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1 Einleitung und Zielstellung

Hyaluronsdure (HS) wurde 1934 von MEYER und PALMER zum ersten Mal aus dem
Glaskorper isoliert [1]. Sie kommt in der Haut, in der extrazellularen Matrix, in der
Nabelschnur, im Glaskorper des Auges, in der Gelenkfliissigkeit und im Knorpelgewebe vor
[1-27].

HS wird in der Zellmembran aller Korperzellen synthetisiert, und iiber die Lymphgefafe zu
den Lymphknoten transportiert, wo 80-90 % davon abgebaut wird. 10- 20 % werden zum
Blutkreislauf transportiert und dort von den Endothelzellen der Lebersinusoiden (LEC) durch
spezifische Rezeptoren aufgenommen und intrazellulir zu Glucuronsdure und N-
Acylglucosamin abgebaut [4,5,10,11,14,19,20,23]. Die Produktion der HS wird durch
zahlreiche =~ Mediatoren, Plattchen-Wachstumsfaktor ~ (PDGF), Hormone  und
Entziindungsmediatoren (z.B Interleukin-1(1L-m18) [2] und Tumor Nekrose-Faktor (TNFx)
[2,3,6,16,20,21]) beeinflullt. Die normale Konzentration im Serum liegt unter 100 pg/l mit
einem Mittelwert von 30-40 pg/l. Der totale HS-Umsatz im Serum liegt bei 10-100 mg/24h
[4,5,8,10,11,20,23,24,25,27]. Im Korper dient die HS zur Kontrolle der Gewebepermeation
[5] und der Gewebehydration [6] sowie als Schmierfaktor in den Gelenken. Weiterhin steigert
sie die Produktion von Interleukin-1 und stimuliert die phagozytotische Aktivitit von
Monozyten und Granulozyten. Die HS-Produktion wird wihrend der Zellproliferation und der
Mitose gesteigert [2, 3,6,5].

HS wird als diagnostischer Parameter bei vielen Krankheiten (Tumor, rheumatische Arthritis
und Leberzellerkrankung) herangezogen. HS wird bei Gelenkerkrankungen injiziert und bei
ophthalmologischen und otologischen  Operationen (Visco-Chirurgie) eingesetzt
[7,14,17,18,20]. HS beschleunigt die Wundheilung, weil sie die Verletzung vor Radikalen
schiitzt [28]. Weiterhin berichtete  TROMMER iiber die Eigenschaften von HS als
Radikalfdanger in vitro [30]. Der enzymatische Abbau verstirkt die Wirkung von HS als
Radikalfédnger[29]. Niedermolekulare HS (22 kDa), die als Radikalfinger wirkt, soll in
Pflegecremes und Sonnenschutzmitteln eingesetzt werden. Diese Doktorarbeit konzentriert
sich auf die folgenden Punkte:

- Die quantitative Bestimmung von HS vor und nach dem Abbau

- Strukturaufkldrung von Hyaluronsiurederivaten



- In vitro-Untersuchung zur topischen Verfiigbarkeit von HS vor und nach dem
enzymatischen Abbau in halbfesten Zubereitungen

- Entwicklung und Charakterisierung von neuen HS- enthaltenden W/O Mikroemulsionen.



2 Theorie

2.1 Einsatz spektroskopischer Methoden in der HS-Strukturaufklirung

2.1.1 Struktur und Gewinnung

HS ist ein lineares Polysaccharid (Abb. 2.1), das aus der Disacchariduntereinheit N-
Acetylglucosamin und D-Glucuronsdure [D—Glucuronsédure (1-8-3) N-Acetyl-D-Glucosamin
(1- B-4)] besteht. Ein natives HS-Molekiil besteht aus 2-25-10° Einheiten und hat eine
Molmasse von 10° —10* kDa [32]. HS weist in wassriger Losung eine Sekundirstruktur auf,
die aus den Wasserstoftbriicken-Bindungen zwischen den Acetamidgruppen und den
Carboxylgruppen resultiert. Aus diesem Grund ist sie in wéssriger Losung gegeniiber
Oxidantien sehr stabil. AuBerdem verhdlt sich HS in einer wissrigen Losung als
Zufallsknduel (random coil) mit einem Durchmesser von 500 nm, welches bei
Konzentrationen von <1 g/l entfaltet wird [33].

HS wird enzymatisch durch verschiedene Enzyme abgebaut. Es entstehen dabei u. a. Di-, Tri-,
und Tetradisaccharide. Die Vermutung, dass nur beim enzymatischen Abbau mit Hilfe von
bakterieller Hyaluronidase Doppelbindungen entstehen, wie von NUHN und anderen

berichtet wurde, wird in der vorliegenden Arbeit (Abschnitt 4.1.1) bestétigt [31].

Abb. 2.1: Sekundérstruktur von Hyaluronséure: a: in DMSO; b: in Wasser und DMSO.



HS wird aus Hahnenkdmmen (Rooster combs) oder dem Glaskdrper von Kuhaugen extrahiert.
Heute wird HS oft durch Fermentation produziert und dann aufgearbeitet. Die HS, welche fiir
die vorliegende Arbeit verwendet wurde, ist mit einem hochproduktiven Bakterium der Art
Streptococcus zooepidemicus hergestellt worden.

Um HS-Derivate kleiner Molmassen herzustellen, wurde HS [29] bis zu einem bestimmten
Zeitpunkt enzymatisch abgebaut. Danach wurde die Reaktion durch plétzliches Erhitzen auf

70 C° unterbrochen und die molare Masse durch Gelpermeation bestimmt.

2.1.2 Einsatz der IR-und Raman-Spektroskopie zur HS-Strukturaufklirung

Die Infrarotspektroskopie (IR) findet in der Analytik breite Anwendung. Der wichtigste
Anwendungsbereich ist die Identifizierung organischer Verbindungen durch sog.
Fingerabdruck-Spektren. Diese Spektren sind in den meisten Féllen so eindeutig, dass man
durch sie die verschiedenen Verbindungen gut von einander unterscheiden kann.

Lediglich optische Isomere absorbieren auf genau dieselbe Art und sind daher im IR-
Spektrum ununterscheidbar. Neben der Anwendung in der qualitativen Analytik werden
Infrarot-Messungen immer hdufiger auch in der quantitativen Analytik verwendet. Die hohe
Selektivitit der Methode ermdglicht oft die quantitative Abschidtzung des Anteils einer
Verbindung in einer komplexen Mischung, wobei zuvor nur wenige oder keine Trennschritte
notig sind. Eine ergdnzende Methode zur IR-Spekrtoskopie ist die Raman-Spektroskopie. IR-
und Raman-Spektroskopie verhalten sich hinsichtlich ihres Informationsgehaltes teilweise
komplementér zueinander. Im Jahre 1928 entdeckte der indische Physiker C. V. RAMAN,
dass sich die Wellenlidnge eines kleinen Teils, der von bestimmten Molekiilen ausgehenden
Steustrahlung, von der des einfallenden Strahls unterscheidet, und dass die Verschiebungen
der Wellenldnge auBlerdem von der Struktur der streuenden Molekiile abhingig sind. Dieses
Phinomen riihrt von derselben Art gequantelter Anderung der Molekiilschwingungen her, die
von der IR—Absorption bekannt sind. Daher entspricht der Unterschied der Wellenldnge der
einfallenden und gestreuten Strahlung den Wellenldngen im Mittinfrarot-Bereich. Man erhélt
Ramanstreuung, wenn eine Probe mit monofrequenter Strahlung im sichtbaren oder im IR-
Bereich mittels starker Laser angeregt wird [34,46,47]. Sowohl IR als auch Raman-—
Spektroskopie wurden zur Mono- und Polysaccharidstrukturaufklarung eingesetzt [34-46].
GORAL et al. [37] haben die Raman-Spektroskopie benutzt, um biologische Materialien zu
charakterisieren. Er hat berichtet, dass fiir Holzcellulose diec Banden bei Wellenzahlen von
1600 [cm™'] fiir die -C=C- Streckschwingung und bei 3100 [cm™'] fiir =C-H liegen. FT-IR-

Spektren von Pektinen, die von MAUEL et al. [40] gemessen wurden, zeigten die



charakteristischen Banden von Glukuronséure im Bereich von 850-1200 [cm']. MAGANANI
et al. [41] haben die Anderung der Polyurethanfilm-Spektren mit IR untersucht, die mit
sulfatisierter HS gekoppelt wurden. Weiterhin [42] haben sie die Anderung der IR-Spektren
der Polysaccharide bei der Bildung eines Hydrogels untersucht und festgestellt, dass sich die
Bande der Amidgruppe zu grofBerer Wellenzahl auf Grund der Wasserstoff-Briicken hin
verschoben hat. MARLOW et al. [44] haben die Eigenschaften der derivatisierten HS-Filme
mittels IR untersucht und festgestellt, dass die Schwingungen in den Bereichen 800-1000 cm™
und  1150-1300 cm' C-O, C-C  Streckschwingungen und C-O, C-O-H
Deformationsschwingungen sind. BARBUCCI et al. [43] haben die lipophilen und
hydrophilen Eigenschaften der derivatisierten HS untersucht und bewiesen, dass COO-
Gruppen stérker auf der Oberflidche des Polymers als im Inneren des Polymers vertreten sind.
Die Zunahme der Feuchtigkeit der Messkammer verursacht daher, aufgrund der
Wasserstoftbriicken, eine Verschiebung der Banden der Amid- und Carboxyl-Gruppen von

HS.

2.1.3 Einsatz der NMR-Spektroskopie zur HS-Strukturaufklirung

Zahlreiche NMR-Untersuchungen wurden bisher zur HS-Charakterisierung durchgefiihrt. Die
Synthese von derivatisierter Polypyrrol-Hyaluronsiure wurde von COLLIER et al. mit "*C-
NMR [50] charakterisiert. Die Wechselwirkung zwischen den OH-Gruppen der
Polysaccharide wurde von BOSCO et al. durch *C-NMR-Spektroskopie [51] untersucht.
Weiterhin konnte die Stabilitdt der HS-Struktur in wissrigen Losungen (Sekundirstruktur,
Tertidrstruktur) von SCOTT et al mittels *C-NMR [53,59] aufgekliart werden. Uber die
Strukturaufkldrung des Oligomers der HS und seines Komplexes mit Kupfer II durch NMR
und IR berichteten MARCHETTINI et al. [54], ohne nidher auf die Doppelbindung
einzugehen. Die Methode der NMR wurde benutzt, um die o- und B-Saccharide in
Tetrasacchariden der HS zu identifizieren [55, 62]. COWMAN et al. haben die Stabilitit der
B-1,3- und B-1,4-Bindungen von HS verschiedener Molmassen in wéssriger Losung durch
BC-NMR unter verschiedenen Bedingungen studiert [57]. Die Wasserstoffbriicken in der
derivatisierten HS und ihr Verhalten in DMSO wurden von KVAM et al. [63] untersucht.
MATSUBARA et al. studierten die Biosynthese von Hyaluronsiure mittels '*C-NMR-
Spektroskopie [65]. HS, die im Korper entweder in Synovialfliissigkeiten oder
Knorpelgewebe vorhanden ist, wurden durch 'H- und *C-NMR-spektroskopische Messungen
von vielen Autoren untersucht [49, 6,61,66,67]. GROOTVELD et al. haben die "H-NMR

verwendet, um die Rolle des N-Acetylcysteins zum Schutz von HS vor Radikalen in



Synovialfliissigkeiten [52] zu beweisen. GHOSH et al. untersuchten die Wechselwirkung
zwischen Hyaluronsiure und Phospholipiden durch "H-NMR-Spektroskopie [58,60].

2.2 Hyaluronsiure-Analytik

2.2.1 Photometrie

Zur Quantifizierung von HS wird die sogenannte Uronsdure-Reaktion herangezogen. Dabei
reagiert die Uronsédure (Abbauprodukt der HS) mit Carbazol, wodurch eine violette Farbung
entsteht, die bei 650 nm detektierbar ist [73]. BITTER et al. haben Borat mit konzentrierter
Schwefelsdure zur Erhohung der Reaktionsempfindlichkeit, der Farbstabilitit, der
Reproduzierbarkeit und zur Verringerung des storenden Einflusses von Chloriden und
Oxidantien eingesetzt. Die Grenze der Methode liegt jedoch darin, dass die Anwesenheit von
Verunreinigungen, Staub oder Chloriden (z.B. im Leitungswasser), Nitriten oder Wasserstoft-
Peroxydase eine griine Farbe hervorruft. Die Anwesenheit von Kalium-, Natrium- und

Ammonium-Chloriden fiihren zur Verdnderung der Farbintensitit [72].

2.2.2 Hochleistungschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsfliissigchromatographie wurde oft zur Quantifizierung der enzymatisch
verdauten HS eingesetzt. KOSHIISHI et al. haben zur Quantifizierung der enzymatisch
abgebauten HS (EAHS) (durch Chondroitinase ABC) eine HPLC-Methode mit einer RP-
Ionenaustauschsdule eingesetzt. Dadurch konnte HS in den Geweben bestimmt werden
[74,75]. Verdaute Hyaluronsdure wurde von MORIKAWA et al. mit einer Nachweisgrenze
von 1 pg/ml durch HPLC bei einer Wellenldnge von 232 nm gemessen [77]. Weiterhin wurde
die HPLC eingesetzt, um Glycosaminoglycan nach enzymatischem Abbau im menschlichen
Blut zu ermitteln [78]. Eine HPLC-Methode wurde von AKYAMA et al. zur HS-Ermittlung
im menschlichen Urin nach Verdau mit Hyaluronidase beschrieben [79]. PAYAN et al.
entwickelten eine HPLC-Methode zur Bestimmung von Hyaluronsdure in der
Synovialfliissigkeit. HS wurde durch Hyaluronidase verdaut und in einer umgekehrten Phase
Octadecylsilyl injiziert [80]. Durch menschliche Knochenzellkulturen hergestellte HS und
Protoglycan wurden von FEDAKO et al. mit Hilfe der HPLC durch eine Ionenaustauschséule
voneinander getrennt [81]. HS wurde auch von KAKEHI et al. durch HPLC mit UV-Detektor
nach der Derivatisierung mit 1-(4-Methoxy)phenyl-3-methyl-5-pyrazolon (PMPMP)
analysiert. Wie die Autoren ausfiihren, erlaubte diese Methode die HS-Bestimmung fiir

Standardproben mit Konzentrationen von 0,5-50 pg/ml mit hoher Reproduzierbarkeit [82].



Die Methode der Gelfiltrationschromatographie (GPC) wurde fiir die quantitative
Bestimmung von  ungesittigten = Hexasacchariden und  Tetrasacchariden, die
Streptomyceshyaluronidase-Verdauungsprodukte der Hyaluronsdure sind, entwickelt. Durch
den Einsatz einer Sdule, die mit einem sulfatierten Polystyren-Divinylbenzen-Gel gepackt
war, wurde die Trennung der Oligosaccharide der HS in weniger als 7 Minuten mit einer
Nachweisgrenze von 65 ng/ml erreicht [84]. Andere fluorometrische Vorsdulen-
Derivatisierungsmethoden mit 2-Cyanoacetamiden wurden fiir die Ermittlung der
enzymatisch abgebauten HS entwickelt. Nach den Autoren war die Trennung innerhalb von
30 Minuten mit einer Nachweisgrenze von 10 ng/ml vollstindig [85,86]. Eine weitere HPLC-
Methode wurde von CHUN et al. fiir die quantitative Bestimmung von HS in biologischem
Gewebe und Fliissigkeiten beschrieben [76]. MURATA et al. konnten mit einer
Ionenaustauschsdule 100 ng von EAHS detektieren [87]. Die gleiche Nachweisgrenze (100
ng/ml) wurde auch von GHEREZGHIHER erreicht [92]. UMEDA et al. haben GFC
verwendet, um die Konzentration und die Molmasse von HS in der Fliissigkeit der
Kniegelenke bei Patienten, die unter rheumatoider Arthritis leiden, zu bestimmen. Bei der
Ermittlung der HS-Konzentration wurde eine gute Korrelation zwischen der HS-
Konzentration (0,2-1 mg/mL) und der Peakfliche erreicht [88]. YEUNG et al. haben GFC-
MS benutzt, um die Molmasse von HS-Fragmenten nach enzymatischem Abbau im Speichel

der Patienten zu bestimmen [89].

2.2.3 Kapillarzonenelektrophorese (CZE)

Die Kapillarzonenelektrophorese (CZE) hat den Vorteil, dass die Trennung und die
Ermittlung im Vergleich zu Chromatographie-Methoden gleichzeitig  stattfinden.
Dariiberhinaus erhdlt man bei der CZE eine hohe Auflosung. Bei der CZE basiert die
Trennung auf zwei Faktoren: erstens auf der Bewegung der Substanzen in der Kapillare unter
der Wirkung des elektrischen Feldes und zweitens auf der Bewegung der gesamten Losung

(Puftfer) unter der Wirkung der Ladungen der Kapillarwand (Abb. 2.2) [94].



Abb. 2.2: Prinzip der Kapillarzonenelektrophorese.

Die Fluorometrie wurde zur Detektion der derivatisierten, abgebauten HS mit 2-
Aminopyridin, 2-Aminoacridon oder 1,3-Naphthendisulfonsédure in Anwesenheit von
Cyanoborhydrid durch HPCE und HPLC eingesetzt [96-99]. TODIA et al. haben HS mittels
CZE als Komplex mit Cu*"
KARAMANOS et al. haben nicht-sulfatierte und sulfatierte Disaccharide mittels CZE

analysiert [90,91]. Die Kapillarelektrophorese wurde von GRIMSHAW et al. fiir die

bei einer Wellenlinge von 235 nm gemessen (100).

Trennung und Bestimmung von enzymatisch verdauter HS im Glaskdrper des Rindes mit
einer Nachweisgrenze von 25 pg/ml bei einer Wellenldnge von 200 nm herangezogen [100].
Weiterhin wurden HS und andere GAG in Humansynovialfiissigkeiten nach dem Abbau mit
CZE-UV-Detektor quantifiziert [101-103]. Enzymatisch abgebaute HS wurde auch von
ALHAKIM et al. bei einer Wellenldnge von 232 nm mit hoher Auflésung detektiert [104].
PLATZER et al. haben unabgebaute HS in halbfesten Zubereitungen durch CZE bei einer
Wellenldnge von 195 nm quantifiziert. Die Nachweisgrenze betrdgt hier 50 pg/ml [105].

