus dem Zweikammersystem ver-

gleichbare und bessere Permeationseigenschaften als das Thermogel zeigt. Dabei zeigt sich
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ein Trend zu besseren Permeationswerten. Diese sind allerdings dem aktuellen Fertigarz-

neimittel Ameluz unterlegen.

5.1 Chemische Stabilitat von ALA

Bei der Degradation von ALA fallen die Kondensationsprodukte DHPY und PY an, die eine
gelbe Farbung aufweisen. Entsprechend dieser Gelbfarbung wird das Vorhandensein an
Abbauprodukten bestimmt. Dabei wird die Stabilitat von ALA in den wasserfreien Formulie-
rungen PPe, PPeD und PPePr mit der im wasserhaltigen Thermogel verglichen. Aus HPLC-
Untersuchungen lasst sich sagen, dass bei Lagerung von ALA in PPeX bei 25 °C nach 6
Monaten noch etwa 60 % des Wirkstoffes vorhanden sind. Aus den Stabilitatsuntersuchun-
gen mittels Zentralwertmessung zeigt sich, dass bereits nach 4 Wochen Lagerung bei 40 °C
bei Thermogel ein dramatischer Anstieg an Abbauprodukten zu verzeichnen ist, wahrend die
wasserfreien Formulierungen PPeX nur kleine Anstiege verzeichnen. Nach 7 Monaten Lage-
rung bei 25 °C ist bei Thermogel ein massiver Anteil an Abbauprodukten vorhanden, wah-
rend die wasserfreien Formulierungen nach 13 Monaten Lagerung bei 25 °C deutlich darun-
ter liegen. Demnach ist der Abbau von ALA bei Lagerung in wasserfreien Zubereitungen
deutlich verlangsamt. Beim Thermogel liegt ALA in der Wasserphase unstabilisiert vor, die
Dimerisierung als erster Schritt der Kondensation kann ablaufen. Daher weist ALA bei Einar-
beitung in Thermogel nur eine geringe Stabilitat auf. Bei den wasserfreien Formulierungen
liegt ALA in Pentylenglykol geldst vor. Diese stellt ein weniger polares Losungsmittel als
Wasser dar. Das Enol von ALA bildet sich zumindest teilweise in Flissigkeiten, die weniger
polar sind als Wasser und stellt eine unpolarere Konformation von ALA dar als das Keton
(siehe Abb. 76). Diese unpolarere Konformation stabilisiert ALA und verzogert die Dimerisie-
rung und damit den Abbau ALAs [Gander et al., 2003]. In PPe liegt ALA in einem Gel aus
Poloxamer und Pentylenglykol vor. Daher liegt die Enolform in diesem System begtinstigt
vor. Propylenglykol ist aus der homologen Reihe der divalenten Alkohole und unterscheidet
sich von Pentylenglykol in der um 2 C-Atome kiirzeren Kette. Damit ist Propylenglykol etwas
polarer als Pentylenglykol, was durch den nach Fedors berechneten Ldslichkeitsparameter
bestétigt wird (Tabelle 5-1) [Fedors, 1974]. Ist im vorliegenden System neben Poloxamer und
Pentylenglykol auch 10 % Propylenglykol enthalten, verschiebt sich das Keto-Enol-
Gleichgewicht leicht zu Ungunsten des Enols. Die stabilisierende Wirkung der Enolform auf
den ALA-Abbau ist vermindert. Daher wird ALA in PPePr schneller abgebaut als in PPe.
Auch bei PPeD wird das Gel bestehend aus Poloxamer und Pentylenglykol durch den Antell
von 10 % Dimethylisosorbid verandert. Die Léslichkeitsparameter von Dimethylisosorbid ist
allerdings niedriger als der von Pentylenglykol. Damit ist Dimethylisosorbid unpolarer als
Pentylenglykol und misste die Keto-Enol-Tautomerie mehr in Richtung des Enols verschie-
den und damit den Abbau von ALA stabilisieren. Dies ist in diesen Untersuchungen nicht der

Fall. Wahrend Propylenglykol und Pentylenglykol strukturell sehr verwandt sind und sich hier
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eine Polaritatsveranderung deutlich auswirkt, besteht bei Dimethylisosorbid und Pentylengly-
kol strukturell ein grof3er Unterschied. Daher gibt es moglicherweise andere Faktoren, die auf
die Stabilitdt Einfluss haben und die schlechtere Stabilitdt von ALA im System PPeD im Ver-
gleich zu PPe erklaren.

o O
H,N OH
HZNWOH : HzN/\l/\)‘\OH
(e}

OH == _ OH

C;-Enol Keton C-Enol

Abb. 76: Keto-Enol-Tautomerie von ALA [Gander et al., 2003]

Tabelle 5-1: Ld&slichkeitsparameter von Propylenglykol, Dimethylisosorbid und Pentylenglykol, berech-
net nach [Fedors et al., 1974]

Substanz Loslichkeitsparameter & [(J-mL)%7]
Propylenglykol 32,6
Dimethylisosorbid 26,2
Pentylenglykol 28,6

5.2 Physikalische Stabilitat der Zubereitungen

Die physikalische Stabilitdt der wasserfreien Zubereitungen PPeX wird Uber einen Zeitraum
von 12 Monaten durch rheologische Messungen untersucht. Bei PPeD zeigt sich innerhalb
der ersten drei Monate keine Veranderung der FlieReigenschaften. Nach 6 Monaten Lage-
rung zeigt sich allerdings eine starke Verdickung der Zubereitung mit einem groRen Anstieg
der Viskositat. Dies ist auf die verdickenden Eigenschaften von Dimethylisosorbid in tensid-
haltigen Formulierungen zurtickzufihren [Cognis / jetzt BASF Personal Care and Nutrition
GmbH, 2006-2011]. Der Mechanismus dieser Verdickung ist in der Literatur allerdings nicht
beschrieben. PPe zeigt Giber den Zeitraum von 3 Monaten keine Veranderung des FlieRver-
haltens. Nach 6 Monaten zeigt sich eine kleine Viskositatserhdhung. Auch bei PPePr bleiben
die Messkurven des Rheogramms innerhalb der ersten vier Wochen konstant und zeigen

nach 3 Monaten ebenfalls einen kleinen Anstieg der Flie3grenze und der Messkurve.