2.3 Die Haut

2.3.1 Anatomie der Haut

Die Haut erfiillt in erster Linie die Funktion einer natiirlichen Barriere des Organismus
gegeniiber Krankheitserregern sowie mechanischen, thermischen und chemisch-
physikalischen Einwirkungen. Dariiber hinaus wirkt sie als Reservoir fiir Fette und Wasser, ist
Absonderungs- und Sinnesorgan und an den Vorgingen des Gasaustausches beteiligt
[106,107]. Auf der Hautoberflache befindet sich ein Fettfilm aus einer hydrolipiden Emulsion
mit einem pH von 4,2-6,5. Von Bedeutung ist der Hautoberfldchenfilm, da er die Haut vor

Austrocknung, Bakterien und anderen exogen bedingten Schadeinfliissen schiitzt [106,108].



Im anatomischen Aufbau der Haut unterscheidet man zwischen: Epidermis (Oberhaut),
Stratum corneum (Hornschicht), Stratum lucidum (Glanzschicht), Stratum granulosum
(Kornerschicht), Stratum spinosum (Stachelschicht) und Stratum basale (Basalschicht), in
dem sich die Melanocyten befinden, die Melanin bilden (Abb. 2.3, von oben nach unten). Nur
in den untersten Zelllagen der Basalzellschicht erfolgen die Zellteilungen. Die Zellen wandern
kontinuierlich an die Oberfliche. Im Verlauf dieser Wanderung nach apikal kommt es zur
Reifung bestimmter Zelltypen, die Keratin (Keratinocyten) produzieren. SchlieBlich werden
die obersten Anteile der Deckschicht als feine Schiippchen abgestoen [133,135]. Die
Hornschicht besteht aus den dehydratisierten Keratinzellen, welche iiberwiegend aus
Proteinen der Keratinreihe aufgebaut sind und dem Stratum corneum seine physikalische und
chemische Stabilitét verleihen. Zwischen den Keratinzellen befinden sich Lipid-Lamellen, die
dem Stratum corneum seine Permeabilitdt verleihen [112,113,116]. Zwischen dem Stratum
granulosum und Stratum corneum konzentriert sich der lipophile Bereich (Stratum lucidum).
Die avaskuldre Epidermis (1.Schicht) wird nach unten durch die Basalmembran zur Dermis
(2.Schicht) abgegrenzt, in welcher in einer Tiefe von ca. 300 pm der erste Blut- bzw.
LymphgefaBplexus lokalisiert ist. Hemidesmosomen bedingen eine feste Verankerung beider
Schichten [116] und der dritten Schicht (Subkutis) [106]. Die mechanische Barriere der Haut
wird durch die verschiedenen Hautschichten gewihrleistet [106,108]. Die Hornschicht
fungiert als die chemisch-physikalische Barierre, d.h. sie ist als Haupthindernis fiir die

Penetration dermal applizierter Stoffe verantwortlich [114,115].

T
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: i ' Stratum spinosum Epidermis
. ‘ f : 5&—_—' stratum basale
‘@) ? @A Lymphgelan
o 3 PF) <> 7 Kapillore
o By RO Talgdriise
£ " Haarlollikel
% ‘ Korium
P, ..:f e Schweifdruse
b = - Fetigewebe I
Jléﬁy@ [ Subkutis

Abb. 2.3: Aufbau der Haut.
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2.3.2 Hautpenetration

Urspriinglich wurde angenommen, dass die Haut fiir alle Substanzen total undurchléssig ist,
bis SCHWENKENSBECHER 1904 zeigte [122], dass sie penetrierbar und durchléssiger fiir
lipophile Substanzen als fiir Wasser und Elektrolyte ist. Es wird angenommen, dass die Haut
halbdurchlissig ist und dass die Transdermalverabreichung einige Vorteile gegeniiber oraler
oder parenteraler Verabreichung bietet. Diese Vorteile umfassen folgende Aspekte: Die
dermal applizierten Wirkstoffe konnen den First-Pass-Effekt umgehen, den Abbau im
Gastrointestinaltrakt vermeiden und bieten die Moglichkeit verzogerter Wirkung an
[106,126].

Aus dem Zusammenhang zwischen der besonderen Struktur der Hornschicht und deren
Barrierefunktion lassen sich zum einen potentielle Transportwege durch die Haut ableiten,
zum anderen wird deutlich, dass selbst geringfiigige Verdnderungen dieser Schicht erhebliche
Penetrations- und Permeationssteigerungen nach sich ziehen kénnen. Im Gegensatz dazu
weisen die lebenden Schichten der Epidermis und die iiberwiegend aus kollagenem
Bindegewebe bestehende Dermis nur noch geringe Barriereeigenschaften auf [117,118].

Dem strukturellen Aufbau der Hornschicht entsprechend kann die Wirkstoffpassage
interzelluldr, transzellulir oder entlang der Haarschifte, Talgdriisen- und

SchweiBdriisengéinge (transglandulér) erfolgen (Abb. 2.4) [123-126].

interzelluldire Route transzelluldre Route
5 T e Y ar B
b 2 S —— S T B e
SR 5 J.’__’_"';.__._/"f i = iy e A
e i st Bt ‘}_ l~ R T 2 1 i O
—— - -
Plasmamembran | zelulsres Cytoplasma
| Ceramid e e
; whbrige Phase e
|— _ 3 __.-"_'l A!j._t
interzelluliirer
Raum : 3 1
ipd : i
Ligidphates Chalesterol ez it
Eeersian

Abb. 2.4: Hautpenetrationswege eines Arzneistoffs.

Die Absorption der Arzneistoffe in der Haut ist eine Funktion, die von der Form des

Arzneistoffes, dem Verhalten des Tréigers (Vehikel) und dem Status der Haut abhéngt [126].
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Unter der Annahme eines perfekt-sink-Akzeptors (Organismus) kann der Durchtritt einer
Substanz durch die einzelnen Hautschichten als passiver Transportprozess ndherungsweise

mit dem Fickschen Diffusionsgesetz beschrieben werden [125,134]:

dQ DFk

w a (1)
Dabei sind:

dQ/dt: aus dem Vehikel abdiffundierende bzw. in lebender Epidermis erscheinende Arzneistoffmenge,

D: Diffusionskoeffizient im Stratum corneum,

F: behandelte Fliche,

Vi Verteilungskoeffizient zwischen Stratum corneum und Vehikel,

d: Dicke des Stratum corneum und

f.: Konzentration an geldstem, freiem, undissoziierten Arzneistoff im Vehikel.

Der Arzneistoff ist von seiner Inkorporation in die Zubereitung bis zu seinem Erscheinen in
der systemischen Zirkulation nach der dermalen Applikation Verteilungsprozessen
unterworfen, die von seinen physikochemischen Eigenschaften und den Eigenschaften der
Medien, zwischen denen er sich verteilt, bestimmt werden. Unter der Voraussetzung eines
Aktivititskoeffizienten von ~1 ldsst sich die Affinitidt einer Substanz zu verschiedenen
Medien iiber ihre jeweilige Loslichkeit in diesen Medien abschitzen [128].

Der Verteilungskoeffizient stellt eine Gleichgewichtskonstante dar, die das
Konzentrationsverhéltnis einer Substanz in zwei aneinandergrenzenden, nicht mischbaren
Losungsmitteln beschreibt und somit den Endzustand des zeitabhidngigen Prozesses der

Verteilung charakterisiert:

K =Ci/C, 2)
Dabei sind:

Ci: Konzentration in der lipophilen Phase und

Cy: Konzentration in der hydrophilen Phase.

Der Verteilungskoeffizient ist somit Ausdruck der Hydophilie einer Substanz und nimmt
demnach auf den Penetrationsprozess entscheidenden Einfluss [129,130]. Auf Grund des
Vorkommens sowohl lipophiler als auch hydrophiler Doménen innerhalb des Stratum
corneum ist ein Verteilungskoeffizient nahe 1 fiir den Penetrationsverlauf als am giinstigsten
einzuschdtzen. Er beeinflusst somit die Menge an Arzneistoff, die das Stratum corneum

passiert, wobei folgende Gleichung gilt [128]:
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dc DV
Y = vav = k Cv 3
at - dv. p 3)
Dabei sind:

dC,/dt: Anderung der Arzneistoffkonzentration pro Zeiteinheit,

D: Diffusionskoeffizient,

F: behandelte Fliche,

Vi Verteilungskoeffizient,

d: Dicke des Stratum corneum,
V., Vehikelvolumen,

£.C,: Konzentration an geldstem, freiem undissoziierten Wirkstoff im Vehikel und

kp: Penetrationskonstante 1. Ordnung.

Bezogen auf eine typische Zubereitung lédsst sich der Begriff auf Stratum corneum/Vehikel-
Verteilungskoeffizienten erweitern [123]. Beachtet werden muss allerdings in diesem
Zusammenhang, dass Vehikelbestandteile mit in die Haut eindringen kdnnen.

Die Haut stellt auf Grund ihres Aufbaus und ihrer Eigenschaften einerseits und der Molmasse
und Hydrophilie der HS andererseits eine grole Herausforderung fiir die HS-Absorption dar.
BROWN et al. haben HS als Matrix benutzt, um die Freigabe von Diclofenac in der
Franzschen Diffusionszelle zu untersuchen. Die Diclofenac-Freigabe aus HS zeigte eine
verzogerte Freisetzung [131]. AuBerdem haben BROWN et al. mittels Autoradiographie nach
24 Stunden [*H]-HS-Penetration durch das Stratum corneum in die Dermis und in das

lymphatische Kapillarsystem bei haarlosen Médusen nachgewiesen [132].

2.3.3 Hautlichtschiden

2.3.3.1 Direkte Hautlichtschiden UV B (280-315 nm)

Direkte UV-Schiaden (Abb. 2.5) beruhen darauf, dass in den Kernsduren zwei benachbarte
Thymine durch Cycloaddition zu Dimeren verbunden werden. Weitere Schidden an den
Kernséduren entstehen durch Hydratation am Cytosin, durch Bruch der Nukleinsdureketten
und durch Vernetzung mit Proteinen. Diese verdnderten Strukturen im DNA-Molekiil werden
durch Ersatz der geschidigten Sequenz durch neu synthetisierte DNA-Basen korrigiert. 50 %
der Dimere werden in der ersten Stunde nach der Zellschidigung repariert, der Rest im
Verlauf der nichsten 24 Stunden. Wenn also bei einer Bestrahlung zu viele Schédden eintreten,
oder wenn durch stindig wiederholte Bestrahlung eine Uberlastung erfolgt, fithren hohere

Strahlungsdosen zu bleibenden Schéden (Abb. 2.6).
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uwc

Abb. 2.5: Uberblick iiber Spektralbereiche elektromagnetischer Strahlung (UV-Licht, sichtbares Licht und IR).

Zelle verandern. Entweder stirbt die Zelle oder es entwickeln sich maligne Tumore [121].
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Abb. 2.6: DNA-Schiden.

Deshalb werden bleibende Schiden durch nachfolgende Replikation auf die Tochterzellen
tibertragen. Damit ist der Schaden fixiert und fiihrt zu Auswirkungen, die die Funktion der
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2.3.3.2 Indirekte Hautlichtschiden (im Bereich UVA und UVB)

Indirekte DNA-Schidden entstehen durch Radikale. Unter der Einwirkung von Photonen des
UVB-Bereichs entstehen in der Haut Radikale. Freie Radikale vermdgen die Zellmembran

und die Nukleinsduren zu schiadigen [121,129].

2.3.3.3 Hautschutz

Moglichkeiten des Hautschutzes sind gegeben durch UV-Filter (mittels Reflektion und
Lichtstreuung) und chemischen Lichtschutz, die jeweils auf der Absorption der Strahlen

beruhen (Tab. 2.1) [121].
Tab. 2.1: Chemischer Lichtschutz und physikalische Lichtschutz-Faktoren.

Chemischer Lichtschutz Physikalischer Lichtschutz
4-Aminobenzoesiure Zinkoxidcreme
4-Methoxy-Zimtsdureisomyester Titandioxid-Lotion
Benzophenone Eisenoxid-Paste (sichtbar)
Isopropyl-Dibenzoylmethan Magnesiumoxid
Calciumcarbonat

Weiterhin spielen Radikalfdnger eine grofle Rolle im Hautschutz gegeniiber Radikalen, die

nach der Hautbestrahlung entstehen (Tab. 2.2) [121].
Tab. 2.2: Kommerziell verfligbare Radikalfénger.

Lipophile Radikalfinger Hydrophile Radikalfinger
-Vitamin A -Vitamin C
-Vitamin E -Cystein

-Ubiquinon -Gluthation
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2.4 Halbfeste Zubereitungen und Arzneistofffreigabe

Halbfeste Zubereitungen sind zur oralen, ophthalmologischen und dermalen Verabreichung
verfiigbar. Aullerdem konnen sie fiir kosmetische Zwecke oder zur lokalen und systemischen
Behandlung benutzt werden [136]. Nach NEUBERT et al. sind die halbfesten Zubereitungen
entweder hydrophobe (wie weille Vaseline-Salbe) oder hydrophile (wie Polyoxyethylenglyco-
Salbe) einphasige Systeme oder mehrphasige Systeme, die aus hydrophilen und lipophilen
Phasen bestehen. Dabei sind je nach Phasenlage O/W-Cremes (wie wasserhaltige, hydrophile
Salbe), W/O-Cremes (wie wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe) und amphiphile Cremes
(wie Basis-Creme) zu unterscheiden [136].

Eine Creme wird durch die kolloidale Gelstruktur stabilisiert, die bicohdrent (Schwamm-
Struktur) beschaffen ist und mittels Interaktion durch van-der-Waals-Kréifte und
Wasserstoftfbriickenbindungen verursacht wird. Dabei sind die zweiteiligen Tenside und
Cotenside in zwei sich wiederholenden Schichten angeordnet, indem sich die hydrophilen
Gruppen und die lipophilen Anteile gegeniiberstehen. Wasser und Ol werden entweder
interlamilldr oder in Blockaden platziert. JUNGINGER et al. beschrieben den in vitro-
Einfluss der Gelstruktur auf die Arzneistoff-Freigabe aus Creme mit kristalliner Gelstruktur.
Ein Arzneistoff, der ein Lamellengelnetz durchdringt, kann entweder einem interlamilléren
oder translamilliren Weg folgen und ist abhingig von der Lokalrate der Diffusion und
Verteilung in der kristallinen Gellamellenstruktur. Die Messungen, welche die Eigenschaften
der Gelstruktur der Systeme hauptsichlich bestimmen, erlauben Aussagen zu den
rheologischen Eigenschaften, der Stabilitdt, der moglichen Abhdngigkeit von den
Hauteigenschaften und der Arzneistoff-Freisetzung [190].

Die Arzneistoffabsorption findet nach der Freigabe des Arzneistoffs aus den Zubereitungen
statt. Viele Systeme wurden beschrieben, an denen die Arzneistoff-Freigabe aus halbfesten
Zubereitungen studiert wurde [137]. Das Mehrschichtmembransystem stellt eines dieser
Systeme dar. Das erste solche Modell wurde von BEYER beschrieben, der Textilschichten
und Filterblattermembranen benutzte [138,139]. Das Mehrschichtmembransystem (MSMS)
besteht nach NEUBERT aus Grund- und Deckplatte (aus Polyacryl). Zwischen diesen konnen
bis zu acht Versuchszellen iibereinander angeordnet und per Verschraubung fixiert werden.
Eine Versuchszelle setzt sich aus Grundscheibe und Schablone zusammen, zwischen denen je

nach experimenteller Anforderung mehrere Membranen angeordnet werden koénnen. Die
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Schablone ist mit einer Aussparung von 4 cm” versehen, wodurch auf den Membranen eine

Applikationsfliache fiir die zu untersuchende Formulierung entsteht (Abb. 2.7) [140-142].

Deckscheibe
%

Schablone
4 cm’ )

Membranen

Grundscheibe

Abb. 2.7: Darstellung eines Mehrschichtmembransystems (MSMS).

2.5 Mikroemulsionen

2.5.1 Definition

Mikroemulsionen sind isotrope, thermodynamisch stabile, optisch klare bis schwach
opaleszierende Systeme mit Tropfchendurchmessern zwischen 5-200 nm und bestehen meist
aus hydrophiler Phase, lipophiler Phase, Tensid und Cotensid. Sie sind geschwollene Mizellen
[145]. Thre Tropfchengrofe ist gro genug, um die physikalischen Eigenschaften der
dispergierten Phase zu zeigen, die entweder Wasser oder Ol in isotroper Form sein konnen.
Mizellen sind kleine geldste Mengen von Ol oder Wasser in Wasser oder Ol. Weil die
Differenzierung zwischen Mizellen und Mikroemulsionen schwierig ist, haben ATTWOOD
et al. [145] sie beide unter dem Begriff Mikroemulsionen aufgefiihrt. Die einfachste
Vorstellung einer Mikroemulsion ist, dass sich die innere Phase als Kiigelchen (sphérisch) mit
den Tensiden und Cotensiden umgibt und in der dulleren Phase verteilt. Wenn das Wasser
sich in der inneren Phase befindet, handelt es sich um ein W/O System, umgekehrt um ein

O/W System. Der Radius (R) der inneren Phase ist wie folgt definiert (Abb. 2.8a) [146]:

R =3¢/Csa, 4)
Dabei sind:

@: Volumen-Fraktion der inneren Phasen,

Cs Zahl der Tenside und Cotenside pro Volumeneinheit und

a,: Flache pro Tensidmolekiil auf der Oberflache.
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Abb. 2.8a: Modellvorstellung einer Mikroemulsionsstruktur.

O/W Mikroemulsionen entstehen nach MITCHELL et al. [147,148] erst, wenn der Kritische
Packungparameter (Critical Packing Parameter) P zwischen 0 und 1 liegt. Bei P>1 entstehen

W/O Mikroemulsionen.