Im Laufe der Zeit unterliegen die Systeme einer Strukturveréanderung. Poloxamermolekile

diffundieren und der Aufbau der vorhandenen Tensidaggregate verandert sich. Auch eine
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Verdickung bzw. Viskositatserhéhung findet durch eine verstarkte Aushildung des Gelgertists
statt. Die Erhohung der Viskositat geht bei allen Zubereitungen in polarisationsmikroskopi-
schen Aufnahmen mit einer Abschwachung der Texturen einher. Diese sind durch die starke-
re Solvatation der Poloxamermolekile zu erklaren. Diese Solvatation kdnnte auch eine ver-
anderte Aggregation der Poloxamermolekiile beginstigen und damit die Strukturverdnde-
rungen mit erklaren. Zusammenfassend zeigen PPe und PPePr die konstantesten rheologi-
schen Eigenschaften und sind dadurch fur den Gebrauch im Zweikammersystem am besten
geeignet.

Werden Zubereitungen in einem Zweikammersystem verwendet, unterliegen sie beim Ge-
brauch einer gewissen Scherung. Daher wird untersucht, welchen Einfluss eine einmalige
Rehomogenisierung von PPe und PPePr auf die Viskositdt des Systems hat. Hier werden
nur die Untersuchungen von PPe vorgestellt. Es lasst sich zeigen, dass sich die Flie3grenze
und die Messkurven durch eine einmalige Scherung senken lasst, die Ursprungsmesskurve
dadurch aber nicht erreicht wird. Bei weiterer Lagerung kommt es auch wieder zu einem An-
steigen der FlielRgrenze und der Messkurven. Durch eine einmalige Rehomogenisierung
kann die Struktur nur geringfiigig verdndert werden. In polarisationsmikroskopischen Auf-
nahmen lasst sich kein Effekt der Scherung auf die Texturen beobachten. Die nach 6 Mona-
ten vermindert auftretenden Texturen sind auch nach einer Rehomogenisierung nach wie vor
schwach ausgepragt. Eine mit der Zeit stéarker eintretende Solvatation der Poloxamermolekii-
le und der damit verbundenen Veranderungen der Tensidaggregation kann durch die Sche-
rung also nicht verandert werden. Die Scherung bewirkt den scherungsbedingten Abbau von
Geruststrukturen, was das Absinken der FlieRgrenze und der Messkurve erklart. Die Gerlst-

strukturen bauen sich im Laufe der weiteren Lagerzeit aber wieder auf.

Bei der wasserhaltigen Formulierung PHIC handelt es sich um eine streichfahige Emulsion.
Das eingesetzte Poloxamer wirkt viskositatserhéhend [van Hemelrijck, 2011] und kann das
System durch den Aufbau eines Gerlists stabilisieren. Da Emulsionen thermodynamisch in-
stabile Systeme darstellen, kommt es nach einiger Zeit immer zu Instabilitdéten. Aufrahmung,
Sedimentation und Flockung sind reversible Phdnomene, die sich durch Aufschitteln des
Systems wieder beheben lassen [Kutz et al., 2011]. Beim statistischen Versuchsdesign zur
Optimierung der Stabilitdt von PHIC werden drei Formulierungen generiert, die nach einiger
Zeit Aufrahmungstendenzen zeigen. Dabei sind die Formulierungen 4, 8 und 12 Tage stabil,
bevor Aufrahmung einsetzt. Daher missen diese Systeme vor der Verwendung aufgeschit-
telt werden. Ein regelmaRiger Gebrauch, der das Schiitteln des Systems beinhaltet, konnte

maoglicherweise helfen, die Instabilitat zu vermeiden.
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5.3 Methoden zur Untersuchung der Homogenitéat

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Methoden zur Untersuchung der Homogenitat entwi-
ckelt, die Uberprufung der Farbhomogenitat gefarbter Mischproben und die Uberpriifung der
Gehaltseinheitlichkeit von Mischproben mit Wirkstoff. In Kapitel 4.3.3 werden beide Metho-
den ausfiuhrlich vorgestellt und gegenibergestellt. Ein wesentlicher Unterschied beider Me-
thoden ist die ProbengréRe, die verwendet wird. Wahrend bei der Uberpriifung der Farbho-
mogenitat nur ein Bildausschnitt vermessen wird, dessen Masse nur 0,2467 g beinhaltet,
wird bei der Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit ca. 3 g Probe verwendet. Bei Feststoff-
mischungen ist die Varianz der Massenkonzentration nach Stange, Poole und Taylor von der
Gesamtmasse der Probe abhangig [Sommer, 1979]. Damit wird die ermittelte Homogenitat
schlechter, je kleiner die Einzelproben sind. Somit hat die ProbengroRe auf das Ergebnis
Einfluss. Bei Proben, in denen viele Teilchen enthalten sind, nahert sich die Varianz (bzw.
Variationskoeffizient) asymptotisch einer durch die Messgenauigkeit bestimmten Konstanten
an. Die Probengrof3e bestimmt u.a. bei hinreichender genauer Messtechnik die maximale
Mischungsgute einer Mischung [Eichstadt, 1997]. Demnach mussten bei den Homogenitéts-
untersuchungen mittels Uberprufung der Gehaltseinheitlichkeit leichter gute Mischungsguten
nachgewiesen werden kénnen, sofern diese vorliegen. Bei der Uberpriifung der Farbhomo-
genitat durfte es demnach schwieriger sein, eine gute Homogenitat nachzuweisen. Allerdings
werden bei den Untersuchungen dieser Mischproben gute Mischungsgiten erzielt. Der
Grund hierfur ist, dass bei fluiden Proben selbst in kleinen Mischproben die Partikelanzahl
sehr hoch liegt und daher der Einfluss der stochastischen Variabilitdt in den Ergebnissen zu
vernachlassigen ist [Eichstadt, 1997].

5.4 Einfluss der Zubereitungen auf die Homogenitat

Betrachtet man die Homogenitaten bei Mischung der uneingefarbten Zubereitungen PPe mit
PHICs niedriger, mittlerer und hoher Viskositat aus der Uberprifung der Gehaltseinheitlich-
keit, resultieren ausschlief3lich méRige Homogenitatswerte um die 55 %. In allen drei unter-
suchten Mischungsproben kommt es nur unzureichend zur Bildung von chaotischer Advekti-
on an den Rillenstrukturen des Mikromischers. Die Mischungsvorgange beruhen hauptsach-
lich auf der stattfindenden Diffusion und der Aufldsung der Gel/Cremestrukur in der Grenz-
flache. Es ist kein Effekt der verschiedenen Viskositaten der Zubereitungen auf die resultie-
rende Homogenitéat zu erkennen. Auch wenn die Viskositat von PHIC ansteigt und damit die
Viskositatsunterschiede grof3er werden, so hat dies keinen Einfluss auf die Homogenitat. Die
Mischmuster zeigen, dass beide zu mischenden Komponenten, auch bei gréReren Viskosi-
tatsunterschieden, im Verhaltnis 1+1 geférdert und gemischt werden und eine méaRige Ho-

mogenitat resultiert.
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Bei den eingefarbten Zubereitungen PPe und PHIC niedriger Viskositat zeigt sich mit einer
Homogenitat von 62,5 % ein &hnliches Bild. Bei den eingefarbten Zubereitungen PPe und
PHIC mittlerer und hoher Viskositét zeigen sich allerdings mit im Durchschnitt 83,9 % und
92,4 % gute Homogenitatswerte. Es zeigt sich, dass ein ausreichend grof3er Unterschied der
Viskositaten bzw. Auspresskrafte (= 179,7 N) der zu mischenden Zubereitungen das Misch-
resultat verbessern kann. Werden zwei ungleiche Zubereitungen gemischt, entsteht in der
Grenzflache ein Druckunterschied, der zu einem stabilen Fluss beider Komponenten fihrt.
Dadurch resultiert ein schlechtes Mischresultat [Xia et al., 2010]. Ist der Unterschied zwi-
schen PPe und PHIC gro3 genug, kann dieser hohe Druckgradient den Fluss beider Kom-
ponenten destabilisieren. In deren Grenzflache entsteht durch einen Aufloseprozess von
PPe und PHIC die Mischung mit deutlich niedrigerer Viskositat. Je grof3er also die Unter-
schiede in Viskositat und Auspresskraft und damit je héher der Druckgradient zwischen PPe
und PHIC ist, umso mehr thermische Energie kann in der Grenzflache freigesetzt werden,
wenn durch den Aufléseprozess von PPe und PHIC die Viskositat der Mischung abféllt. Die-
se thermische Energie fuhrt zu einer guten Vermischung beider Komponenten. Méglicher-
weise treten auch chaotische Advektion oder Turbulenzen an den Rillenstrukturen des Mi-
kromischers auf, die flr eine weitere Vermischung sorgen. Es resultiert eine homogene Mi-

schung, die resultierende Mischhomogenitét ist gut.

5.5 Eignung des Mikromischers

Der Mikromischer ist ein Herringbone-Mischer, dessen innere Rillenstruktur chaotische Ad-
vektion erzeugen soll [Gransee, R., 2010]. In Mikromischern liegen in der Regel Reynolds-
zahlen kleiner 100 vor [Capretto et al., 2011, Stroock et al., 2002]. Da der Ubergang von la-
minarer zu turbulenter Stromung bei deutlich héheren Reynoldszahlen erfolgt, kommen tur-
bulente Stromungen in Mikromischern ublicherweise nicht vor [Nguyen et al., 2002]. Die Mi-
schung erfolgt Gber Diffusion und Advektion [Capretto et al., 2011]. Dariiber hinaus wird ver-
sucht, durch FlieBhindernisse Uber die Erzeugung von chaotischer Advektion das Mischres-
ultat zu verbesseren [Aref, 2002, Capretto et al., 2011]. Werden nun halbfeste Zubereitungen
verwendet, welche noch deutlich hdhere Viskositaten als Ublicherweise verwendete Fluide
wie Wasser und Glycerol aufweisen, wird die Reynoldszahl weiter verkleinert. Dies erschwert
die Bildung chaotischer Advektion, die fur die Verbesserung der Mischungsgtte notwendig
ist. AuRerdem verringert eine hohere Viskositat den Diffusionskoeffizienten, der in die Fick-

sche Diffusionsgleichung eingeht, und damit den Massenfluss.

Die Homogenitatsuntersuchungen der uneingefarbten Zubereitungen mit ALA, die bei der
Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit verwendet werden, zeigen, dass bei Mischung zweier
halbfester Zubereitungen durch den Mikromischer keine homogenen Mischungen resultieren.

Eine Mischung zweier halbfester Komponenten erfolgt durch Diffusion und den Auflésepro-
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zess von PPeX und PHIC in der Grenzflache. Der Mikromischer ist demnach nicht geeignet,
zwei halbfeste Systeme in ausreichender Qualitat zu mischen. Bessere Homogenitatswerte
kann der Mikromischer nur liefern, wenn Viskositatseigenschaften der Zubereitungen auftre-
ten, die die Homogenitat beginstigen. Dies ist der Fall, wenn sich die zu mischenden Kom-
ponenten bei Kontakt auflésen und diese Lésung eine niedrige Viskositat zeigt und wenn die
zu mischenden Zubereitungen auf3erdem sehr unterschiedliche Viskositaten bzw. Auspress-
krafte aufweisen. Zeigt die Differenz der Auspresskrafte PPe + PPe und PHIC + PHIC Werte
tber 179,7 N, so liefert der Mikromischer verbesserte Mischeffizienzen.

5.6 Auspresskrafte

Bei den Auspresskraften ist das Bestreben, Systeme mit mdglichst niedrigen Auspresskraf-
ten zu generieren, um die von Hand aufwendbare Auspresskraft nicht zu Ubersteigen. Bei
den eingefarbten Formulierungen, die bei der Uberpriifung der Farbhomogenitat verwendet
werden, liegen die Auspresskrafte der Mischungen PPe + PHIC niedriger Viskositat zu PPe
+ PHIC hoher Viskositat zwischen 140 - 186 N. Bei den uneingefarbten Formulierungen, die
fur die Uberprifung der Gehaltseinheitlichkeit verwendet werden, ergibt sich ein anderes
Bild. Die Mischungen PPe + PHIC niedriger bis PPe + PHIC hoher Viskositat liegen zwi-
schen 235 — 265 N. In internen Untersuchungen wurde die praktische Handhabbarkeit der
Auspresskrafte von in Spritzen abgefiillte Zubereitungen durch den Mikromischer untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass Krafte bis ca. 40 N gut handhabbar, ab 60 N nicht mehr gut hand-
habbar und Anwendung mit 250-300 N praktisch unmoglich waren [Hermann, 2014]. Und
auch Kircher zeigte, dass mit dem Dreifingergriff, der zum Beispiel beim Niederdriicken einer
Dose mit Zeige,- Mittelfinger und Daumen von Mannern Kréfte bis ca. 115 N und von Frauen
bis ca. 75 N aufgebracht werden konnen [Kircher, 2007]. Demnach sind die Auspresskréfte

in einem Bereich, der die praktische Anwendung nur schwer ermdglicht.