P=V/a,l (%)
Dabei sind:

V: Volumen der Tensidmolekiile,

a,: Flache des Tensidkopfes und

le: Liange des Tensidkopfes.

Nach TALMON und PRAGER besteht die Mikroemulsionsmakrostruktur aus randomisierten
Gittern (random lattice). Das Modell beruht auf randomisierten, kubischen Zellen (random
cubic cells). Die Zellen werden entweder mit Wasser oder mit Ol gefiillt und die Tenside
sowie Cotenside trennen nur zwischen zwei benachbarten Zellen, die mit verschiedenen
Phasen gefiillt wurden. Wenn weniger Wasser als Ol eingesetzt wird, ist die 6lige Phase
kontinuierlich und die Wasserzellen werden im Ol isoliert (W/O). Umgekehrt ist es, wenn
weniger Ol als Wasser (O/W) vorhanden ist. Wenn die Wassermenge und die Olmenge sich
nicht sehr von einander unterscheiden, dann ist das System bikontinuierlich (bikohédrend)
(Kapillarstruktur). De GENNES et al. [149] bestimmten die Kubikseitenldnge (i bei spontaner
Krimmung. AUVRAY et al. [150] modifizierten diese Linge der Zellen der inneren Phase
(Abb. 2.8b). Es gilt:

Ck= 6¢oPu/CsZ (6)
Dabei sind:

Gk Kubikseitenldnge,

bobzw. by: Volumenfraktion von Ol bzw. Wasser,

> Flache pro Tensidmolekiil und

Cs: Anzahl der Tensidmolekiile pro Volumeneinheit.
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a b c

Abb. 2.8b: Talmon-Prager-Modell fiir Mikroemulsionsstruktur.

2.5.2 Mikroemulsionen fiir die dermale Anwendung

In der Therapie besitzt die transdermale Verabreichung von Arzneistoffen einige Vorteile. Thr
Einsatz ist jedoch wegen der schlechten Absorption der Arzneistoffe durch die Haut begrenzt.
Um die Absorption in der Haut zu verbessern, wurden viele Vehikel-Systeme wie Liposomen,
Nanokapseln und Mikroemulsionen entwickelt [151]. Mikroemulsionen werden aufgrund
threr Eigenschaften, die Bioverfiigbarkeit oder die Absorption, insbesondere bei
schwerloslichen Wirkstoffen, zu verbessern, transdermal, parenteral, oral, ophthalmologisch
oder dermal eingesetzt [152-154].

Die Loslichkeit des Testosteronpropionats 2% w/w ist in den O/W Mikroemulsionen, die
durch nichtionische Tenside (Polyoxyethylen-10-oleylether) stabilisiert wurden, getestet
worden. Die Untersuchung zeigte, dass die Loslichkeit des Testosteronpropionats
proportional zur Molvolumenabnahme des Olanteils war [155].

Die zunehmende Menge des Wassers verringert die Loslichkeit der hydophoben Arzneistofte.
Dies fiihrt zu einer iibersittigten Mikroemulsion, die eine besonders hohe Absorptionsrate
wegen der Steigerung des Diffusionsdrucks der Arzneistoffe besitzt. Um in vivo-
Transdermalabsorption von wasserfreien Mikroemulsionen zu untersuchen, haben KEMKEN
et al. eine gesittigte Losung von Bupranolol (B) und Timolol (T) in einer wasserfreien
Mikroemulsion (MEB) an einem definierten Bereich des dorsalen Kaninchenfells mit Flecken
angewendet. Die Auswertungen wurden im Vergleich zu den Matrixflecken mit
Mikroemulsion (M) durchgefiihrt. Schnell zunehmende Effekte und hohere Maxima wurden
fiir beide Arzneistoffe nach der Anwendung in MEB im Vergleich zu M berechnet. Folglich
stellen Mikroemulsionen einen verbesserten Trager fiir die transdermale Verabreichung der
Testarzneistoffe dar [156,157]. MULLER et al. erklirten den Penetrationsmechanismus von
Mikroemulsionen wie folgt [158]: Eine Mikroemulsion penetriert wegen der niedrigen oder

nicht vorhandenen Grenzfldchenspannung relativ schnell in das Stratum corneum und mischt
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sich dort mit den Lipiden der Haut. Weiterhin wurde berichtet, dass sie dies besser kann als
ein disperses System, weil sie sowohl hydrophile als auch lipophile Bereiche hat, aber nicht
wie eine Emulsion eine hydrophile oder lipophile duflere Phase besitzt. Ein eingearbeiteter
Wirkstoff muss nun nicht aus der Grundlage freigesetzt werden, sondern wird mit der
Mikroemulsion in die Haut gezogen. In der Haut befindet sich deshalb nach kurzer Zeit die
gesamte Wirkstoffmenge.

Um eine potentielle Hautpenetrationsverbesserung fiir hydrophile und lipophile Substanzen
durch Formulierung in Mikroemulsionsvehikeln zu erreichen und ein zuverlédssiges
pharmakokinetisches Modell zu erstellen, haben KREILGAARD et al. nach einer aktuellen
Anwendung von Mikroemulsionen im Vergleich zu im Handel erhiltlicher Creme und zu
Hydrogel die Konzentrationen von Lidocain und Prilocain in der Haut durch in vivo-
Mikrodialyse in Ratten ermittelt.

Die Absorptionskoeffizienten sind nach Formulierung in den Mikroemulsionen fiir Lidocain
im Vergleich zu O/W-Creme (Basis-Creme) (89 pg/l/min) auf das achtfache (753 ug/l/min)
und fiir Prilocain im Vergleich zum Hydrogel (5,2 pg/l/min) auf nahezu das Doppelte (8,9
ng/l/min) gestiegen [159-160].

Durch Inkorporation von Azelainsdure in Mikroemulsionen, die aus Wasser, Propylenglycol,
Decanoldodecanol, Tween 80, 1-Butanol und Carbapol bestehen, konnten GASCO et al.
Azelainséure-Penetration bei haarlosen Mdusen im Vergleich zu einem Gel erheblich
verbessern.

Weiterhin zeigte Azelainséure eine bessere Absorption aus einer Mikroemulsion mit DMSO
gegeniiber einer Mikroemulsion ohne DMSO (Penetrationsuntersuchung auf haarlosen
Mausen) [161].

Die transdermale Penetration in vitro von Nifedipin aus Mikroemulsionen wurde bei
haarlosen Maiusen untersucht. Nifedipin zeigte eine wesentlich hohere Fluxrate aus den
Mikroemulsionen im Vergleich zu den Fluxraten aus Gelen [162].

Um eine optimale Penetration eines hochwasserloslichen Arzneistoffes aus einer
Mikroemulsion, die aus IPP, Span 20 und Tween 80 besteht, herzustellen, hat
SCHMALFUSS den Einfluss von einigen Modulatoren getestet. 2 %-iges Cholesterol oder 5
%-i1ges n-Hexadecyl-B-D-Triethylenglykol-Glucopyranosid fiihrten Zu einer
Penetrationsverstirkung. Dieser Effekt wurde als eine Einlagerung der Modulatoren zwischen
die Alkylketten der Lipidbilayer der Ceramide (Abb. 2.4) erklirt, die zu einer Stérung der
Bilayerintegritdt gefiihrt hat. Es kann angenommen werden, dass damit eine mdgliche

Raumerweiterung in den hydrophilen Doménen verbunden ist, die einen Hydratationseffekt
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fordert. Wiahrenddessen kann eine konkurrenzartige Situation zwischen Modulatoren wie
Harnstoff und DPH (Diphenylhydramin) an Stratum corneum ebenfalls zu verminderter
Penetration fiihren [134].

Die Einarbeitung von mittelkettigen Triglyzeriden, wie Capryl (C8) Caprin (C10) und
Laurinsduren (C12) sowie ihrer entsprechenden Natriumsalze in W/O-Mikroemulsionen
fiihrte zu einer Absorptionsverbesserung des Calceins, welches wasserloslich ist und eine
schlechte Absorption aufweist, von ungeféhr 2 % in der wissrigen Losung bis zu ungefahr 37
% in den Mikroemulsionen [164].

Eine Lecithin-Grundlagenmikroemulsion, die Isopropylmyristat (IPM)/Brij®
96V/Lecithin/Wasser und Amphotricin B enthédlt, wurde von BRIME et al. entwickelt, um
Nebenwirkungen des Arzneistoffes zu verringern. Die rheologischen Studien von BRIME et

al. zeigten, dass diese Mikroemulsionen einem Newtonschen Verhalten folgen [165].

2.5.3 Zusammensetzung der Mikroemulsionen

Bei der Zusammensetzung der Mikroemulsionen werden nur die Substanzen, die in den

untersuchten Mikroemulsionen angewendet wurden, definiert.

2.5.3.1 Nicht-ionische Tenside

Bei den nicht-ionischen Tensiden vom PEO-Typ (Polyethylenoxid) spielt die Temperatur
wegen des Loslichkeitseffekts eine groBe Rolle. Deshalb bilden sich unterhalb der
Phaseninversionstemperatur (PIT) O/W- und oberhalb der PIT W/O-Mikroemulsionen mit
einer kontinuierlichen Umwandlung aus. MULLER et al. zeigten, dass die PIT vom
Wassergehalt der Mikroemulsionen abhingig ist und mit zunehmendem Wassergehalt
abnimmt [93]. Bei niedrigen Tensidkonzentrationen bilden sich Mikroemulsionen mit mehr
Wasser oder Ol oder als 3 Phasen (Wasser, Mikroemulsion, Ol) im Gleichgewicht. Dieses
Gleichgewicht wird nach WINSOR [145,166] wie folgt benannt:

Winsor I: wenn die O/W-Mikroemulsion im Gleichgewicht mit nichtsolubilisiertem Ol ist,
Winsor II: wenn die W/O-Mikroemulsion im Gleichgewicht mit nichtsolubilisiertem Wasser
ist und

Winsor III: wenn die O/W-Mikroemulsion im Gleichgewicht mit nichtsolubilisierten Ol und

Wasser ist.
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2.5.3.1.1 Tween 80

Bei Tween 80 handelt es sich um einen Polyoxyethylensorbitanfettsdureester (Abb. 2.9), der
als klare, gelb-gefarbte, viskose Fliissigkeit vorliegt. Tween 80 ist 16slich in Wasser, Ethanol
und Toluol, unloslich dagegen in Mineraldl, Erdnuss- und Paraffindl. Mit einem HLB-Wert
(Hydrophil-lipophil-Balance) von 15,0 £+ 0,1 wird es als O/W-Emulgator und
Losungsvermittler eingesetzt [168,169,170].

H-FO—CH,—CHyF0 O-CH,—CH,—0}-H
W

H—EO—CHz—CHzﬂ—yO—CH 0

wt+tx+yv+z=20
HasC17—C-FO—CHy—CH,-0—CH, Y
Z

0

Abb. 2.9: Struktur von Tween 80.

2.5.3.1.2 Span 20

Sorbitanmonolaurat stellt einen Laurinsdureester des Sorbitans dar (Abb. 2.10), der als
rotlich-braune, viskose Fliissigkeit zur Verfligung steht. Span 20 ist praktisch unloslich, aber
dispergierbar in Wasser. Es ist mischbar mit Alkoholen und 16slich in Paraffin und

Ethylacetat. Span 20 wird als W/O-Emulgator verwendet (HLB 8,6+ 0,1) [168,169,170].

o / CHQ—$H )
OH

Abb. 2.10: Span 20-Struktur.

2.5.3.2 Lipophile Phase

2.5.3.2.1 Isopropylpalmitat (IPP)

Der synthetische Fettsdureester Isopropylpalmitat (Abb. 2.11) (Isopropylis Palmitas, DAB
1996; Palmitinsdureisopropylester) liegt als helle, diinnfliissige, o6lige und praktisch
geruchlose Substanz vor. IPP ist unléslich in Wasser und Glycerin. In pflanzlichen Olen oder
Fetten ist IPP klar loslich. IPP wird als Losungsvermittler, Spreitungshilfsmittel und

Penetrationsverbesserer eingesetzt. IPP ist in der Lage, durch Spreitung und aufgrund
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wirkender Kapillarkriafte in die Hornschicht zu penetrieren und dort u.a. die Loslichkeit fiir

applizierte lipophile Substanzen heraufsetzen [169,170].

O
Il

C CH
\/\/\/\/\/\/\/\/ \O—CH : 3
CHj3

Abb. 2.11: Isopropylpalmitat-Struktur.

2.5.3.2.2 Mittelkettige Triglyceride (MKTG)

MKTG wurden aus Cocos nucifera (Palmae) extrahiert. MKTG sind unloslich in Wasser und
mischbar mit Alkohol. Sie wurden als Penetrationsverbesserer in halbfesten Zubereitungen

eingesetzt [168,169,170].

2.5.3.3 Hydrophile Phase

2.5.3.3.1 Aqua Bidestillata

Unter dem Einfluss von Elektrolyten kann die Lage des Mikroemulsionsgebietes beeinflusst
werden [178]. Es wurde daher fiir die Erstellung der Phasendiagramme und zur Herstellung

der zu untersuchenden Systeme ausschlieBlich bidestilliertes Wasser verwendet.

2.5.3.3.2 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylsulfoxid ist eine diinnfliissige und stark hygroskopische Substanz (Abb. 2.12), die
mit Wasser und verschiedenen organischen Losungsmitteln mischbar ist. In der Pharmazie
wird DMSO besonders in Salben wegen seiner penetrationssteigernden, als Radikalfanger
wirkenden, antiphlogistischen und hyperhdmisierenden Eigenschaften eingesetzt. Nachteilig
ist neben dem unangenehmen Geruch vor allem das hiufige Auftreten von Hautreizungen.

Deswegen sollte DMSO nur in geringen Konzentrationen verwendet werden [168,183].

%

/S— CH 3
H;C

Abb. 2.12: Dimethylsulfoxid-Struktur.
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2.5.4 Charakterisierung der Mikroemulsionen

2.54.1 Tropfchendurchmesser

Es wurden bisher verschiedene Methoden angewendet, um die Tropfchendurchmesser von
Mikroemulsionen Zu bestimmen, wie Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie,
Rontgenkleinwinkelstreuung (Small Angle X-Ray Scattering), Neutronenstreuung (Small
Angle Neutron Scattering) und dynamische Lichtstreuung
(Photonenkorrelationsspektroskopie) [134].

Bei der Lichtstreuung werden die Strahlen einer Lichtquelle durch eine Sammellinse so
konzentriert, dass sich ihr Brennpunkt in einem kolloiden System befindet und sich bei
seitlicher Betrachtung deutlich eine kugelformige Authellung durch das Streulicht beobachten
lasst. Dieses Phidnomen wird als Tyndall-Effekt bezeichnet [171].

2.5.4.1.1 Rayleigh-Streuung

Der Mechanismus der Rayleigh-Streuung beruht auf der Streuung von linear polarisiertem
Licht an einem einzelnen Teilchen im Vakuum. Die entscheidende Eigenschaft fiir die
Erzeugung einer Streustrahlung ist die Polarisierbarkeit o eines Teilchens. Durch
Wechselwirkung mit der Elektronenhiille induziert das einfallende Licht im Teilchen zeitlich
verdnderliche, elektrische Momente, die die Streustrahlung emittieren.

Ubersteigt die Lichtwellenlinge A den Teilchenradius wesentlich (A> rr), dann ist das
elektrische Feld E der einlaufenden Lichtwelle am Teilchenort homogen, und ein

Dipolmoment wird induziert.

Up = €,0E = g,a Eqcos(2mvt) (7)
Dabei bedeuten:
€. Dielektrizitatskonstante des Vakuums,

E.: Amplitude des elektrischen Feldes,

t: Zeit und

v Frequenz der Erregerwelle.
Es handelt sich um eine zeitlich veridnderliche Ladungsverteilung, weshalb der Dipol als
Strahlungsquelle wirkt. Bei der Einstrahlung von polarisiertem Licht hdngt die Intensitdt der

Strahlung eines einzelnen Dipols vom Winkel ©s zwischen der Dipolachse und der

Ausbreitungsrichtung der Streuwelle ab [171].
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2.5.4.1.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Ein Ergebnis der Theorie der Rayleigh-Streuung besteht darin, dass das von den Hertzschen
Dipolen emittierte Streulicht dieselbe Frequenz v, wie das einfallende Licht hat. Bei einer
genaueren Vermessung der Frequenz des Streulichtes stellt man jedoch fest, dass neben dem
Intensitditsmaximum bei der Frequenz der Anregungsquelle auch Streulicht mit etwas
verdnderter Frequenz entsteht. Anstelle einer scharfen Intensitétslinie beobachtet man einen
Intensititspeak, dessen Breite je nach PartikelgroBBe im Bereich zwischen einigen 100 Hz und
einigen 1000 Hz liegt. Diese Linienverbreiterung wird als dynamischer Lichteffekt
bezeichnet, weil sie ihre Ursache in der Brownschen Bewegung hat. Die Bewegung der als
Strahlungsquelle fungierenden, dispergierten Teilchen relativ zum Intensitdtsdetektor macht
sich im Doppler-Effekt bemerkbar. Die Frequenzverschiebung des Doppler-Effekts duBert
sich auch in der Intensititsinderung des Streulichtes als Funktion der Zeit. Der stochastische
Charakter der Bewegung  bedingt  zeitliche  Intensititsschwankungen.  Die

Intensitatsfluktuationen werden durch die zeitliche Autokorrelationsfunktion beschrieben:
gim(k,At) = I(k,7) I(k,t + At) ®)

Der Betrag des Wellenvektors(K) ist wie folgt definiert:

k = (4nnm/Ao) sin(vy/2) 9)
Dabei sind:

Ny Brechungsindex des Dispersionsmittels,

Aot Wellenlidnge der Laserlichts und

V! der Streuwinkel.