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit beschaftigte sich damit, ob die resultierende Auspresskraft
einer Mischung zweier Komponenten in Abhangigkeit der resultierenden Homogenitat be-
rechnet werden kann. Dabei wurde eine Hypothese aufgestellt, die besagt, dass bei zwei zu
mischenden Komponenten mit guter resultierender Homogenitat, sich die gemessene Aus-
presskraft aus den Auspresskraften der Einzelkomponenten sowie der Auspresskraft der
homogenen Mischung anteilig ihrer Wegstrecke zusammensetzt (,Partialauspresskraft’,
Gleichung 4.3-1). Die Zufuhrkandle machen jeweils 25 % der Wegstrecke aus, daher gehen
die Auspresskrafte der Einzelkomponenten mit je 25 % in die Formel mit ein. Im Mischkanal
dominiert die homogene Mischung und so geht die Auspresskraft der homogenen Mischung
mit 50 % in die Berechnung ein. Im Gegensatz dazu resultiert die Auspresskraft bei Mi-
schungen mit unzureichender Homogenitat nur aus den Auspresskraften der Einzelkompo-

nenten (,Mittelwertsauspresskraft®, Gleichung 4.3-2). In den Zufuhrgédngen gehen wiederum
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die Auspresskrafte der Einzelkomponenten mit je 25 % in die Berechnung ein. Die Aus-
presskraft der homogenen Mischung geht hier nicht mit ein, da eine homogene Mischung
beider Komponenten im Mischkanal nicht in ausreichender Menge entsteht. Daher gehen im
Mischkanal nochmals die Auspresskrafte der Einzelkomponenten mit je 25 % in die Berech-
nung ein, da beide Komponenten im Verhaltnis 1+1 gefordert werden. Die Untersuchungen
zeigen, dass die Auspresskrafte der Mischungen der eingefarbten Zubereitungen PPe und
PHIC mittlerer und hoher Viskositat, die mit im Durchschnitt 83,9 % und 92,4 % gute Homo-
genitatswerte zeigen, die ermittelten Auspresskrafte mit den ,Partialauspresskraften” und
nicht mit den ,Mittelwertsauspresskraften® Ubereinstimmen. Bei der Mischung der eingefarb-
ten Zubereitungen PPe und PHIC niedriger Viskositét liegt die Homogenitat bei 62,5 %. Die
Homogenitat ist deutlich schlechter als bei PPe + PHIC mittlerer und hoher Viskositat. Hier
Iasst sich die ermittelte Auspresskraft nicht eindeutig der ,Partialauspresskraft” oder der ,Mit-
telwertsauspresskraft* zuordnen. Der ermittelte Wert liegt zwischen beiden berechneten
Werten. Dies ist dadurch zu erklaren, dass bei einer Homogenitét von 62,5 % keine absolut
gute Homogenitat resultiert, es aber trotzdem noch dazu kommt, dass eine homogene Mi-
schung entsteht. Es liegen die beiden zu mischenden Komponenten im Mischkanal also we-
der parallel ungemischt nebeneinander, noch dominiert die homogene Mischung. Daher
nehmen im Mischkanal sowohl die Auspresskrafte der Einzelkomponenten als auch die Aus-
presskraft der homogenen Mischung Einfluss auf die resultierende Auspresskraft. Bei den
Mischungen der uneingefarbten Zubereitungen PPe mit ALA und PHIC niedriger, mittlerer
und hoher Viskositat liegen die Homogenitatswerte mit im Durchschnitt 52 %, 57 % und 53 %
nochmals niedriger als bei den Mischungen der eingefarbten Zubereitungen. Hier stimmen
die ermittelten Auspresskrafte mit den berechneten ,Mittelwertsauspresskraften® tiberein. Die
Hypothese, dass sich die Auspresskrafte von Mischungen entsprechend ihrer Homogenitat
berechnen lassen, lasst sich also bestatigen. Im Umkehrschluss lasst sich sagen, dass der
Vergleich der ermittelten mit den berechneten ,Partial- und Mittelwertauspresskraften“ eine

Abschatzung uber die vorliegende Homogenitat der Mischung ermdglicht.

5.7 In-vitro Permeationseigenschaften

Bei den in-vitro Permeationsuntersuchungen werden die verschiedenen Mischungen PPeX +
PHIC in Bezug auf ihre Permeationseigenschaften untersucht. Dabei werden Mischungen
mit PPePr und der drei PHIC-Formulierungen niedriger, mittlerer und hoher Viskositat mitei-
nander verglichen. Dabei ist ein ansteigender Trend von Mischungen mit PHIC hoher Visko-
sitat, iber Mischungen mit PHIC niedriger Viskositat zu Mischungen mit PHIC mittlerer Vis-
kositat zu erkennen. Da sich die Mischungen nur sehr gering in ihren Viskositaten, aber deut-
lich in ihrer Zusammensetzung der verschiedenen Poloxamere unterscheiden, ist ein mittle-

rer, massenbezogener Mittelwert des Poloxamermolekulargewicht dabei am vorteilhaftesten.
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Daher wurden fur die weiteren Untersuchungen Mischungen mit PHIC mittlerer Viskositét

untersucht.

Vergleicht man Mischungen der drei verschiedenen wasserfreien Formulierungen PPe,
PPePr und PPeD mit PHIC, so zeigen die Permeationsraten aquivalentes Verhalten. Der
Anteil von 5 % Propylenglykol in PPePr + PHIC bzw. 5 % Dimethylisosorbid in PPeD + PHIC
kann keinen zuséatzlich permeationsverbessernden Effekt im Vergleich zu PPe + PHIC zei-

gen.

Thermogel stellt die Ausgangsformulierung fur die Entwicklung der Formulierungen PPePr +
PHIC des Zweikammersystems dar. Beim Vergleich von Thermogel und PPePr + PHIC
konnte ein klarer Trend zur Verbesserung der Permeationsrate von PPePr + PHIC im Ver-
gleich zum Thermogel gezeigt werden. Thermogel zeigt eine vergleichbar hohe Viskositat
[Vgl. Griining, 2007] der Zubereitung im Gegensatz zu der Mischung PPePr + PHIC. Darlber
hinaus enthalt die Mischung PPePr + PHIC mit 37,5 % einen hohen Anteil an Pentylenglykol.
Wahrend im Thermogel alle Komponenten einen synergistischen Effekt zur Permeationsfor-
derung haben [Grining, 2007], kann das im Unterschied dazu enthaltene Pentylenglykol in
PPePr + PHIC diese permeationsfordernden Effekte weiter steigern. Systematische Untersu-
chungen zu den permeationsfordernden Effekten von Pentylenglykol sind in der Literatur
allerdings nicht vorhanden. Gegenuber Ameluz, dem aktuellsten zugelassenen Fertigarz-
neimittel kann keine Uberlegenheit von PPePr + PHIC gezeigt werden. PPePr + PHIC ist
Ameluz in den Untersuchung deutlich unterlegen. Die Bindung von ALA an das enthaltene
Lecithin der lipophilen Nanopartikel kann ALA erfolgreich durch die Haut schleusen und zeigt
daher deutlich hbhere Permeationswerte.