Der Strich iiber den Symbolen steht fiir die statistische Mittelwertbildung. Um den Mittelwert
zu erhalten, misst man zur Zeit t die Intensitdt I (k,t). Danach ermittelt man unter denselben
Bedingungen zur Zeit I(k,t + At) und multipliziert beide Werte miteinander. Diese Messungen
werden fiir gleiche At sehr oft wiederholt, um dariiber das arithmetische Mittel zu berechnen.
Wird diese Prozedur fiir verschiedene k und At durchgefiihrt, erhdlt man die gesamte
Autokorrelationsfunktion gp(k, At). Man kann sie experimentell durch einen
Photonendetektor in Kombination mit dem Autokorrelator bestimmen und mit Hilfe der

Siegert-Gleichung berechnen:
gin = 1+ [k, )T (10)

Fiir ein monodisperses System hat g(k, At) die Form einer Exponentialfunktion:

ge(k, Aty = e (11)
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mit der Halbwertsbreite:

I =Dk’ (12)
Dabei ist:

D: Diffusionskoeffizient

Unter der Annahme kugelformiger Teilchen ermittelt man dem Teilchenradius(ry) mit

folgender Formel [145,170]:

k,T

= (13)
67D
Dabei sind:
kg: Boltzmann-Konstante,
Diffusionskoeffizient
T: absolute Temperatur und
n: die Viskositét der dufleren Phase.

2.5.4.2 Phasendiagramme

Ein Gemisch aus vier Bestandteilen hat fiinf unabhéngige, thermodynamische Variablen. Die
Experimente sind unter atmosphérischem Druck und bei ortlich festgelegter Temperatur
durchgefiihrt worden. Deshalb erfordert die Darstellung des Zustandsdiagramms drei
unabhéngige Variablen, die entweder Dichte oder Feld sein konnen [174]. GRIFFITHS und
WHEELER [175] zeigten, dass es in der Diskussion des Phaseniibergangs der
Multikomponenten-Mischungen von Vorteil ist, zwischen zwei Kategorien der intensiven
thermodynamischen Variablen zu unterscheiden. Nach diesen Autoren werden Variablen,

die stets konstant gehalten werden, wie der Druck, die Temperatur und das chemische
Potential, als Felder bezeichnet. Andere, die im Allgemeinen verdnderlich sind, wie die
Konzentration und der Brechungsindex, werden Dichten genannt.

Das Mikroemulsionsexistenzgebiet-Phasendiagramm  #ndert sich mit Anderung der
Bedingungen wie z.B. der Tensid-Verhéltnisse [178]. Die Diagramme zeigen die Lage eines
dreiphasigen, isotropen Mikroemulsionsgebietes. Eindeutige, klare Systeme wurden dabei als
Mikroemulsionen im Diagramm markiert.

Der Effekt von Polydimethyl-Siloxan wurde auf das Phasen-Verhalten des
Wasser/C12EO6/Isopropylmyristat(IPM)-Systems untersucht. Da das Silikondl in IPM
vollstindig 18slich ist, wurde es in IPM aufgeldst, wobei die Losungen der Olphase benutzt

wurden, um seinen Effekt zu studieren. Das Vorhandensein des Polymers erhoht die
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hydrophoben Eigenschaften von IPM und verringert dadurch die Solubilisierung des Ols in
der Mikroemulsion [177].

2.5.4.3 Polarisationsmikroskopie

Als optisches Verfahren wird die Polarisationsmikroskopie zur Untersuchung anisotroper
Materialien eingesetzt. Ein Polarisationskondensator (Polarisator) ermdglicht dabei die
Nutzung von linear polarisiertem Licht, das bei Durchstrahlen des Objektes entsprechend
dessen Eigenschaften charakteristisch verdndert und von einem zweiten Polarisator
(Analysator) analysiert wird. Die dabei unter optischer Doppelbrechung entstehenden
Texturbilder lassen einen Riickschluss auf die vorliegenden Strukturen (thermotrope
Fliissigkristalle, lyotrope Mesophasen) in der untersuchten Probe zu [178].

Die Polarisationsmikroskopie kann somit auch Aussagen dariiber treffen, ob die untersuchten
Systeme isotropen (fehlende Lichtdoppelbrechung) oder anisotropen Charakter aufweisen. Sie
eignet sich daher zur Beurteilung der zu charakterisierenden Formulierungen bei der
Erstellung von Phasendiagrammen, indem sie eine Unterscheidung zwischen

fliissigkristallinen und Mikroemulsions-Systemen ermdoglicht.

2.5.4.4 Freisetzung aus Mikroemulsionen

Verschiedene Parameter, die die Arzneistoff-Freisetzung aus den Mikroemulsionen
beeinflussen, wurden schon erforscht. TROTTA et al. haben berichtet, dass die Freigabe der
verschiedenen Arzneistoffe mit unterschiedlicher Hydrophilie aus O/W-Mikroemulsionen, die
aus Isopropylmyristat, Butanol, und Puffer bestehen, proportional zum Verteilungskoeffizient
Isopropylmyristat/Wasser ist [179]. Die Autoren verwendeten in ihrem Versuch das
Permeabilitdtsmodell mit doppelschichtiger Membran, dass aus einer hydrophilen Membran
und einer lipophilen Membran besteht, um beide Haut-Eigenschaften zu beriicksichtigen und
um das Auflésen der Membran zu verhindern. In diesem Modell zeigten die Mikroemulsionen
nach Benzylalkoholzugabe zur Verbesserung der Loslichkeit von Felodipin den hochsten Flux
[180]. Es wurde gefunden, dass die Freigaberate von der Grofle der inneren Phase und vom
Alkohol, der in der Formulierung benutzt wird, abhéangig ist [181].

Die Freisetzung des Nortriptylin-Hydrochlorids aus O/W-Mikroemulsionen, die aus
Isopropylmyristat, Propylenglykol, Polysorbat 80 und Phosphatpuffer, pH 7,4, als
kontinuierliche Phase bestehen, erhdhte sich durch die lipophile Membran, als die

Konzentration von Polyethylenglykol 400 in der inneren Phase erhoht wurde [182].
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3 Experimenteller Teil

3.1 Materialien

Hyaluronan-Derivate (22, 31, 235, 1200 kDa): Hans-Kno6ll-Institut, Jena, Deutschland
Schwefelsdure: Fluka, Buchs, Schweiz

Sodiumborat-Decahydrat: Fluka, Buchs, Schweiz

Carbazol: Fluka, Buchs, Schweiz

Span 20: Fluka, Buchs, Schweiz

Tween 80: Fluka, Buchs, Schweiz

IPP: Fluka, Buchs, Schweiz

Natronlauge: Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol: J. T. Baker, Deventer, Holland

Kollodium: Caelo, Hilden, Deutschland

Dikaliumhydrogenphosphat: Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat: Merck, Darmstadt, Deutschland

Sorbinsaure: Merck, Darmstadt, Deutschland

Basiscreme DAC: Wasserfuhr, Bonn, Deutschland

DMSO: Fluka, Buchs, Schweiz

Glycerol: Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acetonitril: J. T. Baker, Deventer, Holland

Methanol: J. T. Baker, Deventer, Holland

Mittelkettige Triglyceride DAB: Woelm Pharma GmbH & Co., Eschwege, Germany
Emulgierender Cetylstearylalkohol: Waaerfuth, Bonn, Deutschland
Dickfliissiges Paraffin: Wasserfuhrt, Bonn, Deutschland
Glycerolmonostearat 60: Wasserfuhrt, Bonn, Deutschland
Cetylstearylalkohol: Wasserfuhrt, Bonn, Deutschland

Weille Vaseline: Wasserfuhrt, Bonn, Deutschland
Macrogol-1000-Glycerolmonostearat: BASF, Rheinland-Pfalz, Deutschland
Propylenglycol: Caelo, Hilden, Deutschland

Wollwachsalkohol: Croda Synopharm, Barsbiittel, Deutschland
Cetylalkohol: Wasserfuhrt, Bonn, Deutschland
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Borat-Puffer: Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol absolut und Diethylether absolut: Merck, Darmstadt, Deutschland

3.2 Eingesetzte Instrumente

3.2.1 Fourier -Transform-Infrarot-Spektroskopie-Totalreflexion- (FTIR-ATR)

Die IR-Spektren wurden auf einem Bruker Spektrometer IFS 28 (Karlsruhe, Deutschland),
das auf Spectra-Tech-Signale-Bounce-HART-Attachment (Shelton, CT, USA) ausgeriistet ist,

aufgenommen.

3.2.2 Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektren der HS-Derivate wurden mit einem RFS 100 /S-Bruker-Spektrometer
(Karlsruhe, Deutschland) als Film (3.3.1) gemessen.

3.2.3 'H-und 13C-NMR-Spektroskopie

Die 'H- und 13C—NMR—Spektren der HS-Derivate wurden in deuteriertem Wasser (D,O) mit
einem Spektrometer der Firma VARIAN, das bei Frequenzen von 499,8 MHz bzw. 125,7
MHz arbeitet, gemessen. Die chemischen Verschiebungen sind als 6-Werte in ppm relativ zu
3-Trimethylsilylpropionat-Na-Salz (TSP) als interner Standard angegeben. Die Proben
wurden in 5 mm-NMR-Roéhrchen 528-PP der Firma Wilmad gefiillt. Die NMR-Spektren
wurden bei 27°C aufgenommen. Fiir die Aufnahme von zweidimensionalen (2D)-Spektren
wurde die Standard-VARIAN-Software benutzt. Die H.H-COSY-, GHMQC- und GHMBC-
Spektren wurden im Absolutwertmodus gemessen und eine Sinebell-Multiplikation in beiden
Zeitdominen angewendet.

PC-NMR-Festkorper-Spektren der HS-Derivate wurden mit einem Spektrometer INOVA 400
der Firma VARIAN bei einem Magnetfeld von 9,4 Tesla und einer Resonanzfrequenz von

100,4 MHz gemessen.

3.2.4 UV/Vis-Spektralphotometer

UV/Vis-Spektren wurden auf einem HP 8452 A der Firma Hewlett Packard, Waldbronn,

Deutschland gemessen.



29

3.2.5 Viskosimeter

Die Losungen wurden im Becher des Rotationsviskosimeters (Zylinder-Becher-Einrechtung)
gemessen. Das Gerét besteht aus einem Rheometer-Elektronic RHEOLAB MCI10 Physica,
(Stuttgart, Deutschland) und Universal Messeinrichtung UM (Physica, Stuttgart,
Deutschland), Universalsoftware US200 (Physica, Stuttgart, Deutschland). Die Rheogramme

wurden mit steigender und verringerter Scherkraft bei 20 und 25 C° aufgenommen.

3.2.6 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Ein Chromatograph LC-10 AD SCHIMADZ (Schimadzu, kyoto, Japan) wurde benutzt. Die
HS wurde durch Séulel (No. B7 Y76 Nucleosil —-100 C 18 (5um), 4 mm I D, Knauer, Berlin,
Deutschland] und Saule2 (LichroCHRT® 125-4, Lichrospher 100 RP-8 (5 um), Merck,
Deutschland) getrennt und durch den UV-Detektor (UV-120-02, Schimadzu, Kyoto, Japan)
detektiert.

3.2.7 Kapillarzonenelektrophorese (CZE)

Die Kapillarelektrophorese-Messungen wurden auf einem CE-System G1600A der Firma
Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland, das mit einem Dioden-Array-Detektor (190-600
nm), einer normalen Kapillare mit einem Durchmesser vom 50 pm und einer bubble-

Kapillare mit einem Durchmesser vom 50 um ausgeriistet, durchgefiihrt.

3.2.8 Spektrophotometer

Fir die UV-Messungen wurde mit einem UV-120-02-Photometer der Firma Schimadzu,

Kyoto, Japan gearbeitet.

3.2.9 Mikroprozessor-LaborPH/mV/°C-Messger:iit

Bei den pH-Messungen wurde ein HI 9321 Mikroprozessor-pH-Meter der Firma Hana-

Instrument (Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

3.2.10 Photonenkorrelationspektroskopie (PCS)

Zur Ermittlung der Tropfchendurchmesser mittels PCS wurden die Proben durch einen Filter
mit einer Poreng6Be von 1,2 um der Firma Sartorius, Gottingen, Deutschland filtriert, und
danach die Brechungsindizes ermittelt (ABBEMAT, Dr. Krenchen, Seelze). Die Messungen
erfolgten in Streulichtkiivetten aus Quarzglas der HELLMA-Firma (Miihlheim, Deutschland),

welche in die Laserlichtapparatur gestellt und auf 25 °C thermostatiert werden.
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Geréteparameter

Kompakt-Goniometer (ALV), Winkelbereich: 20° bis 150°

Diodengepumpter ND-YAG Laser (ADLAS), A= 532nm, Leistung 150 mW
Faseroptik (ALV), Detektor: Photomultiplier (EMI)

Datenerfassung: ALV-5000/E Multiple Tau Correlator (Rechnerkarte) mit fast-Option
Software: ALV-5000/E Version .3.1.,SLS (1993).

Die Volumenfraktion der Mikroemulsionstropfchen (¢) ist wie folgt definiert:

V.tV
p=— Y (14)
VS +Vi +V0

3.2.11 Polarisationsmikroskopie

Es wurde ein Gerdt von Typ S. Nr. 430837, Carl Zeiss, Jena, Deutschland verwendet

3.3 Methoden

3.3.1 Herstellung der Filme fiir HS-Derivate

Die HS-Derivate wurden als Filme durch FTIR-ATR gemessen. Weil die Viskosititen der
wassrigen Losungen der HS-Derivate nicht gleich waren, wurden wissrige Losungen mit
verschiedenen Konzentrationen (2 % fiir1200 kDa, 5 % fiir 235 kDa, 166 % fiir 31 kDa)
zubereitet. Die Losungen wurden auf Glasplatten gegossen und anschlieBend in einem

Autoklav bei 60 °C fiir 6 Stunden bis zur vollstdndigen Trocknung gebracht.

3.3.2 Probenvorbereitung fiir UV/Vis-Spektren

Um die HS-Derivate mittels UV/Vis-Spektroskopie zu messen, wurden diese (31, 235 und
1200 kDa) in wassrigen Losungen mit Konzentrationen von 50 pg/ml hergestellt und die

Losungen fiir 12 h tiber Nacht stehen gelassen.

3.3.3 Probenvorbereitung von Viskosititsmessungen
Um die HS-Viskositidt zu messen, wurden 2 %-ige, wissrige Losungen der HS-Derivate 31,
235 und 1200 kDa vorbereitet und tiber Nacht stehen gelassen.

3.3.4 Loslichkeit

Die HS wurden in unterschiedlichen Losungsmitteln bis zur Séttigung aufgeldst und

anschlieBend die Sittigungskonzentrationen mittels CZE gemessen.
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3.3.5 HPLC-Methoden (Hochleistungsfliissigchromatographie-Methoden)

3.3.5.1 HPLC-1

Die Proben wurden wie bei der photometrischen Methode vorbereitet (3.3.7.2) und mit HPLC
unter Verwendung von Methanol und destilliertem Wasser als Laufmittel (1:99) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 1,2 ml/min und einer Wellenlédnge von 280 nm gemessen.

Die Bezugsgeraden wurden wie folgt erstellt: 30 mg HS 1200 kDa wurden in konzentrierter
Schwefelsdure geldst, danach mit 1N Natronlauge neutralisiert und mit destilliertem Wasser
auf 20 ml aufgefiillt. Der Blindwert wurde wie folgt vorbereitet: 2,5 ml konzentrierte
Schwefelsdure wurde mit 1IN Natronlauge neutralisiert und auf 100 ml aufgefiillt. Die
Standardkonzentrationen (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 und 1500 pg/ml) wurden aus der

Stammldsung hergestellt.

3.3.5.2 HPLC-2

Die Bezugsgeraden wurden wie folgt erstellt:

1. Es wurde eine Stammldsung von HS 31 kDa mit einer Konzentration von 100 pg/ml und
aus dieser Losung wurden verschiedene Standards (10, 20, 40, 60, 80 und 100 pg/ml)
hergestellt.

2. Eine 10 pg/ml-Losung wurde als eine Stammldsung verwendet, und weitere
Standardlésungen (0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 und 10 pg/ml) daraus hergestellt.

3. Aus einer 1 pg/ml-Stammldsung wurden weitere Standardlosungen (0,1, 0,2, 0,3, 0,5 und
1 pg/ml) hergestellt.

4. Aus einer 0,1 pg/ml-Stammldsung wurden ebenfalls weitere Standardlosungen (0,001,
0,005, 0,01 und 0,05 pg/ml) hergestellt.

Alle Proben wurden an einer Shimadzu-HPLC mit einer RP 8-Sdule dreifach bei folgenden

Bedingungen gemessen: Laufmittel Wasser:Acetonitril 96:4, Fluss 0,5 ml/min, Wellenldnge

A =195 nm.
3.3.6 CZE-Methoden (Kapillarzonenelektrophorese-Methoden)

3.3.6.1 Direkte Methode zur Bestimmung der HS 1200 kDa (CZE-1und CZE-2)

Die Bezugsgerade wurde wie folgt erstellt: Eine Stammlosung von 500 pg/ml wurde

hergestellt. Ausgehend von dieser Losung wurden Standardlosungen mit Konzentrationen von
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5, 10, 25, 50, 75, 100, 250 und 500 pg/ml bereitet. Alle Proben wurden mittels CZE mit
bubble-Kapillare (CZE-2) unter folgenden Bedingungen gemessen: Phosphatpuffer 40 mM,
pH 7,7, Spannung 22 kV, Wellenldinge A = 195 nm. Fiir die CZE-1-Methode wurde eine
Standardkapillare mit einem Durchmesser von 50 pm, 40 mM Phosphatpuffer (pH 7,7), eine

Spannung von 12 kV und eine Wellenldnge von A = 195 nm verwendet.

3.3.6.2 Direkte Methode zur Bestimmung der HS 31 kDa (CZE-3)

Die Bestimmung von HS 31 kDa erfolgte mittels CZE mit 40 mM Phosphatpuffer (pH 6,2),
einer Spannung von 22 kV, einer Injektionszeit von 30 Sekunden, bei einem Druck von

50 mba, mit bubble-Kapillare und einer Wellenldnge von A = 195 nm.

3.3.6.3 Indirekte Methode zur Bestimmung der HS 1200 kDa (CZE-4)

Die Messungen wurden bei folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 40 mM Phosphatpuffer,
10 mM Sorbinsédure, pH 7,7, Spannung 13 kV, Standardkapillare (40/48,5 cm lang, 50 um
I.D.), Wellenldnge A =250 nm.