Aufgrund der Hautpraparation sind die Standardabweichungen der Messungen recht hoch.
Da wegen der hohen Polaritat von ALA Permeationsuntersuchungen durch Hautstiicke mit
der ublichen Dicke von 1,0 mm nicht moglich sind, wurde die Dermatomisierungsdicke mit
0,2 mm gewahlt. Da die Dermatomisierung immer abhangig vom ,Handling“ ist, wirken sich

Schwankungen in der Praparation deutlich gravierender aus als bei Hautdicken von 1,0 mm.
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6 Zusammenfassung

Da der Wirkstoff ALA, der in der photodynamischen Therapie topisch zur Anwendung
kommt, eine nur sehr geringe Lagerstabilitat zeigt und als polares Molekdl nur schlecht durch
die Haut permeieren kann, war das Ziel dieser Arbeit Zubereitungen fir ein Zweikammersys-
tem fUr ALA zu entwickeln. Dabei sollte die Stabilitdt von ALA durch Lagerung in einer was-
serfreien Formulierung verbessert werden. Durch Mischung der Zubereitung mit einer was-
serhaltigen Zubereitung sollte eine homogene Mischung entstehen, die appliziert werden
kann. Als Komponenten sollten die Inhaltsstoffe des Thermogels verwendet werden, das
bereits eine Permeationsverbesserung gegeniiber monographierten Formulierungen zeigen
konnte, um eine weitere Verbesserung der Permeation zu erreichen. Auf die Untersuchun-
gen der Homogenitat nach Mischung beider Komponenten mittels Mikromischer wurde ein
wichtiges Augenmerk gelegt.

Die vorliegende Arbeit stellt jeweils drei wasserfreie (PPe, PPeD und PPePr) und drei was-
serhaltige Formulierungen (PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat) vor, die im Zwei-
kammersystem verwendet werden konnen. Fur die Stabilitatsuntersuchungen von ALA stell-
ten sich HPLC-Untersuchungen als ungeeignet heraus. Daher wurde eine Farbuntersuchung
entwickelt, mit der der Anfall an Abbauprodukten bestimmt werden konnte. Es zeigt sich,
dass ALA bei Lagerung in den wasserfreien Zubereitungen PPeX deutlich stabiler ist als bei
Lagerung im Thermogel. Dabei zeigt sich in PPe die beste Stabilitdt. Um die physikalische
Stabilitat der Zubereitungen Uber einen Lagerzeitraum von 12 Monaten zu untersuchen,
wurden rheologische Untersuchungen durchgefiihrt. Wahrend PPeD innerhalb der Lagerzeit
einen deutlichen Viskositatsanstieg zeigt, sind bei PPe und PPePr nur kleine Anstiege der
Viskositat Uber die Lagerzeit zu verzeichnen. Diese sind daher Uber den Lagerzeitraum flr
die Anwendung am besten geeignet. Eine Rehomogenisierungsuntersuchung macht deut-
lich, dass ein gewisser Anstieg der Viskositat von PPe und PPePr durch eine einmalige
Scherung nicht verhindert werden kann. Bei den wasserhaltigen Zubereitungen PHIC wurde
mit Hilfe eines statistischen Versuchsdesigns die Abhangigkeit der Viskositat mit der resultie-
renden Stabilitat bestimmt. Je hoher die Viskositat, umso hdéher ist die Stabilitat. Fur die Un-
tersuchung der Homogenitat nach Mischung mittels Mikromischer wurden zwei Methoden
entwickelt. Zum einen wurden Zubereitungen eingefarbt, gemischt und die Farbhomogenitat
der Mischung untersucht. Andere Untersuchungen verwendeten die uneingefarbten Zuberei-
tungen mit Wirkstoff. Hier wurde die Homogenitat Uber die Bestimmung der Gehaltseinheit-
lichkeit bestimmt. Da es sich bei den zwei Methoden zur Untersuchung der Homogenitéat
durch das Einarbeiten von Farbstoffen um unterschiedliche Formulierungen handelt, lassen
sich die Homogenitatswerte beider Methoden nicht direkt vergleichen. Fir eine Aussage

Uber die Homogenitat der originalen Zubereitungen PPe + PHIC sind die Untersuchungen
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zur Homogenitat mittels Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit die relevanteren Ergebnisse.
Die Homogenitatsuntersuchungen zeigen, dass der Mikromischer grundséatzlich nicht geeig-
net ist, halbfeste Zubereitungen homogen zu mischen. Die resultierenden Mischungsguten
ergeben eine unzureichende Homogenitat. Eine gute Homogenitat kann mit dem Mikromi-
scher nur erreicht werden, wenn Viskositatseigenschaften der Zubereitungen vorliegen, die
die Homogenitét beglnstigen. Bei Vorliegen hoher Viskositatsunterschiede bzw. hohe Unter-
schiede der Auspresskrafte der zu mischenden Komponenten (= 179,7 N) sowie eine sehr
niedrige Viskositat der homogenen Mischung beider Komponenten resultieren gute Homo-
genitatswerte. Fur die Pumpfahigkeit der Zubereitungen und die Handhabbarkeit des Zwei-
kammersystems sind niedrige Auspresskrafte notwendig. Daher wurden die Auspresskréfte
der Mischungen bestimmt. Die Auspresskrafte der Mischungen liegen zwischen 140 N —
265 N. Damit sind die aufzuwendenden Krafte fur eine einfache manuelle Betatigung zu
hoch. Uber die Messung der Auspresskrafte der zu mischenden Komponenten sowie der
homogenen Mischungen lasst sich zeigen, dass die resultierenden Auspresskrafte abhéngig
von den Auspresskraften der Einzelkomponenten und je nach Homogenitat auch von der
Auspresskraft der entstehenden Mischung sind. Damit lasst sich die Auspresskraft entspre-
chend der Mischungsgtte rechnerisch ermitteln. Mit Hilfe von Mischmustern lasst sich zei-
gen, dass beide zu mischenden Komponenten im Verhaltnis 1+1 durch den Mikromischer
gefordert werden. Bei einem 2 %igen Wirkstoffgehalt in der wasserfreien Zubereitung PPeX
resultiert nach Mischung mit PHIC durch den Mikromischer eine 1 %ige Zubereitung zur Ap-
plikation. Zur Untersuchung der Permeationseigenschaften wurden in-vitro Permeationsun-
tersuchungen mit auf 0,2 mm dermatomisierter Schweinehaut durchgefihrt. Vergleicht man
Mischungen mit unterschiedlichen PHIC-Komponenten, zeigt sich ein kleiner Trend zu bes-
seren Permeationswerten bei Mischungen von PPePr mit PHIC mittlerer Viskositat. Ver-
gleicht man Mischungen der unterschiedlichen wasserfreien Formulierungen PPe, PPeD und
PPePr mit PHIC mittlerer Viskositat zeigt sich die Aquivalenz der Permeationsraten aller drei
Mischungen. Im Vergleich zum Thermogel lasst sich eine verbesserte Permeationsrate zei-
gen. Dem aktuellsten Fertigarzneimittel Ameluz ist die Mischung PPePr + PHIC mittlerer Vis-