3.3.7 Photometrische Methoden

3.3.7.1 Modifizierte Carbazol-Methode (MCM)

Folgende Losungen wurden eingesetzt:

Losung A: 0,025 M Natriumtetrahydroborat in konzentrierter Schwefelséure,

Losung B: 0,125 % Carbazol in absolutem Ethanol (w/ w) und

Losung C: HS1200 kDa wurde in Wasser tiber Nacht stehen gelassen und Standards von 10,

50, 75, 100, 150, 200 und 300 pg/ml hergestellt.

Die Methode wurde wie folgt durchgefiihrt:

1. 3 ml Losung A auf Eiswasser stark gekiihlt,

2. 0,5 ml Probe wurde dazugegeben,

3. das Reagenzglas wurde verschlossen, kriftig geschiittelt und 10 min im Wasserbad
temperiert,

4. das Reagenzglas wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und 15 min ins kochende
Wasserbad gestellt,

5. das Reagenzglas wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und

6. im Spektrophotometer UV-120-02 der Firma Schimadzu, Kyoto, Japan bei einer

Wellenldnge von 530 nm gegen Schwefelsdure vermessen.
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3.3.7.2 Neue photometrische Methode (NPM)

100 mg HS 1200 kDa wurden in 2,5 ml konzentrierter Schwefelsdure gelost, mit 1N
Natronlauge auf pH 5 eingestellt und danach auf 100 ml destilliertes Wasser aufgefiillt. Es
wurden folgende Standardldsungen hergestellt: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 und 1000 pg/ml.

3.3.8 Losungen- und Pufferherstellung

3.3.8.1 Phosphat-Puffer

Eine 40 mM Phosphatpufferlosung (pH 7,7) wurde hergestellt, indem 63,03 g
Kaliumhydrogenphosphat und 5,13 g Kaliumdihydrogenphosphat in Wasser gelost und auf
ein Volumen von 11 aufgefiillt wurden. Der pH des Puffers wurde bei 25°C mit einem HI

9321 Mikroprozessor-pH-Meter der Firma Hana-Instrument gemessen.

3.3.8.2 Laufmittel fiir HPLC

Die mobile Phase Wasser:Methanol 96:4 (v/v) wurde frisch zubereitet, indem 40 ml Methanol
(HPLC-Grad) zu 960 ml Wasser gegeben wurden. Diese Losung wurde mit Ultraschall fiir 30
Minuten entgast und in einer fest verschlossenen Flasche aufbewahrt.

Die zweite mobile Phase Wasser:Acetonitril (v/v) wurde analog wie in Wasser:Methanol

vorbereitet und im frischen Zustand benutzt.

3.3.9 Herstellung der halbfesten Zubereitungen

3.3.9.1 Wasserhaltige hydrophile Salbe (DAB)

Diese hydrophile Creme besteht aus emulgierendem Cetylstearylalkohol, dickfliissigem
Paraffin, weiller Vaseline und HS (1200 oder 22 kDa), die iiber Nacht in Wasser gelost
wurde.

Herstellung: Emulgierender Cetylstearylalkohol, dickfliissiges Paraffin und weille Vaseline
wurden bei 70°C geschmolzen. Die wissrige Losung von HS (1200 oder 22 kDa) wurde im
Wasserbad bis 80°C erhitzt, danach wurde diese portionsweise zur ersten Losung zugegeben

und in einer Fantaschale bis Raumtemperatur geriihrt [169].
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3.3.9.2 Amphiphile Creme (DAC)

Diese Creme besteht aus Glycerolmonostearat, Cetylalkohol, mittelkettigen Triglyceriden,
weiller Vaseline, Macrogol-1000-Glycerolmonostearat, Propylenglycol und HS(1200 oder 22
kDa), die in Wasser iiber Nacht gelost wurde.

Herstellung: Glycerolmonostearat 60, Cetylalkohol, Triglyceride und weile Vaseline wurden
im Wasserbad bei 60°C geschmolzen und portionsweise mit der auf die gleiche Temperatur
erwiarmten Mischung aus Macrogol-1000-Glycerolmonostearat, Propylenglykol und HS(1200
oder 22 kDa)-Losung versetzt. Die Creme wurde bis Raumtemperatur kaltgeriihrt [ 144].

3.3.9.3 Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe (DAB)

Diese lipophile Creme besteht aus Wollwachsalkohol, Cetylalkohol, weiller Vaseline und
HS(1200 oder 22 kDa), die tiber Nacht in Wasser gelost wurde.

Herstellung: Die Creme wurde auf 60°C erwdrmt. Eine wissrige HS(1200 oder 22 kDa)-
Losung wurde auf etwa 70°C erwédrmt, und beide Stoffe wurden in der Fantaschale bis

Raumtemperatur zusammengeriihrt [169].

3.3.9.4 Extraktion und Gehaltsbestimmung

100 mg von jeder Zubereitung wurden extrahiert und der Gehalt an HS wurde mit CZE,
HPLC, der Carbazol-Methode und der neuen photometrischen Methode bestimmt. Die
Gehaltsbestimmung an HS in den Zubereitungen wurde wie folgt durchgefiihrt:

- 100 mg HS wurden in 5ml destilliertem Wasser in einem verschlossenen Erlenmeyer-
Kolben gelost,

- 10 ml Diethylether wurden zu dieser Losung gegeben,

- die Probe wurde fiir 10 min geschiittelt,

- die wissrige Phase wurde abgetrennt und die Ether-Phase und der Erlenmeyer-Kolben
wurden mit 3 ml destilliertem Wasser gespiilt,

- die wissrige Phase wurde auf 10 ml aufgefiillt,

- 3 ml der wéssrigen Phase wurden im Becherglas im Trockenschrank fiir 1 Stunde
getrocknet,

- HS wurde mit HPLCI, photometrisch, wie unter 3.3.5.1 und 3.3.7.2 beschrieben, bestimmt,

- fiir die HS-Bestimmung mit der Carbazol-Methode wurden 0,5 ml der wissrigen Phase

direkt eingesetzt und, wie unter 3.3.7.1 beschrieben, weiterverarbeitet und
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- fiir die HS-Bestimmung mittels CZE wurde Iml von der wissrigen Phase entnommen und

direkt gemessen (s. 3.3.6.1).

3.3.10 Die Freisetzung

3.3.10.1 Mehrschichtmembransystem (MSMS)

Das MSMS nach NEUBERT und FURST [137,140-142] besteht aus Grund- und Deckplatte
(Polyacryl), zwischen denen bis zu acht Versuchszellen iibereinander angeordnet und per
Verschraubung fixiert werden konnen. Eine Versuchzelle setzt sich aus Grundscheibe und
Schablone zusammen, zwischen denen je nach experimenteller Anforderung mehrere
Membranen angeordnet werden konnen. Die Schablone ist mit einer Aussparung von 4 cm
versehen, wodurch auf den Membranen eine Applikationsfliche fiir zu untersuchende

Formulierungen entsteht (Abb. 2.7).

3.3.10.2 Wasser-getrinkte Nephrophanfolie

Nephrophanfolie wurde auf der GroBe einer Versuchzelle zugeschnitten, liber Nacht in
destilliertem Wasser aufbewahrt und vor der Verwendung kurz zwischen zwei Filterbléttern

getrocknet.

3.3.10.3 Glycerol-Collodium-Membranen

4 g Glycerol wurden durch 100 g eines Diethylether-Ethanol-Gemisches (85:15) ergénzt und
anschlieBend mit 100 g 4 %iger Collodiumlosung versetzt. 120 ml dieser Losung wurden auf
einem Filterziehgerit auf einer Glasplatte ausgegossen, wobei die gleichmifBige Verteilung
durch eine mit konstanter Geschwindigkeit laufende Schiene erfolgte. Nach diesem Verfahren
hergestellte = Membranen  enthalten nach  einem  Tag  (Verdunstungsgefahr)

ca. 2,5 mg Glycerol/4 cm®.

3.3.10.4 Durchfiihrung der HS-Freisetzung

Auf die Grundscheibe einer Versuchszelle wurde Nephrophanfolie als Trennschicht zwischen
Versuchsmembran und Modell aufgelegt. Darauf konnte eine Glycerol-Collodium-Membran
und eine wassergetrinkte Nephrophanfolie angeordnet werden. Den oberen Abschluss bildete
die Schablone, in der jeweils 10 mg der halbfesten Zubereitungen oder 10 pl der

Mikroemulsionen aufgetragen und vorsichtig verstrichen wurden.
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Im Anschluss an das Ubereinandersetzen der einzelnen Zellen wurde die Verschraubung in
Alufolie eingewickelt und das Modell danach einer Temperierung in einem Becherglas im
Thermostaten bei 32°C unterzogen. Nach Ablauf der Versuchzeiten von 20, 40, 60, oder 120
min bzw. 5, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 240 oder 360 min wurden die Zellen getrennt und die
Membranen von Formulierungsriickstanden befreit. Auf sogenannten”Wiederfindungszellen”
wurden die Riickstinde belassen, wodurch eine Uberpriifung des Verfahrens ermdglicht
wurde. Die hydrophile Membran wurde zusammen mit der Nephrophanfolie mit 5Sml
Diethylether und 1,3 ml heiBem Wasser (80C°) fiir 30 min geschiittelt. 10 ml Diethylether
wurden dieser Losung zugegeben und fiir 10 min geschiittelt. Die wéssrige Phase wurde

abgetrennt und direkt mittels HPCE oder HPLC gemessen.

3.3.11 Mikroemulsionen

3.3.11.1 Mikroemulsionenvorbereitung mit DMSO fiir Tropfendurchmesser-studium

Finf Serien wurden fiir die Messung der Tropfchendurchmesser der Mikroemulsionen
vorbereitet. Tabelle 3.3a und Tabelle 3.3b zeigen die Zusammensetzung von

Mikroemulsionen mit DMSO fiir die dynamischen Lichtstreuungsuntersuchungen.

Tab. 3.3a: Zusammensetzung von Mikroemulsionen mit DMSO fiir die Untersuchungen mit dynamischer

Lichtstreuung.

Serie 1 (Tween 80) Serie 2 (Span 20) Serie 3 (T:S 3:2)

IPP W:DMSO IPP W:DMSO MKTG W:DMSO
ml Iml ml Iml ml 1ml
M1 8 0:6 8 0:6 8 0:6
M2 8 1:5 8 1:5 8 1:5
M3 8 2:4 8 2:4 8 2:4
M4 8 3:3 8 3:3 8 3:3
MS5 8 4:2 8 4:2 8 4:2
M 6 8 5:1 8 5:1 8 5:1
M7 8 6:0 8 6:0 8 6:0
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Tab. 3.3b: Zusammensetzung von Mikroemulsionen mit DMSO fiir die Untersuchungen mit dynamischer

Lichtstreuung.
Serie 4 T:S (2:3) Serie 5
MKTG W:DMSO Span 20 DMSO IPP
ml Iml ml ml ml
M1 8 0:6 2,2 1 8
M2 8 1:5 2,4 1 8
M3 8 2:4 2,6 1 8
M4 8 3:3 2,8 1 8
M5 8 4:2 3 1 8
M6 8 5:1
M7 8 6:0

3.3.11.2 Probenvorbereitung fiir Wasserloslichkeitsuntersuchungen (Wasseraufnahme)
in Mikroemulsionsgrundlagen mittels dynamischer Lichtstreuung

Es wurde eine Serie von Span 20:Tween 80-Gemischen mit verschiedenen Verhiltnissen
(10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9 und 0:10) hergestellt. Jeweils 1 ml von jedem
Span 20:Tween 80-Gemisch wurde mit 4 ml IPP gemischt. Zu diesem Gemisch wurde Wasser
gegeben, bis sich eine nicht-klare Mikroemulsion gebildet hatte (Die Wasserzugabe wurde
nach der Bildung der klaren Mikroemulsionen bis zur Entstehung einer nicht klaren

Mikroemulsion fortgesetzt).

3.3.11.3 Probenvorbereitung fiir Untersuchung des HS 22 kDa-Einflusses auf den
Tensidmengenbedarf (Span 20)
Fiinf Serien wurden fiir Untersuchungen von HS 22 kDa als Cotensid in Mikroemulsionen

hergestellt. Tabelle 3.4 zeigt die Zusammensetzungen der Mikroemulsionen.

Tab. 3.4: Zusammensetzungen der Mikroemulsionen, die zur Untersuchung von HS 22 kDa-Einfluss auf

Tensidmengenbedarf hergestellt wurde.

Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5

HS W IPP HS W PP HS W IPP HS W IPP HS W [IPP

mg ml ml mg ml ml mg ml ml mg ml ml mg ml ml

M1 50 0,2 4 100 0,2 4 150 0,2 4 200 0,2 4 250 0,2 4
M2 50 03 4 100 0,3 4 150 0,3 4 200 0,3 4 250 03 4
M3 50 04 4 100 04 4 150 0,4 4 200 0,4 4 250 04 4
M4 50 05 4 100 0,5 4 150 0,5 4 200 0,5 4 250 0,5 4

HS (22 kDa)
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3.3.11.4 HS-IPP-Mikroemulsionsherstellung

188 mg HS 22 kDa wurden in 0,4 ml Wasser geldst und danach 7,5 ml IPP zugegeben. Bei
Zimmertemperatur wurde die Mischung der Tenside (Tween 80:Span 20, 2:3) zugegeben, bis

eine klare Losung entstand. Die verbrauchte Tensidmenge betrug 1,3 ml.

3.3.11.5 HS-MKTG-Mikroemulsionsherstellung

200 mg HS 22 kDa wurden in 0,96 ml W:DMSO (0,6:3,6) geldst. 7,24 ml MKTG wurden
anschlieBend zu dieser Losung gegeben. Danach wurden 1,6 ml Span 20 zugesetzt, bis eine

klare Losung entstand.

3.3.12 Statistik

Alle Messungen sind als Triplikate erfolgt. Die Resultate wurden mit dem PC-Programm
Origin mit Vertrauensbereich von 95 % analysiert. Die Nachweisgrenzen (NWG) fiir HPLC
und HPCE wurden mit der folgenden Gleichung berechnet:

NWG = 3CN/H (15)
Dabei sind:

C: niedrigste ermittelte Konzentration des Wirkstoffes,

H: die Hohe der Spitze und

N: Rauschen der Linie.

Die Kalibrierung und die Prozedurstandardabweichung wurde mit Hilfe der folgenden
Gleichungen berechnet [191]:
Y=a+aX (16)
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4 Ergebnisse

4.1 HS-Strukturaufklirung und physikochemische Eigenschaften

Die Struktur von Radikalfdngern ist durch den Besitz von Gruppen gekennzeichnet, die
Komplexe  mit den  Radikalen  bilden und zur  Unterbrechung  der
Radikalbildungsreaktionskette fithren. Die Doppelbindung und die Hydroxylgruppen in der
Struktur sind wichtig als Radikalfdanger fiir ungepaarte Elektronen in den Radikalen [68-71].
Die Phenolgruppe im Vitamin D ist fiir die Wirkung dieser Substanz als Radikalfdnger
verantwortlich [121]. CALLISTE et al. konnten zeigen, dass die Doppelbindung und die
alpha- oder beta-6'-Hydroxygruppen, die in den Flavonoid-Strukturen vorkommen, fiir die
Flavonoid-Wirkung als Radikalfanger verantwortlich sind [68]. NAITO et al. haben nach
Untersuchungen zur Wirksamkeit von Rebamipid-(2-(4-chlorobenzoylamino)-3-[2(1H)-
chinolinon-4-yl)) als Radikalfinger berichtet, dass der wichtigste und bestimmende Faktor fiir
das Auffangen von Hydroxylradikalen die Doppelbindung des 3,4-Chinolinonringes ist [69].
HS ist ein Radikalfinger, dessen Wirkung sich nach dem enzymatischen Abbau verstérkt
[29]. HS enthélt viele Hydroxylgruppen und zusédtzlich Carbonylgruppen, die vor und nach
dem Abbau stabil bleiben. NUHN et al. und andere Autoren stellten fest, dass nach
enzymatischem Abbau von HS eine Doppelbindung gebildet wird (Abb. 4.13) [31]. Bei
NMR-Studien an abgebauter HS wurde die Doppelbindung bisher nicht charakterisiert
[54,55]. Die vorliegende Arbeit soll als Voraussetzung fiir HS-Untersuchungen dienen, um
die eingebrachten Beweise fiir die Anwesenheit der Doppelbindung durch Raman-, IR-, °C-
NMR, "H-NMR und UV/Vis-Spektroskopie zu bestitigen und damit die Verstirkung der HS-

Wirkung als Radikalfanger zu erklaren.
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Abb. 4.13: Enzymatischer Abbau von Hyaluronséure [D-Glucuronsiure-(1-8-3)-N-Acetyl-D-Glucosamin-(1--
4)] und die verschiedenen Abbaumdglichkeiten. A: Bakterielle Hyaluronidase; B: Blutegel-Hyaluronidase; C:

Sperematozoen-Hyaluronidase, die nur eine Doppelbindung in HS-Derivaten verursacht.

4.1.1 Spektroskopische HS-Strukturaufklirung vor und nach dem enzymatischen
Abbau

4.1.1.1 Charakterisierung der HS-Struktur durch FTIR-ATR vor und nach dem
enzymatischen Abbau

Mit Hilfe der FTIR-ATR-Spektroskopie wurden die HS-Derivate (3.2.1.) im Spektralbereich
von 750 bis 4000 cm™ untersucht (Abbildungen 4.14, 4.15). HS 1200 kDa zeigte eine scharfe
Bande bei der Wellenzahl 1654 cm™, die auf die Amid-I-Schwingung der Amidgruppe
zuriickzufiihren ist. Im Spektralbereich zwischen 1500 und 1700 cm™ gibt es zwar
Veranderungen in der Bandenschulter, aber eine eindeutige Interpretation diese Befunde ist

schwierig. Die IR-Banden fiir die verschiedenen HS sind in Tabelle 4.5 dargestellt.



Tabelle 4.5: IR-Banden der HS-Derivate.

Probe 31 kDa 235 kDa 1200 kDa
IR-Bande Wellenzahl [cm™]
C - O — C- Streckschwingungen, O - H 896 895 894
-Deformation, C = O-Deformation. 946 945 946
CcC-0-C,C-0,C-0-H 1038 1018 1018
—Streckschwingungen 10780 1079 1079
1156 1148 1148
CH,, CH;,C — O —H-Deformation, 1378 1375 1374
C — O mit C = O-Kombination, Amid IIT 1407 1404 1405
C = O-Carboxyl 1564 1557 1559
Amid 1T 1597 1603 1602
C=0-Amid I 1655 1655 1654
C - H-Streckschwingung 2854 2852 2878
2925 2922 2921
N - H-Streckschwingung 3284 3284 3284
O - H-Streckschwingung 3386 3386 3386
0,8 ]
0,7 ]
0,6 ]
05 HS 31 kDa
@ |
2
S 04
_e 4
@ 031 HS 235 kDa
e _
< 02+
0,1 ]
j HS 1200 kDa
0,0
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Abb. 4.14: IR-Spektren von HS 31, 235, 1200 kDa im Wellenzahl-Bereich 800-1800 cm™.
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Abb. 4.15: IR-Spektren von HS 31, 235, 1200 kDa im Wellenzahl-Bereich 2500-4000 cm™.

4.1.1.2 Charakterisierung der HS-Struktur durch Raman-Spektroskopie vor und nach
dem enzymatischen Abbau

Die Methode der Raman-Spektroskopie wurde auch fiir die Charakterisierung der
Doppelbindung von HS nach dem enzymatischen Abbau verwendet (3.3.1). Die Raman-
Spektren von verschiedenen HS-Derivaten (1200 kDa, 235 kDa und 31 kDa) sind im
Spektralbereich 750-3500 cm™ in den Abbildungen 4.16-4.17 dargestellt. Abbildung 4.16
zeigt, dass das Spektrum von HS 31 kDa eine scharfe Bande bei der Wellenzahl 1661 cm™
aufweist und sich die Intensitdt dieser Bande offenbar mit Verringerung der Molmasse von
HS erhoht. Bei HS 235 kDa und 1200 kDa wurde im Bereich 1661 cm™ eine schwache Bande
beobachtet, die der Amid I-Gruppe entspricht [34]. Tabelle 4.6 fasst die Raman-Banden von
HS nach enzymatischem Abbau zusammen. Einen weiteren Hinweis auf die Entstehung von
C —C-Doppelbindungen nach enzymatischem Abbau gibt die Valenzschwingung H —C = bei
3081 cm'l, die fiir HS 31 zu beobachten ist.
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Tabelle 4.6: Bandenzuordnung bei Raman-Spektroskopie-Untersuchungen derHS-Derivate.

Probe 31 kDa 235 kDa 1200 kDa
Raman-Bande Wellenzahl [em™ |
C - C, C - O Streckschwingung 1047 1047 1047
1090 1090 1090
1122 1125 1125
Amid III 1328 1328 1328
C — H-Deformation 1372 1374 1372
C — N-Streckschwingung und C — H —Deformation 1405 1401 1405
C=C,AmidI 1662 1630 1630
CH-Streckschwingung 2903 2903 2903
2934 2934 2934
C — H-Streckschwingung (C von C=C) 3081
-CH=CH-
0,02 -
% HS 31 kDa
é 000 HS 235 kDa
HS 1200 kDa
-0,02 , . - . : T
750 1000 1250 1500 1750
Wellenzahl [cm™]

Abb. 4.16: Raman-Spektren von 31, 235 und 1200 kDa HS im Wellenzahl-Bereich 750-1850 cm.
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Abb. 4.17: Raman-Spektren von 31, 235und 1200 kDa HS im Wellenzahl-Bereich 2300-3200 cm™.

4.1.1.3 Charakterisierung der HS-Struktur durch 'H-NMR- und "“C-NMR-
Spektroskopie vor und nach dem enzymatischen Abbau

HS-Derivate wurden mit '*C-NMR-Spektroskopie sowohl in D,O als auch als Feststoff
untersucht. Die *C-NMR-Spektren der HS-Derivate sind in Abb. 4.18-1, 4.18-2 dargestellt.
Die Doppelbindung CH=C in HS 31 kDa weist *C-chemische Verschiebungen bei 107,5 ppm
und 144.8 ppm auf.

'H-NMR-Spektren von HS 31, 235 und1200 kDa werden in Abb. 4.19 gezeigt. In D,O als
Losungsmittel sind die austauschbaren Protonen der funktionellen OH- und NH-Gruppen in
den 'H-Spektren nicht sichtbar. Die 'H-chemische Verschiebung des Protons der
Doppelbindung entsprechend der Abb. 4.19¢ liegt bei 5.77 ppm. Die Kopplungskonstante 'J¢.
s betrdgt 169 Hz. Die relative Population des Doppelbindungsanteils wurde durch

Integration der Signale im "H- und *C-Spektrum bestimmt (Tab. 4.7).
Tabelle 4.7: Relative Population der Doppelbindung in HS.

HS "H % der Doppelbindung C % der Doppelbindung
(H-4) "H-NMR (C-4, C-5) *C-NMR

31 kDa 2-3% 5-6%

235 kDa -- --

1200 kDa - -
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Abb. 4.19: lH-NMR-Spek‘[ren von HS-Derivaten. a: HS 1200 kDa, b: HS 235 kDa, c¢: HS 31 kDa.

4.1.1.4 HS-Strukturaufklirung durch UV/Vis-Spektroskopie vor und nach dem
enzymatischen Abbau.

Weitere Untersuchungen zum Nachweis der Doppelbindung in HS nach enzymatischem
Abbau wurden mittels UV/Vis-Spektroskopie an HS-Derivaten in wéssriger Losung
durchgefiihrt (s. 3.3.2) (Abb. 4.20). Die Abbildung 4.20c zeigt, dass das UV/Vis-Spektrum
von HS 31 kDa nach enzymatischem Abbau eine maximale Absorption bei einer Wellenldnge

von 226 nm aufweist, welche fiir das Vorhandensein der Doppelbindung [47] spricht. Eine
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Absorption bei dieser Wellenldnge wurde fiir HS 235 und 1200 kDa (s.

und 4.20b) nicht beobachtet.

Abbildungen 4.20a
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Abb. 4.20: UV/Vis-Spektren von HS. a: 1200kDa, b: 235 kDa und c: 31 kDa.

4.1.1.5 Zusammenfassung zu spektroskopischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der 'H-NMR-, "C-NMR-, Raman-, IR- und UV/Vis-spektroskopischen

Untersuchungen weisen auf das Vorhandensein einer Doppelbindung im Glucuronsdurering
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nach enzymatischem Abbau von HS hin. Die Doppelbindung im Glucuronsiurering ist fiir die
Bindung der Radikalatome, die wéhrend der UV-Bestrahlung der menschlichen Haut
entstehen, notwendig. Es sollte deshalb mdglich sein, enzymatisch abgebaute HS als

Radikalfanger fiir den UV-Hautschutz zu verwenden.

4.1.2 Physikochemische Eigenschaften der HS vor und nach dem enzymatischen
Abbau

Die physikochemischen Eigenschaften von HS haben einen grofen Einfluss auf die
Bioverfiigbarkeit und die in Frage kommenden Anwendungswege. Die physikochemischen
Eigenschaften der HS, die durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden konnen (z.B.
durch die Loslichkeit und/oder durch die Viskositit), wurden im Rahmen der vorliegenden

Arbeit untersucht.

4.1.2.1 Loslichkeit

Die Wasserloslichkeit verschiedener HS wie HS 31, 235, 1200 kDa wurde bereits in
Abschnitt 3.3.4 beschrieben. Hochmolekulare HS 1200 kDa nimmt Wasser in allen
Verhiltnissen auf und bildet Gele. Die wissrige Losung von HS 1200 bildet ab 2,2 % ein Gel.
HS 235 kDa bildet kein Gel und zeigt eine hohere Wasseraufnahme. Die Viskositét seiner
wissrigen Losung ist auch von der Konzentration abhédngig, wobei HS 235 kDa eine
niedrigere Viskositét als HS 1200 kDa aufweist. HS 31 kDa zeigte eine hohe Loslichkeit in
(166,6 g/100g) Wasser und nur bei sehr hoher Konzentration eine hohe Viskositit. HS 1200
kDa nimmt Glycerin langsam auf und bildet ein Gel. HS 235 kDa zeigte in Glycerin wie im
Falle der wissrigen Losungen viskose Eigenschaften. Die Loslichkeit von HS 31 kDa betragt
in Glycerin 0,988 g/100g. HS aller Molmassen ist unldslich in Acetonitril, Ethanol, DMSO,
Methanol und Diethylether (Tabelle 4.8).

Tabelle 4.8: Loslichkeit von HS-Derivaten in verschiedenen Losungsmitteln in [g/100g].

Losung Loslichkeit
[g/100g]
1200 kDa 235 kDa 31 kDa
Wasser Ab 2.2% Gelbildung 15,75 166,6
Glycerol Gelbildung 0,988

Die in Wasser gelosten HS-Derivate wurden bei bestimmten Verhéltnissen mit verschiedenen
Losungsmitteln umkristallisiert. Die Losungsmittelverhéltnisse, bei denen HS umkristallisiert

wurde, sind in Tabelle 4.9 aufgefiihrt.
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Tabelle 4.9: Umkristallisieren von HS-Derivaten aus verschiedenen Losungsmitteln.

Verhiltnisse der Losungen (v/v) und entsprechende HS-Molmasse

1200 kDa 235 kDa 31 kDa
Wasser:Methanol oder 41:59 42:58 54:46
Ethanol
Wasser:Acitonitril 55:45 54:46 73:27
Wasser:DMSO 16slich bei allen 16slich bei allen 16slich bei allen
Verhéltnissen Verhéltnissen Verhéltnissen
Wasser:Glycerol 16slich bei allen 16slich bei allen 16slich bei allen
Verhiltnissen Verhéltnissen Verhiltnissen

4.1.2.2 Viskositit

Das Fliessverhalten der 2% igen wissrigen Losungen von 31, 235 und 1200 kDa HS wurde
am Rotationsviskosimeter (3.3.3) gemessen. Die Viskosititsprofile der HS sind in den
Abbildungen 4.21-4.23 dargestellt. HS 1200 kDa zeigte plastische Eigenschaften. Die
Viskositit der HS 1200 kDa nimmt mit Scherratezunahme ab (Abb. 4.21). HS 235 kDa zeigt
Newtonsches FlieBverhalten (Abb. 4.22). Hier bleibt die Viskositdt von 0,15 bis 0,17 Pa-s mit
steigender Scherrate stabil. Fiir die 2%ige wéssrige Losung der HS 31 kDa (Abb. 4.23) war
eine Viskositdt von 0,0011 bis 0,0012 Pa's zu beobachten. HS 31 wies eine 140-fach
geringere Viskositit gegeniiber HS 235 und eine 10°-fach geringere Viskositit gegeniiber HS
1200 kDa auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass HS 31 kDa und HS 235 kDa idealviskose
Eigenschaften im Vergleich zu HS 1200 kDa besitzen. Die kleine Viskositdtsdnderung bei HS
235 bzw. HS 31 kDa wird durch eine Volumen- und Temperaturdnderung im Messgefal3

verursacht.
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Abb. 4.21: Rheogramme einer 2%igen wiéssrigen Losung von 1200 kDa HS bei 25 °C. a: Die Viskositit gegen
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Abb. 4.23: Rheogramme einer 2%igen wassrigen Losung von 31 kDa HS bei 25 °C, a: Die Viskositét gegen die

Scherrate, b: Die Scherrate gegen die Schubspannung.

4.1.2.3 Zusammenfassung zur  Charakterisierung der  physikochemischen
Eigenschaften von HS

Mit zunehmender Molmasse nimmt die HS-Viskositit zu. Der enzymatische Abbau von HS
fiihrte zu einer Viskosititsinderung. Dabei trat ein Ubergang vom plastischen zum
Newtonschen FlieBverhalten ein. Aufgrund der Anderung der Viskosititseigenschaften und
der Erhohung der Loslichkeit in Wasser mit sinkender HS-Molmasse eignen sich diese
Verbindungen fiir halbfeste Zubereitungen und zum Inkorporieren in Mikroemulsionen. Die
enzymatisch abgebauten HS-Derivate sind sehr hydrophil und sind in lipophilen Medien

unloslich.

4.2 Analytische Bestimmung von HS

4.2.1 Photometrische Methoden

4.2.1.1 Modifizierte Carbazol-Methode (MCM)

Die photometrische Messung von durch Schwefelsdaure abgebauter HS zeigt, dass nach der
Reaktion mit Carbazol ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration im Bereich
von 10-350 pg/ml und der Intensitédt der Farbe (Extinktion) nach Y = 0,158 + 0,0035 X (X in
ug/ml, r = 0,997) besteht. Die Methode lieferte eine hohe relative Standardabweichung von
26,41 und somit eine unzureichende Reproduzierbarkeit. Die Nachweisgrenze betrdgt 10

pg/ml.
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4.2.1.2 Neue photometrische Methode (NPM)

Die direkte photometrische Messung fiir durch konzentrierte Schwefelséure abgebaute HS bei
einer Wellenldnge von 280 nm zeigte Linearititen um r = 0,997 (Y = 0,0187 + 0,0013X) fiir
Konzentrationen von 5 bis1500 pg/ml. Die relative Standardabweichung der Methode betrug
2,92, d. h. die Reproduzierbarkeit ist unzureichend. Die Nachweisgrenze bei dieser Methode

betrdgt 5 pg/ml.

4.2.2 Die Methoden der Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC)

4.2.2.1 HPLC-1

Die Messung von mit Schwefelsdure abgebauter HS 1200 kDa mittels HPLC weist eine gute
Linearitdt zwischen der Peakfliche Y [mV*min] und der Konzentration X [pug/ml] nach Y = -
0,072 + 0,031X (r = 0,9998) fiir Konzentrationen zwischen 5-1500 pg/ml (Abb. 4.24) auf. Die
Methode zeichnete sich dariiberhinaus auch durch gute Reproduzierbarkeit mit einer

akzeptablen relativen Standardabweichung von 2,26 und einer Nachweisgrenze von 1 ug/ml

aus.
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Abb. 4.24: HPLC-Chromatogramm von HS nach dem Abbau durch
Schwefelsdure (1-10 pg/ml).
4.2.2.2 HPLC-2

Bei der Messung der durch Hyaluronidase enzymatisch abgebauten HS (31 kDa) (Abb. 4.25)
zeigte die HPLC-Methode gute Linearitit nach Y = 1,65 + 1,66X (Y[mV*min], X[ng/ml], r =
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0,999) fir den Konzentrationsbereich von 10 bis 100 pg/ml, eine relativ niedrige relative

Standardabweichung von 0,13 und eine sehr niedrige Nachweisgrenze von 0,3 ng/ml.
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Abb. 4.25: HPLC-Chromatogramm der HS 31 kDa nach enzymatischem Abbau (1-10 ng/ml).

4.2.3 Die Methode der Kapillarzonenelektrophorese (CZE)

4.2.3.1 CZE-1und CZE-2

HS 1200 kDa wurde direkt durch Kapillarzonenelektrophorese mit einer Standard-Kapillare

(CZE-1) und einer Kapillare mit bubble-Zelle (erweiterter Lichtweg) (CZE-2) gemessen. HS

1200 kDa zeigte dabei eine negative elektrophoretische Mobilitit (p. = -2,3 + 0,0126.10”

em’V's") und wanderte in Richtung der Kathode. HS 1200 kDa zeigte ebenfalls eine

zunechmende Mobilitdt mit zunehmendem pH-Wert des benutzten Phosphatpuffers (Abb.

4.26). Bei der CZE-1-Methode betrug die Nachweisgrenze 30 pg/ml. Es wurde Linearitit
nach Y = 10,192 + 2,006X (r = 0,998) fiir HS-Konzentrationen von 30-500 pg/ml mit einer

relativen Standardabweichung von 3,7 beobachtet. Bei CZE-2 (erweiterter Lichtweg, bubble-

Zelle) war es moglich, die Nachweisgrenze bis 5 pg/ml zu verbessern. Die relative

Standardabweichung der Methode betrug hier 2,74 mit einem Korrelationskoeffizient von

0,998.
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Abb. 4.26: FElektropherogramm von nicht abgebauter HS (1200 kDa) in Puffer bei
verschiedenen pH-Werten (20 kV, bubble-Kapillare, Wellenldnge 192 nm).

4.2.3.2 CZE-3 (indirekte Detektionsmethode)

Bei der indirekten UV-Detektion gilt das Lambert-Beersche-Gesetz. Durch Zusatz eines UV-
absorbierenden lons (Sorbinsdure) zum Puffer wird ein hohes Hintergrundsignal erzeugt
(Abb. 4.27). Die Messung wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, die Nachweisgrenze der HS
1200 kDa mittels CZE zu verbessern. Diese Methode zeigte eine Linearitidt um r = 0,9033 fiir
Konzentrationen zwischen 25-500 pg/ml, eine Nachweisgrenze von 30 pug/ml und eine

relative Standardabweichung von 8,04.
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Abb. 4.27: Elektropherogramm von HS 1200 kDa, erhalten durch indirekte
Methode (40 mM, pH 7,7, Phosphatpuffer, 20 kV, Wellenldnge 192 nm).
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4.2.3.3 CZE-4 (Enzymatisch abgebaute HS)

CZE-4 wurde fiir enzymatisch abgebaute HS 31 kDa verwendet. Die Messungen wurden mit
einer bubble-Kapillare durchgefiihrt. Die enzymatisch abgebaute HS 31 kDa zeigte bei
diesem Verfahren iiberraschenderweise mehrere Fraktionen von HS (Abb. 4.28). Zur
Quantifizierung dieser Fraktionen ist bis jetzt in der Literatur nichts bekannt. Deshalb sollte
hier die CZE-MS-Kopplung fiir die Quantifizierung eingesetzt werden. Es wurde eine
Linearitdt um r = 0.999 (Y = 32,2 + 5,88X) bei Konzentrationen von 10 bis 500 pg/ml und

eine relative Standardabweichung von 3,25 beobachtet. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml.
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Abb. 4.28: Elektropherogramm von enzymatisch abgebauter HS 31 kDa
(40 mM, pH 7, Phosphatpuffer).