kositat deutlich unterlegen.
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7 Fazit
Die vorliegende Arbeit stellt jeweils drei wasserfreie (PPe, PPePr und PPeD) und drei was-

serhaltige Formulierungen (PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat) vor. Durch die
Lagerung von ALA in einer wasserfreien Formulierung PPeX lasst sich die Stabilitat des
Wirkstoffes im Vergleich zum Thermogel verbessern. Die beste chemische Stabilitat von ALA
zeigt sich in PPe. Die beste physikalische Stabilitat zeigt dabei PPe und PPePr. Diese sind
damit fur die Anwendung im Zweikammersystem am besten geeignet. Bei den wasserhalti-
gen Zubereitungen zeigen die Zubereitungen mit der hochsten Viskositat die héchste physi-
kalische Stabilitat. Fir die Homogenitatsuntersuchungen liel3en sich zwei Methoden entwi-
ckeln. Es lasst sich zeigen, dass der Mikromischer grundsatzlich ungeeignet ist, halbfeste
Zubereitungen homogen zu mischen. Nur bei Vorliegen ausreichend hoher Unterschiede der
Viskositaten der zu mischenden Zubereitungen und einer niedrigen Viskositat der homoge-
nen Mischung resultieren gute Homogenitatswerte. Dabei sind die Auspresskréfte der Mi-
schungen fir eine praktische Anwendung zu hoch. Die zu mischenden Zubereitungen wer-
den im gleichen Verhéltnis durch den Mikromischer geférdert und gemischt. Die zu applizie-
renden Mischungen zeigen im Vergleich zum Thermogel verbesserte Permeationseigen-

schaften, sind dem aktuellen Fertigarzneimittel Ameluz aber unterlegen.
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8 Anhang

8.1 Statistische Auswertung

8.1.1 Stabilitat

Tabelle 8-1: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Stabilitdtsuntersuchung per

Zentralwertanalyse

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

PPe 3 7 2,33 0

PPeD 3 19 6,33 12

PPePr 3 44 14,67 7

Thermogel 3 110 36,67 61

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrifgroRRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- (F) F-Wert
summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 2115,33 3 705,11 35,26 5,85E-05 4,07

Innerhalb

Gruppen 160 8 s?(in)=20

Gesamt 2275,33 11
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Tabelle 8-2: Student Newman Keuls Test der Stabilitdtsuntersuchung per Zentralwertanalyse

Thermogel PPePr PPeD PPe
Mittelwert geordnet 36,67 14,67 6,33 2,33
Differenz mit kleinstem Wert 34,33 12,33 4
Differenz mit 2.kleinstem Wert 30,33 8,33
Differenz mit 3.kleinstem Wert 22
Anzahl Ergebnisse 12
Gruppen 4
Wiederholungen 3
Freiheitsgrade 8
tabellierte Werte 4,53 4,04 3,261
s?(in) 20
D (kleinster) Unterschied? 11,70 (ja) 10,43 (ja) 8,42 (nein)
D (2.kleinster) Unterschied? 10,43 (ja) 8,42 (nein)
D (3.kleinster) Unterschied? 8,42 (ja)
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8.1.2 Homogenitatsuntersuchungen

Tabelle 8-3: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositat von PPe, PHIC und

Farbhomogenitéat)

homogene Mischungen je niedrigviskos, mittelviskos und hochviskos (Uberpriifung der

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz
PHIC niedrig
viskos/ mittel- 3 3,42/ 1,14/ 0,01/
viskos/ 9,11/ 3,04/ 0,01/
hochviskos 13,64 4,55 0,41
PPe 3 1,21 0,40 0,007
homogene
Mischung
niedrigviskos/ 3 0,40/ 0,13/ 0,0001/
mittelviskos/ 0,441/ 0,15/ 0,0001/
hochviskos 0,48 0,16 0,0001
ANOVA
Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrifgroRe P-Wert kritischer
ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- (F) F-Wert
summe (MS)
1,63/ 0,81/ 170,88/ 5,14E-06/
Unterschiede 15,30/ 7,67/ 1373,82/ 1,03E-08/
zw. Gruppen 36,45 2 18,22 130,37 1,14E-05 5,14
0,03/ s?(in) = 0,005/
Innerhalb 0,033/ 0,006/
Gruppen 0,84 6 0,14
1,66/
15,37/
Gesamt 37.29 8

Tabelle 8-4: Student Newman Keuls Test der Viskositat von PPe, PHIC und homogene

der Farbhomogenitat)

Mischungen je niedrigviskos, mittelviskos und hochviskos (Uberpriifung

PHIC PPe homogene

niedrigviskos/ Mischung

mittelviskos/ niedrigviskos/

hochviskos mittelviskos/

hochviskos

Mittelwert geordnet 1,14/ 0,40 0,13/

3,04/ 0,15/

4,54 0,16
Differenz mit kleinstem Wert 1,01/ 0,27/

2,89/ 0,26/

4,34 0,24

132



8. Anhang

Differenz mit 2.kleinstem Wert

Anzahl Ergebnisse
Gruppen
Wiederholungen
Freiheitsgrade
tabellierte Werte
s?(in)

D (kleinster) Unterschied?

D (2.kleinster) Unterschied?

0,74/
2,63/
4,14

6
4,34 3,46
0,006

0,17 (ja)/ 0,13 (ja)/
0,19 (ja)/ 0,14 (ja)/
0,94 (ja) 0,70 (nein)

0,14 (ja)/

0,15 (ja)/
0,75 (ja)
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Tabelle 8-5: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Homogenitat [%] von PPe + PHIC

niedriger, mittlerer und hoher Viskositat per Uberpriifung der Farbhomogenitét

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

PPe + PHIC

niedr.Viskositat 3 187,65 62,55 11,08

PPe + PHIC

mittl.Viskositat 3 251,51 83,84 352,00

PPe + PHIC

hohe Viskositat 3 277,12 92,37 17,77

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrifgroRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- F F-Wert
summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 1415,49 2 707,74 5,57 0,04 5,14
Innerhalb

Gruppen 761,70 6 s?(in )=126,95

Gesamt 2177,19 8

Tabelle 8-6: Student Newman Keuls Test der Homogenitéat [%] von PPe + PHIC niedriger, mittlerer und
hoher Viskositat per Uberpriifung der Farbhomogenitét