4.2.4 HS 1200 kDa-Bestimmung in halbfesten Zubereitungen

Um HS in pharmazeutischen halbfesten Zubereitungen bestimmen zu konnen, wurden
folgende Grundlagen vorbereitet und extrahiert: Wasserhaltige hydrophile Salbe (WHS)
(DAB), amphiphile Creme (AC) (DAC) und wasserhaltige Wollwachsalkohlsalbe (WWS)
(DAB) mit verschiedenen HS-Konzentrationen (3.3.9). Die HS-Mengen (in %) in den

halbfesten Zubereitungen werden wie folgt von 1 bis 3 nummeriert (s. Tabelle 4.10):

Tabelle 4.10: Halbfeste Zubereitungen und HS-Gehalt

Halbfeste Zubereitungen HS 1200 kDa
Wasserhaltige hydrophile Salbe (WHS) ) 0,1% 2% 5%
Amphiphile Creme (AC) ?2) 0,1% 2% 5%

Wasserhaltige Wollwachsalkohlsalbe (WWS) 3) 0,1% 2% 5%
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Der Gehalt von HS in den Zubereitungen wurde mit vier Methoden: der modifizierten
Carbazol- (MCM), der CZE-2-, der HPLC-1- und der photometrischen Methode gemessen.
Da die Ergebnisse aus der neuen photometrischen Methode wegen der Verschmutzung mit
Systempartikeln nicht einheitlich waren, wurden nur die Messergebnisse der drei anderen
Methoden ausgewertet. Wie in Tabelle 4.11 dargestellt, ist die Wiederfindung der
modifizierten Carbazol-Methode fiir die HS-Bestimmung verglichen mit den anderen zwei

Methoden CZE-2 und HPLC-1 kleiner (s. Tabelle 4.11).
Tabelle 4.11: Wiederfindung (%) von HS 1200 kDa bei unterschiedlichen Formulierungen (1-3), gemessen mit

verschiedenen Methoden.

Formulierungen Wiederfindung (%)
MCM HPLC-1 CZE-2
1 (1%) 9,8+0,686 94,4+2.5 86,9+ 2,6
1 (2%) 7,0+0,49 85,0+ 2,2 89,4+ 2.9
1 (5%) 45,8+3,2 91,0+ 2,4 95,4+ 3,2
2 (1%) e 105,0+ 2,7 83,2+24
2 2%) e 83,2+2,2 76,4+ 2,3
2 (5%) - 93,3+2,4 97,0+ 2,9
3 1%) 73,0+5,11 85,4+ 2,24 92,8+2,7
3 (2%) 104,34+7,3 87,5+2,3 83,5+ 2,5
3 (5%) 74,4+5,2 86,5+ 2,1 89,9+ 2.6

4.2.5 Zusammenfassung zu den analytischen Bestimmungen

Ein Vergleich zwischen den Parametern der einzelnen Methoden ist in Tabelle 4.12
dargestellt.

Die Quantifizierung der HS-Konzentration in den pharmazeutischen Formulierungen spielt
eine wichtige Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurden HPLC- und CZE-Methoden
entwickelt, um die notwendige Menge von HS in halbfesten pharmazeutischen Zubereitungen
festzustellen. HPLC zeigt die niedrigste Prozedurstandardabweichung und eine gute
Nachweisgrenze, besonders bei der Messung von enzymatisch abgebauter HS. Jedoch ist der

enzymatische Abbau von HS teuer und zeitaufwendig.
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Tabelle 4.12: Analytische Parameter fiir die Quantifizierung von HS 1200 kDa mittels verschiedener Methoden.

Methode NWG Srax %o R Bereich
HPLC-1 1 ng/ml 2,26 0,9998 5-1500 pg/ml
HPLC-2 0,3 ng/ml 0,13 0,9998 10-100 pg/ml

0,2 0,998 1-10 pg/ml

0,17 0,998 0,05-10 pg/ml

0,11 0,876 1-100 ng/ml
MCM 10 pg/ml 26,41 0,997 10-350 pg/ml
NPM 5 pg/ml 2,92 0,995 5-1500 pg/ml
CZE-1 30 pg/ml 3,7 0,998 30-500 pg/ml
CZE-2 5 pg/ml 2,74 0,988 5-500 pg/ml
CZE-3 30 pg/ml 8,04 0,903 25-500 pg/ml
CZE-4 10 pg/ml 3,25 0,999 10-500 pg/ml

Sl relative Standardabweichung ; R: Linearitit; NWG: Nachweisgrenze.

Die Verwendung von H,SO4 zum Abbau von HS verlduft erfolgreich und stellt eine mogliche
Alternative hinsichtlich Kosten und Einfachheit der Durchfiihrung dar. Desweiteren wirkt
H,SO4 nicht spezifisch und kann ebenfalls zum Abbau anderer Glucosaminoglycane (GAG)
wie Heparin benutzt werden. Obwohl die Nachweisgrenze der Kapillarelektrophorese im
Vergleich zu den beiden anderen Methoden hoch ist, erlaubt sie die Bestimmung von HS
ohne Verdau bei gleichzeitig hoher Auflésung. Die Erhohung der Konzentration des
Phosphatpuffers von 20 mM, (siche PLATZER et al. 105) auf 40 mM bewirkte eine 2fache
Verbesserung der Nachweisgrenze (5 pg/ml). Probleme, die mit photometrischen Messungen
einhergehen, wurden bereits von BITTER et al. beschrieben [72]. In der vorliegenden Arbeit
konnte bestitigt werden, dass wegen der Quantifizierungsabhéngigkeit von HS-Trennungen
aus der Salbenmatrix eine schlechte Wiederfindung (s. Tabelle 4.11) verursacht wird, was
durch photometrische und MCM-Messungen nachgewiesen werden konnte. Demzufolge ist es
schwierig, MCM und NPM (Neue Photometrische Methode) zu benutzen, um HS in
halbfesten pharmazeutischen Zubereitungen zu bestimmen. SchlieBlich ist MCM im
Vergleich zu den Methoden der HPLC und CZE weniger priazise. Bei der Ermittlung
unverdauter HS ist CZE2 die beste Methode, wenn keine niedrige Nachweisgrenze notwendig
ist.

Im Vergleich zur photometrischen Methode haben HPLC und CZE den Vorteil, dass die
Trennung zeitgleich mit der Messung stattfindet. Da die CZE-Methode keinen Abbau
erfordert, ist sie einfacher als HPLC. HPLC-1 als necue alternative Mecthode zur HS-
Quantifizierung besitzt im Vergleich zu HPLC-2 den Vorteil, dass sie schneller und billiger

ist.
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4.3 HS-Freisetzung aus halbfesten Zubereitungen

4.3.1 HS 1200 kDa-Freisetzung aus halbfesten Zubereitungen

Wie bereits bei der Gehaltsbestimmung in Abschnitt 4.2.4 erwéhnt, wurde HS 1200 kDa bei
verschiedenen Konzentrationen in WHS, AC und WWS inkorporiert, um die Freigabe zu
untersuchen (Tabelle 4.10). Die Bestimmung der HS-Freisetzung aus den halbfesten
Zubereitungen erfolgte mit einem Mehrschichtmembransystem (MSMS). Die Herstellung der
Akzeptormembran erfolgte gemdll der Beschreibung in Kapitel 3.3.10. Die freigesetzten
Mengen wurden nach 20, 40, 60 und 120 min extrahiert und durch HPLC-1 quantifiziert. Die
Flache unter der Kurve AUC (Konzentration-Zeit) und die mittlere Freisetzungszeit (MDT)
wurden mittels des PC-Programms TOPFIT 2,0 [143] bestimmt. AUC und MDT wurden als
Parameter verwendet, um die Rate und den Umfang der Freigabe in vitro zu kennzeichnen (s.
Tabelle 4.13). Die Resultate sind als Auftragung der HS-Konzentration in der
Akzeptormembran in % gegen die Zeit ausgedriickt (s. Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: In vitro-Freigabeprofil von HS 1200 kDa aus den halbfesten Zubereitungen
(1: Wasserhaltige hydrophile Salbe, 2: Amphiphile Creme, 3: Wasserhaltige

Wollwachsalkoholsalbe) mittels Mehrschichtmembransystem.
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Tabelle 4.13: Vergleich der Flichen unter den Konzentrations-Zeit-Kurven zur Freisetzung von HS 1200 kDa

aus halbfesten Zubereitungen.

Formulierung AUC [% * min] MDT [min]
Wasserhaltige hydrophile Salbe 5 % 1020 + 56.4 04+0.3
Wasserhaltige hydrophile Salbe 2 % 1040 + 52.2 0310.2
Amphiphile Creme 5 % 670 £55.5 1,7+£0.1
Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe 5 % 540 +61.4 1,8+0.2

Abbildung 4.29 zeigt, dass die aus dem Akzeptor extrahierte Menge von HS 1200 kDa im
Falle 2%iger bzw. 5% iger HS in WHS nach 20 Minuten Inkubationszeit niedriger als 6%
(10, 25 pg) der im Donator urspriinglich vorliegenden Menge (200 bzw. 500 pg HS auf 10mg
Salbe) enthalten war, und die maximale Freigabe aus 5%iger HS 1200 kDa in WHS 10,5 %
nach 60 Minuten betrug. Lediglich 12 % wurden nach 120 Minuten aus 2%iger HS 1200 kDa
in WHS freigesetzt. Die freigegebene Menge aus 1%iger HS 1200 kDa in WHS (s. Abb.
4.29), aus 1%iger in AC, aus 1%iger und 2%iger in WWS nach 20 Minuten und aus 5%iger
HS 1200 kDa in WHO und 5%iger HS in AC und nach 40 Minuten aus 2%iger HS 1200 in
AC lag jeweils unter der Nachweisgrenze. 5%ige HS in AC zeigt eine maximale Freigabe von
7 % nach 60 Minuten und 5,5 % aus 2%iger HS in AC. Die maximale Freigabe aus 5%iger
HS 1200 kDa in WWO betrug 5,5 %. Tabelle 4.13 zeigt, dass der Wert fiir AUC von HS 1200
kDa in WHO héher als der von HS 1200 kDa in AC und von HS 1200 kDa in WWS ist.

4.3.2 HS 22 kDa-Freisetzung aus halbfesten Zubereitungen

Analog zu HS 1200 kDa wurde HS 22 kDa in WHS, AC und WWS mit Konzentration von
2% inkorporiert. Die Extraktion der freigesetzten Menge erfolgte nach 5, 10, 20, 40, 60, 120,
240 und 360 min (s. 3.3.10) und die Quantifizierung durch CZE (bubble-Kapillare).

Wegen der Hydrophilie der HS 22 kDa wurde eine hydrophile Glycerinmembran benutzt. Die
in vitro aus allen Formulierungen freigesetzte HS wurde iiber eine Zeitdauer von 360 min
tiberwacht. Mit Hilfe des PC-Programmes TOPFIT 2,0 [143] erfolgte die Bestimmung der
MDT und der Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC), die als quantitativer
Parameter fiir die Messung der Rate und des Umfangs der HS 22 kDa -Freigabe verwendet
wird (s. Tabelle 4.14). Die Resultate sind als Auftragung der HS-Konzentration (in %) in der
Akzeptormembran gegen die Zeit in Abb. 4.30 gezeigt.
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Abb. 4.30: In vitro-Freigabeprofile von HS 22 kDa aus drei verschiedenen halbfesten Zubereitungen.

Tabelle 4.14: Vergleich der Flachen unter den Konzentrations-Zeit-Kurven der HS 22 kDa-Freisetzung aus

halbfesten Zubereitungen.

Halbfeste Zubereitungen AUC [% x min] MDT [min]
Wasserhaltige hydrophile Salbe 30767 £ 1636 31+1.4
Amphiphile Creme 15810 £ 1310 35+2.8
Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe 10277 £ 1168 22+2.3

Die Untersuchungen an Mehrschichtmembransystemen zeigen, dass aus 2%iger HS 22 kDa in
WHS 64 % nach 5 Minuten und 94 % nach 360 Minuten in die hydrophile Membran
penetrieren (s. Abb. 4.30). AC zeigt hohere Affinitdt zu HS 22 kDa als WHS. In diesem Fall
sind nach 5 Minuten nur 18 % von HS 22 kDa und nach 360 Minuten 53 % von HS 22 kDa
im Akzeptor zu finden. Die niedrigste Freigabe von HS 22 kDa war fiir 2%ige HS 22 kDa in
WWS insofern zu beobachten, dass eine Freigabe von 17 % nach 5 Minuten und 34 % nach
360 Minuten erfolgte. Die hochste HS 22 kDa-Freigabe wurde fiir WHS beobachtet. Die
AUC von HS 22 kDa-Freigabe aus den Trigersystemen sind in Tabelle 4.14 dargestellt. Die
halbfesten Zubereitungen wurden entsprechend den AUC wie folgt geordnet:

Wasserhaltige hydrophile Salbe (WHS) > Amphiphile Creme (AC) > Wasserhaltige
Wollwachsalkoholsalbe (WWS).



62

4.3.3 Zusammenfassung zur Freisetzung aus halbfesten Zubereitungen

Der Unterschied in der Freisetzung zwischen gleichen Arzneimitteln mit gleichen Molmassen
aus verschiedenen Vehikelsystemen liegt an der Diffusion der HS im Tréger. Bei der
Inkorporation gleicher Arzneistoffe mit verschiedenen Molmassen im gleichen Tréger besteht
der Unterschied der Freigabe in der Anderung der physikochemischen Eigenschaften der
Arzneistoffe, wie Loslichkeit im Vehikel und Verteilungskoeffizient Vehikel/Akzeptor.
Folglich wird das Freigabeverhalten thermodynamisch gesteuert und durch physikochemische
Parameter wie Loslichkeit, Diffusionskoeffizient und Verteilungskoeffizient [184] bestimmt.
Die Freisetzung von hydrophilen Arzneistoffen wie HS erfolgt offensichtlich aus O/W-Creme
(WHS) deutlich effizienter als aus AC oder aus W/O (WWS). Das bedeutet, dass die HS-
Affinitdt zu WHS niedriger als zu AC oder zu WWS ist. Die MSMS-Messungen der in vitro-
Freisetzung von 1200 kDa HS aus den gleichen Formulierungen ergaben sehr niedrige
Freigaben im Vergleich zu HS 22 kDa. Es ist anzunehmen, dass die Grof8e des Molekiils bei
der Freigabe der HS eine bedeutende Rolle spielt. In dieser Arbeit wurde gefunden, dass die
topische Verfiigbarkeit von HS mit gleicher Molmasse nicht in unterschiedlichen
Tragersystemen gleich ist. Sie ist ebenfalls nicht gleich fiir HS mit verschiedenen Molmassen
im gleichen Vehikelsystem. Die AUC-Bestimmung mit Hilfe eines in vitro Modells (z. B.
MSMS) ist ein wichtiger Schritt zur Optimierung der aktuellen pharmazeutischen
Formulierungen. Die Affinitdt von HS zu WHS ist niedriger als zu AC und zu WWS. Dies
lasst die Schlussfolgerung zu, dass die topische Verfiigbarkeit von HS 22 kDa hoher als die
von HS 1200 kDa ist. Es ist vorteilhaft, enzymatisch verdaute HS anstelle von intakter HS in
eine WHS (W/O) einzusetzen.
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4.4 Mikroemulsionen

4.4.1 Einfluss von DMSO auf den Tropfchendurchmesser nichtionischer
Mikroemulsionen und auf ihre Tensidmenge

Die Tensidmenge spielt eine grofe Rolle fiir die Stabilitit und der Toxizitdt von
Mikroemulsionen [185]. Die Beziehung zwischen der inneren Phase der Mikroemulsionen
und dem Tropfchendurchmesser wurde bisher von vielen Autoren untersucht. Sie konnten
zeigen, dass die Tropfchendurchmesser fiir die Mikroemulsionen-Stabilitdt verantwortlich
sind [186,187].

EVANS et al. [163] beschrieb, dass sich die GroBe der Mikroemulsionstropfchen mit
zunehmender Wasserkonzentration erhoht. Alkohole haben keinen groBen Einfluss auf die
Grofle der Mikroemulsionstropfchen. Bei konstanter Wasserkonzentration verringert sich die
Tropfchengrofle nach Erhohung der Wasser/Lezithin-Verhiltnisse.

Die kolloidale Phase von W/O-Mikroemulsionen, die mit Wasser:Lezithin in molaren
Verhiltnissen (R) mit R < 2,6 hergestellt wurden, zeigten keine bedeutenden Anderungen in
der Asymmetrie- oder Aggregationszahl nach Verdnderung der Wassermenge. Mizellen in
Systemen mit R = 2,6 sind kugelférmig [163,172].

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von DMSO auf die
Tropfchengroffe und Mikroemulsionsstabiltdt. Das im allgemeinen benutzte Modell ist das
Hard Sphere-Model, bei dem die Uberlappung der unterschiedlichen Sphiren-Trépfchen
vernachlassigt wird [163,173,189]. DMSO wird normalerweise als Penetrationsverstirker,
Radikalfanger und Co-Solvens [168,183] in den halbfesten Zubereitungen verwendet.

Es wurden vier Serien nichtionischer Mikroemulsionen, die aus jeweils 1ml Wasser: DMSO-
Gemisch (W:DMSO) in variierenden W:DMSO-Verhéltnissen (0:6, 1:5, 2:4, 3:3, 2:4, 5:1,
6:0) und 8ml IPP oder mittelkettigem Triglycerid (MKTG) als duBBeren Phasen bestanden,
untersucht. Die benétigte Tensidmenge, um klare Mikroemulsionen herzustellen ist in Kapitel
3.3.11.1 beschrieben. Alle Systeme wurden als isotrope Systeme durch
Polarisationsmikroskopie charakterisiert, bevor mittels dynamischer Lichtstreuung die

Tropchendurchmesser der Mikroemulsionen bestimmt wurden.