PPe + PHIC PPe + PHIC PPe + PHIC
hoh.Viskositat  mittl.Viskositéat niedr.Viskositéat

Mittelwert geordnet 92,37 83,84 62,55

Differenz mit kleinstem Wert 29,82 21,29

Differenz mit 2.kleinstem Wert 8,54

Anzahl Ergebnisse 9

Gruppen 3

Wiederholungen 3

Freiheitsgrade 6

tabellierte Werte 4,34 3,46

s2(in) 126,95

D (kleinster) Unterschied? 28,23 (ja) 21,21 (ja)

D (2.kleinster) Unterschied? 22,51 (nein)
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Tabelle 8-7: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositat von PHIC niedriger

Viskositat und seine homogene Mischung mit PPe mit ALA

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

PHIC niedrige

Viskositét 3 4,33 1,44 0,002

homogene

Mischung

PHIC+ PPe 3 0,40 0,13 0,0003

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrufgroRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- (F) F-Wert
summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 2,57 1 2,57 2637,284 8,60E-07 7,71

Innerhalb

Gruppen 0,004 4 0,001

Gesamt 2,57 5

PrifgroRRe (F) > kritischer F-Wert - signifikanter Unterschied der Ergebnisse

Tabelle 8-8: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositat von PHIC mittlerer

Viskositat und seine homogene Mischung mit PPe mit ALA

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

PHIC mittlere

Viskositat 3 8,29 2,76 0,17

homogene

Mischung

PHIC+ PPe 3 0,46 0,15 0,0002

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrufgroRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- F F-Wert
summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 10,20 1 10,20 119,80 0,0004 7,71

Innerhalb

Gruppen 0,34 4 0,09

Gesamt 10,54 5

PrufgroRRe (F) > kritischer F-Wert - signifikanter Unterschied der Ergebnisse
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Tabelle 8-9: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositat von PHIC hoher

Viskositat und seine homogene Mischung mit PPe mit ALA

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

PHIC hohe

Viskositét 3 11,55 3,85 0,01

homogene

Mischung

PHIC+ PPe 3 0,50 0,17 0,0003

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrifgroRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- (F) F-Wert
summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 20,36 1 20,36 3717,18 4,33E-07 7,71
Innerhalb

Gruppen 0,02 4 0,005

Gesamt 20,38 5

PrifgroRRe (F) > kritischer F-Wert - signifikanter Unterschied der Ergebnisse
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Tabelle 8-10: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Gleichférmigkeit der Proben-

extrudate der Teilproben 1 - 3 und des inneren Quadrats

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

Teilprobe 3 3 230,52 76,84 5,23

Teilprobe 2 3 249,72 83,24 53,06

Teilprobe 1 3 250,21 83,40 22,39

inneres Quadrat 3 288,81 96,27 5,39

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrifgroRRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- (F) F-Wert
summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 597,649 3 199,21 9,26 0,006 4,07
Innerhalb

Gruppen 172,13 8 s?(in)=21,52

Gesamt 769,77 11

Tabelle 8-11: Student Newman Keuls Test der Gleichférmigkeit der Probenextrudate der Teilproben 1 - 3

und des inneren Quadrats

inneres Teilprobe 1 Teilprobe 2 Teilprobe 3
Quadrat

Mittelwert geordnet 96,27 83,40 83,24 76,84

Differenz mit kleinstem Wert 19,43 6,57 6,40

Differenz mit 2.kleinstem Wert 13,03 0,16

Differenz mit 3.kleinstem Wert 12,86

Anzahl Ergebnisse 12

Gruppen 4

Wiederholungen 3

Freiheitsgrade 8

tabellierte Werte 4,53 4,04 3,261

s2(in) 21,52

D (kleinster) Unterschied? 12,13 (ja) 10,82 (nein) 8,73 (nein)

D (2.kleinster) Unterschied? 10,82 (ja) 8,73 (nein)

D (3.kleinster) Unterschied? 8,73 (ja)
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8.1.3 Permeationsuntersuchung

Tabelle 8-12: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Permeationsraten der Mischun-

gen PPePr mit PHIC niedriger, mittlerer und hoher Viskositat

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

PHIC niedriger

Viskositat 5 52,74 10,55 60,25

PHIC mittlerer

Viskositat 5 71,06 14,21 215,00

PHIC hoher

Viskositat 5 28,18 5,64 10,89

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrufgroRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- (F) F-Wert
summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 185,20 2 92,60 0,97 0,41 3,89

Innerhalb

Gruppen 1144,61 12 95,38

Gesamt 1329,81 14

PrufgroRRe (F) < kritischer F-Wert - kein signifikanter Unterschied der Ergebnisse
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Tabelle 8-13: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Viskositdten der Mischungen
PPePr + PHICs niedriger, mittlerer und hoher Viskositat

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

PPePr + PHIC

niedrig 3 0,51 0,17 8,95E-05

PPePr + PHIC

mittel 3 0,61 0,20 6,11E-07

PPePr + PHIC

hoch 3 0,64 0,21 0,0003

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrifgroRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- F F-Wert

summe (MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 0,003 2 0,002 12,10 0,008 514

Innerhalb

Gruppen 0,0008 6 s%(in)=0,0001

Gesamt 0,004 8

Tabelle 8-14: Student Newman Keuls Test der Viskositaten der Mischungen PPePr + PHICs niedriger,

mittlerer und hoher Viskositat

PPePr + PHIC ~ PPePr + PHIC PPePr + PHIC
hoch mittel niedrig

Mittelwert geordnet 0,21 0,20 0,17

Differenz mit kleinstem Wert 0,05 0,03

Differenz mit 2.kleinstem Wert 0,01

Anzahl Ergebnisse 9

Gruppen 3

Wiederholungen 3

Freiheitsgrade 6

tabellierte Werte 4,34 3,46

s¥(in) 0,0001

D (kleinster) Unterschied? 0,03 (ja) 0,02 (ja)

D (2.kleinster) Unterschied? 0,02 (nein)
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Tabelle 8-15: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der Permeationsraten von Ameluz,
PPePr + PHIC und Thermogel
Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz
Ameluz 5 298,19 59,64 1526,19
PPePr + PHIC 5 82,02 16,40 37,62
Thermogel 5 26,99 5,40 29,24
ANOVA
Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrufgroRe P-Wert kritischer
ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat- (F) F-Wert
summe (MS)
Unterschiede
zw. Gruppen 8220,48 2 4110,24 7,74 0,007 3,89
Innerhalb
Gruppen 6372,19 12 s%(in)=531,02
Gesamt 14592,68 14
Tabelle 8-16: Student Newman Keuls Test der Permeationsraten von Ameluz, PPePr + PHIC und
Thermogel
Ameluz PPePr + PHIC Thermogel
Mittelwert geordnet 59,64 16,40 5,40
Differenz mit kleinstem Wert 54,24 11,01
Differenz mit 2.kleinstem Wert 43,23
Anzahl Ergebnisse 15
Gruppen 3
Wiederholungen 5
Freiheitsgrade 12
tabellierte Werte 3,77 3,081
s¥(in) 513,02
D (kleinster) Unterschied? 38,85 (ja) 31,75 (nein)
D (2.kleinster) Unterschied? 31,75 (ja)
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Tabelle 8-17: Zusammenfassung der einfaktoriellen Varianzanalyse der permeierten Menge ALA nach 24
h bei Ameluz, PPePr + PHIC und Thermogel

Gruppen Anzahl Summe Mittelwert Varianz

Ameluz 5 5259,15 1051,83 359847,34

PPePr+PHIC 5 1640,66 328,13 11048,65

Thermogel 5 531,05 106,21 4692,78

ANOVA

Streuungs- Quadrat- Freiheits- Mittlere PrufgroRe P-Wert kritischer

ursachen summe (SS) grade (df) Quadrat-summe  (F) F-Wert
(MS)

Unterschiede

zw. Gruppen 2445307,27 2 1222653,64 9,77 0,003 3,89

Innerhalb

Gruppen 1502355,09 12 sz(in):125196,26

Gesamt 3947662,36 14

Tabelle 8-18: Student Newman Keuls Test der permeierten Menge ALA nach 24 h bei Ameluz, PPePr +
PHIC und Thermogel

Ameluz PPePr + PHIC Thermogel
Mittelwert geordnet 1051,83 328,13 106,210
Differenz mit kleinstem Wert 945,62 221,92
Differenz mit 2.kleinstem Wert 723,70
Anzahl Ergebnisse 15
Gruppen 3
Wiederholungen 5
Freiheitsgrade 12
tabellierte Werte 3,77 3,081
s¥(in) 125196,26
D (kleinster) Unterschied? 596,56 (ja) 487,53 (nein)
D (2.kleinster) Unterschied? 487,53 (ja)
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Tabelle 8-19: Prufung der Aquivalenz der Mischungen PPePr + PHICs niedriger, mittlerer und hoher
Viskositat in Anlehnung an SUPAC-SS (FDA Guidance for Industry, 2004)

mittel hoch niedrig hoch niedrig mittel

VS. VS. VS. VS. VS. VS.

niedrig niedrig mittel mittel hoch hoch
Median 0,76 2,02 1,32 1,93 0,49 0,52
Kl oben 3,73 3,07 2,59 4,05 0,95 2,18
KI unten 0,39 1,05 0,27 0,46 0,33 0,25
Kl oben 2,98 1,04 1,27 2,12 0,46 1,66
Kl unten 0,37 0,97 1,05 1,47 0,17 0,27

Tabelle 8-20: Priifung der Aquivalenz der Mischungen PPe, PPeD und PPePr + PHIC, Ameluz und
Thermogel in Anlehnung an SUPAC-SS (FDA, Guidance for Industry, 2004)

PPeD PPe PPePr PPeD PPe PPePr Thermogel Ameluz

VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS.

PPePr PPePr PPe PPe PPeD PPeD PPePr PPePr
Median 1,09 0,87 1,16 1,26 0,79 0,92 6,27 0,26
Etl)en 1,86 1,34 1,38 1,80 1,50 1,44 8,58 0,39
Kl 0,69 0,74 0,75 0,67 0,56 0,54 1,87 0,18
unten
gt')en 0,77 0,47 0,23 0,54 0,70 0,53 2,32 0,14
Kl 0,40 0,13 0,41 0,59 0,24 0,38 4,39 0,07
unten
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8.2 Firmenliste

ACD Labs, Toronto, Canada

Adobe Systems GmbH, D-Miinchen

Aesculap AG & Co. KG, D-Tuttlingen
American National Can TM

Anton Paar GmbH, D-Ostfildern

Bandelin electronics GmbH & Co. KG, D-Berlin
BASF SE, D-Ludwigshafen

B-Braun AG, D-Melsungen

BD Corporation, UK-Barkin

Bibby Scientific Limited, UK-Stone

Biofrontera AG, D-Leverkusen

Borer Chemie AG, CH-Zuchwil

Brand GmbH & Co. KG, D-Wertheim

Caesar & Loretz GmbH (Caelo), D-Hilden
Canon Inc., Tokyo, Japan

Carl Roth GmbH, D-Karlsruhe

Carl Zeiss Jena GmbH, D-Jena

Croda GmbH, D-Nettetal

Dolorgiet GmbH & Co. KG, D-Sankt Augustin
Duran Group GmbH, D-Wertheim

Dr. Wilmar Schwabe GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe
ELGA LabWater Veolia Water Technologies Deutschland GmbH, D-Celle
Eppendorf AG, D-Hamburg

Fuhrmann GmbH, D-Munch

Gako Konietzko GmbH, D-Bamberg

Gauer Glas, D-Puttlingen

Greiner Bio-One GmbH, A-Kremsminster,
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Hauschild & Co. KG, D-Hamm

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, D-Schwabach
Heraeus Precious Metal GmbH & Co. KG, D-Hanau
Hewett Packard Inc., US-Palo Alto

HPT Hochwertige Pharmatechnik GmbH & Co. KG, D-Neuhaus/Rwg
J.T. Baker GmbH, D-Darmstadt

Kurt Obermeier GmbH & Co. KG, D-Bad Berleburg
Lauda GmbH & Co. KG, D-Lauda-Konigshofen
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, D-Diren

Memmert GmbH & Co. KG, D-Schwabach

Merck KGaA, D-Darmstadt

Mettler-Toledo GmbH, D-Giessen

Microsoft Corporation, US-Redmond

Philips GmbH, D-Hamburg

Precitool Werkzeughandel GmbH & Co. KG, D-Neuenstein
Pulch + Lorenz GroRhandelsgesellschaft mbH, D-March
Sartorius AG, D-Gottingen

SAS Institute Inc., US-Cary

Shimadzu Europa GmbH, D-Duisburg

Sigma Aldrich Corporation, US-St. Louis

Somakon Verfahrenstechnik UG, D-Linen

Symrise AG, D-Holzminden

Tesa SE, D-Norderstedt

Thermo Fisher Scientific Inc., D-Langenselbold
Thomson Reuters Corporation, US-New York

VWR International GmbH; D-Darmstadt

Wepa Apothekenbedarf GmbH & Co. KG, D-Hillscheid
Wepa Professional GmbH, D-Arnsberg

Zwick GmbH & Co. KG, D-Ulm
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