4.4.1.1 Stabilisierung von Mikroemulsionen durch Tween 80

Bei den Mikroemulsionen, die durch Tween 80 stabilisiert wurden (s. Abb. 4.31), betrug die

geringste verbrauchte Tensidmenge von Tween 80 2 ml mit I ml W:DMSO im Verhiltnis
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3:3. Diese Mikroemulsionen zeigten gleichzeitig die grofiten Tropfendurchmesser. Wenn das
Verhiltnis W:DMSO kleiner als 3:3 ist, nimmt der Tropfendurchmesser mit zunehmender
Tensidmenge geringfiigig zu. Diese Ergebnisse zeigen, dass Mikroemulsionen durch
Tween 80 stabilisiert werden konnen. Die DMSO-Wirkung auf die Hydrophobizitit fiihrte zu
einer Anderung des Tropfchendurchmessers der Mikroemulsionen und der Menge des

Tensides. Die Tropfchendurchmesser variieren zwischen 25 und 66 nm.
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Abb. 4. 31: Anderung der Tropfchendurchmesser und Tensidmengen bei verschiedenen

Mikroemulsionen: 8 ml IPP, 1 ml W:DMSO (0:6, 1:5, 2:4, 3:3, 2:4, 5:1, 6:0) und Tween 80.

4.4.1.2 Stabilisierung von Mikroemulsionen durch Span 20

Die niedrigste Tensidmenge von Span 20, die gebraucht wird, um eine stabile, klare
Mikroemulsion herzustellen, war bei der Verwendung von W:DMSO im Verhéltnis 2:4 (s.
Abb. 4.32) erforderlich. Diese Mikroemulsion zeigte hier auch die grofiten
Tropfchendurchmesser. Bei W:DMSO im Verhiltnis 1:5 konnten hier keine stabilen
Mikroemulsionen hergestellt werden. Die erforderliche Tensidmenge ist von der DMSO-
Menge abhingig. Es wurde weiterhin beobachtet, dass die Grofle der Tropfchendurchmesser

mit zunehmender Tensidmenge abnimmt (s. Abb 4.32).
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Abb. 4.32: Anderung der Tropfchendurchmesser und Tensidmengen bei verschiedenen
Mikroemulsionen: 8 ml IPP, 1 ml W:DMSO in Verhiltnissen von 0:6, 1:5, 2:4, 3:3, 2:4, 5:1 und
6:0 und Span 20.

4.4.1.3 Stabilisierung von Mikroemulsionen durch Tween 80:Span 20 im Verhiltnis 3:2

Das dritte System, das durch Tween 80:Span 20 im Verhéltnis 3:2 stabilisiert wurde (s. Abb.
4.33), benotigte die niedrigste Tensidmenge. Bei einem W:DMSO-Verhiltnis von 3:3 betrug
der grofite Tropfchendurchmesser 72 nm. Bei W:DMSO-Verhiltnissen von 4:2, 5:1 und 6:0
waren keine Mikroemulsionen herstellbar. Die bendtigte Tensidmenge nimmt mit Zunahme
der Wassermenge ab. Damit nimmt der Trépfchendurchmesser mit der Abnahme der

Tensidmenge zu.
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Abb. 4.33: Anderung der Tropfchendurchmesser und Tensidmengen bei verschiedenen
Mikroemulsioenen: 8 ml MKTG, 1 ml W:DMSO in Verhéltnissen von 0:6, 1:5, 2:4, 3:3, 2:4,
5:1 und 6:0, Tween 80:Span 20 im Verhéltnis 3:2.

4.4.1.4 Stabilisierung von Mikroemulsionen durch Tween 80:Span 20 im Verhiltnis 2:3

Die Mikroemulsion mit einem W:DMSO-Verhiltnis von 1:5 zeigt die niedrigsten
verbrauchten Tensidmengen, jedoch die groften Tropfchendurchmesser (197,7 nm) (Abb.

4.34). Der Tropfchendurchmesser nimmt hier mit Zunahme der Tensidmengen ab.
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Abb. 4.34: Tropfchendurchmesser und Anderung der bendtigten Tensidmenge bei
verschiedenen Mikroemulsionen: 8 ml MKTG, 1 ml W:DMSO in Verhiltnissen
von 0:6, 1:5, 2:4, 3:3, 2:4, 5:1, 6:0, Tween 80:Span 20 im Verhéltnis 2:3.
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4.4.1.5 Einfluss der Mengen von Span 20 auf den Tropfchendurchmesser

Span 20 bildet im Vergleich zu Tween 80 und Tween 80:Span 20 Mikroemulsionen mit
kleineren Tropfchendurchmessern. Um die Wirkung der Tensidmenge von Span 20 auf den
Tropfchendurchmesser zu untersuchen, wurden die Tropfchendurchmesser bei steigenden
Tensidmengen in Mikroemulsionen, die aus 1 ml DMSO, 8 ml IPP und verschiedene Span
20-Mengen (2,2, 2.4, 2,6, 2,8, 3 ml) bestehen, gemessen. Abb. 4.35 zeigt, dass die
Tropfchendurchmesser der Mikroemulsionen mit Zunahme der Tensidmengen bis 2,6 ml
Span 20 zunehmen. Von 2,6 bis 3 ml nimmt der Tropfchendurchmesser der Mikroemulsionen
ab. Ab 3 ml bildet sich keine klare Mikroemulsion mehr. Das System ist unter diesen

Bedingungen nicht mehr stabil.
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Abb. 4.35: Tropfendurchmesser der Mikroemulsionen, die jeweils 1 ml DMSO, 8
ml IPP und unterschiedliche Span 20-Mengen (2,2, 2,4, 2,6, 2,8, 3 ml) enthalten.

4.4.1.6 Zusammenfassung

Die getesteten Mikroemulsionen waren den Ergebnissen der Polarisationsspektroskopie
zufolge isotrop. Weiterhin zeigen die Ergebnisse einen deutlichen systematischen Einfluss
von DMSO sowohl auf die Anderung der erforderlichen Tensidmengen als auch auf die
Anderung der Trépfchendurchmesser. Im Allgemeinen nimmt der Trépfchendurchmesser der
Mikroemulsionen mit der Zunahme der Tensidmenge ab. Bei Tween 80 nimmt der
Tropfchendurchmesser in bestimmten Bereichen der Mikroemulsionen sehr wenig zu. Das
lasst sich aufgrund der Tatsache erkldren, dass je groBer die Tropfchendurchmesser sind,

desto kleiner ist die Grenzfldche zwischen der hydrophilen und der lipophilen Phase.
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Damit benotigt die Grenzflaiche im Falle groBer Tropfendurchmesser kleinere Mengen an
Tensiden, um eine stabile Mikroemulsion zu bilden. Gleichung (13) beschreibt die Beziehung

zwischen Tropfchendurchmesser (r) und Oberflichenspannung:

y = kBY; (16)
4r
Dabei sind:
v Oberflachenspannung,
kg : Boltzman Konstante,
T: Absolute Temperatur und
r: Tropfchendurchmesser.

Man kann davon ausgehen, dass DMSO die Oberflichenspannung des Systems iiber die
Anderung der Hydrophilie des Systems beeinflusst. Mit anderen Worten bindet DMSO die
Wassermolekiile durch Wasserstoftbriicken, so dass nur noch wenige ungebundene
Wassermolekiile vorhanden sind. Die Oberflachenspannung hingt von der Anzahl der freien
Wassermolekiile ab. Die Anderung der Oberflichenspannung fiihrte in unseren
Untersuchungen zu einer Anderung der Tropfchendurchmesser, die der Tensidmenge
proportional ist. Die Mischung aus DMSO und Wasser in bestimmten Verhéltnissen
verringert die Tensidmenge, die fiir die Bildung von klaren Mikroemulsionen notwendig ist.
Damit lassen sich durch Verdnderung der Mischungsverhiltnisse von Wasser:DMSO
Mikroemulsionen mit geringer Toxizitdt herstellen. Zusdtzlich kann DMSO als
Penetrationsverstirker benutzt werden.

Span 20 bildete stabile Systeme mit den kleinsten Tropfchendurchmessern im Bereich von
2,8 bis 8,6 nm im Vergleich zu den anderen hier verwendeten Systemen. Die Mischung von
T:S im Verhéltnis 2:3 ergab die grofften Tropfchendurchmesser im Bereich von 23 bis 197
nm. Span 20 besitzt ein kleines Molarenvolumen im Vergleich zu Tween 80. Deshalb werden
Mikroemulsionen mit kleinen Tropfchendurchmessern gebildet, wobei hier die
Tropfchendurchmesser mit Zunahme der Tensidmenge abnehmen. Weiterhin filihrte die
Zunahme der Span 20-Mengen, die vermutlich auf den Tropfchen-Oberflichen eingelagert
wurden, zur Radiuszunahme. Gibt man mehr Tensid hinzu, fiihrt das zur Absenkung der
Oberflichenspannung bis eine kritische Stufe erreicht wird, wo sich die Tropfchen verteilen,

was zur Abnahme des Radius fiihrt.
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4.4.2 Wasseraufnahme von nicht-ionischen Mikroemulsionen

Um grofle Mengen von HS, die nur in Wasser 16slich ist, in den Mikroemulsionsgrundlagen,
die aus IPP, Tween 80 und Span 20 bestehen, zu inkorporieren, wurde die Wasseraufnahme in
diesen nicht-ionischen Mikroemulsionen bei verschiedenen Tween 80:Span 20-Verhiltnissen
untersucht.

Es wurde dazu eine Serie von Mikroemulsionen wie in Abschnitt 3.3.11.2 hergestellt. Die
Wasseraufnahmeergebnisse aus den Mikroemulsionen sind in Abb. 4.36 dargestellt. Die
Mikroemulsionen zeigen bei der Mischung T:S im Verhéltnis 5:5 die hdchste

Wasseraufnahme-Kapazitit.
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Abb. 4.36: Wasseraufnahme der Mikroemulsionen, die aus IPP und Tween 80:Span 20

bei verschiedenen Mischungsverhéltnissen bestehen.

Die Tropfchendurchmesser der Mikroemulsionen bei verschiedenen Wasseraufnahmen
wurden durch dynamische Lichtstreuung untersucht. Die Resultate sind in der Abbildung 4.37
gezeigt. Wiahrend die hochste Wasseraufnahme flir die Mikroemulsion mit einem T:S-
Verhéltnis von 5:5 beobachtet wurde, zeigten sich die kleinsten Tropfchendurchmesser der
Mikroemulsionen mit T:S im Verhéltnis 3:7. Die Mikroemulsionen mit 2:8 und 1:9-

Verhéltnissen wiesen die grofiten Tropfchendurchmesser auf.
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Abb. 4.37: Tropfchendurchmesser der Mikroemulsionen nach Wasseraufnahme. Die

Mikroemulsionen bestanden jeweils aus 4 ml IPP und 1ml T:S in verschiedenen

Mischungsverhiltnissen.

Zusammenfassung

Die hochste Wasserauftnahme in nicht-ionischen Mikroemulsionen W/O, die mit Span 20 und
Tween 80 stabilisiert sind, wurde bei einem Verhéltnis T:S von 5:5 gefunden. Jedoch nimmt
mit Zunahme der Span 20-Menge die Stabilitit der Mikroemulsionen ab. Die
Tropfchendurchmesser nehmen mit Zunahme des Wasser- und Tween 80-Anteils ebenfalls
zu. Vermutlich ist dies einerseits der im Vergleich zu Span 20 hheren Molmasse von Tween
80 zuzuschreiben, andererseits ist die zunehmende Inkorporation von Wasser in den

Tropfchen fiir den Anstieg der Tropfchendurchmesser verantwortlich.

4.4.3 Einfluss der HS 22 kDa auf den Bedarf an Tensid und Wasseraufnahme

Um das Verhalten von HS 22 kDa in einer Mikroemulsion zu charakterisieren, wurden vier
verschiedene Serien mit steigenden Konzentrationen an HS 22 kDa untersucht. Das
Diagramm (Abb. 4.38) zeigt, dass die Menge an Tensid T:S (2:3), die benétigt wird, um klare
Mikroemulsionen mit gleichem Gehalt an Wasser zu bilden, mit steigenden Konzentrationen
an HS 22 kDa abnimmt, wihrend bei Mikroemulsionen, welche die gleiche Konzentration an
HS 22 kDa besitzen und steigende Mengen an Wasser enthalten, die bendtigte Tensidmenge

zunimmt.
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Es ist anzunehmen, dass HS 22 kDa Wasser liber Wasserstoffbriicken bindet. Dadurch ist
weniger freies Wasser vorhanden. Dies verursacht eine Steigerung der Lipophilie der
hydrophilen Phase, was sich in einer Herabsetzung der Grenzflichenspannung zwischen

Wasser und IPP zeigt, und somit zu einem verdnderten Tropfchendurchmesser und einem

geringeren Bedarf an Tensid fiihrt.
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Abb. 4.38: Einfluss von HS 22 kDa auf den Bedarf an Tensid T:S (2:3).

4.44 2%ige HS-IPP-Mikroemulsion (IPP-Mikroemulsion)

Mit IPP-Mikroemulsion als Vehikel sollte HS 22 kDa dermal appliziert werden konnen. Es
handelt sich um eine W/O Mikroemulsion, welche aus 2 % HS 22 kDa, 13,8 % T:S (2:3), 4,2
% Wasser und 79,9 % IPP besteht. Sie wurde durch nicht-ionische (Span 20, Tween 80)
Tenside bei Raumtemperatur stabilisiert. Als kontinuierliche Phase wurde IPP und als innere
Phase entionisiertes Wasser, in dem HS 22 kDa gelost vorlag, eingesetzt. Dieses System
wurde wie in (3.3.11.4) beschrieben hergestellt. Mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie wurde
festgestellt, dass es sich um ein isotropes System handelt. Um die Mikroemulsion zu

charakterisieren, wurden die rheologishen Eigenschaften, die dynamische Lichtstreuung und

die Freisetzung der HS 22 kDa untersucht.
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4.4.4.1 Rheologische Eigenschaften

Die Untersuchungen zur Viskositdt wurden wie in (3.3.3) beschrieben bei 20°C zum einen bei
steigendem und zum anderen bei abnehmendem Schergefille durchgefiihrt. In Abb. 4.39 ist
die Viskositit gegen die Schergeschwindigkeit aufgetragen. Es sind keine groferen
Verdanderungen der Viskositdt bei variierender Schergeschwindigkeit festzustellen. Das

bedeutet, dass die Mikroemulsion ideale Eigenschaften besitzt. Die Viskositit betrigt 40

mPa-s.
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Abb. 4.39: Rheogramme einer Mikroemulsion, welche aus IPP, Tween 80: Span 20 2:3, Wasser und 2 % HS 22
kDa besteht. a: Die Viskositit gegen die Scherrate, b: Die Scherrate gegen die Schubspannung.

4.4.4.2 Dynamische Lichtstreuung

Die benoétigte Tensidmenge von T:S 2:3 zur Herstellung einer klaren Mikroemulsion sinkt
von 20 % bei der Mikroemulsion ohne HS auf 13,8 % bei der 2 %igen, HS 22 kDa-
enthaltenden Mikroemulsion. Die Tropfchendurchmesser der Mikroemulsionen mit und ohne
HS 22 kDa wurden bei verschiedenen Temperaturen durch dynamische Lichtstreuung
gemessen. Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden in Abb. 4.40 dargestellt. Abb. 4.40a
zeigt, dass die Tropfchendurchmesser mit Temperaturzunahme abnahmen. Eine Erklarung
dafiir ist, dass die Erhohung der Temperatur die Loslichkeit der Tenside in der inneren Phase
erhohte, die zum Absinken der Tenside auf der Oberfldche in Richtung der inneren Phase
fiihrt. Weiterhin zeigt die HS 22 kDa-enthaltende Mikroemulsion (Abb. 4.40b) eine Zunahme
der Tropfchendurchmesser mit Temperaturzunahme. Es kommt dabei zu einer Abnahme der
Stabilitdt bei Temperaturzunahme, die zur Verschmelzung benachbarten Tropfchen und so zur
Zunahme der Tropfchendurchmesser fiihrt. AuBerdem zeigt die HS 22 kDa-enthaltende

Mikroemulsion grofere Tropfchendurchmesser als die HS-freie Mikroemulsion. Das erklart
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die Abnahme der bendtigten Tensid-Menge nach der HS-Inkorporation. Die Inkorporation der
HS fiihrt zur Durchmesserzunahme, wodurch die Grenzfliche und die bendtigte Tensid-

Menge, die zur Abdeckung der Grenzfliche benétigt wird, abnehmen.

45—
] m  OhneHS ] m MitHS T
40
10 ] T
354
- T 304
E T T o)
L 25
- : £
E 2 1
g o 1 g "
8 ]
. 15
4 10 3 ¥
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
24 26 28 30 32 34 3 38 40 42 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Temperatur [C7] Temperatur [C°]

Abb. 4.40: Einfluss der Temperatur auf den Tropfendurchmesser der IPP-Mikroemulsion, bestimmt durch

dynamische Lichtstreuung.

4.4.4.3 Die Dreiphasendiagramme

Um den Existenzbereich der Mikroemulsion im Dreiphasendiagramm und den Einfluss der
HS 22 kDa auf diesen  zu definieren, wurden  Dreiphasendiagramme fiir die
Mikroemulsionen ohne HS und mit 0,5; 1; 2 % HS 22 kDa erstellt. Die Ergebnisse sind in den
Abb. 4.41 dargestellt. Das Existenzgebiet der Mikroemulsion im Dreiphasendiagramm
verschob sich durch Zusatz von HS 22 kDa entlang der Wasserachse. Es ist davon
auszugehen, dass die Wasserstoffbriicken zuwischen HS und den Wassermolekiiln und
Durchmesserzunahme nach der HS-Inkorporation (4.4.4.2) fiir diese Verschiebung

verantwortlich sind.
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PP IPP

Abb. 4.41: Dreiphasendiagramme der [PP-Mikroemulsionen, a: ohne HS; b: mit 0,5 % HS 22 kDa; c: mit 1 %
HS 22 kDa; d: mit 2 % HS 22 kDa.

4.4.4.4 Freisetzung der HS 22 kDa

Die Freisetzung der HS 22 kDa aus der 2%igen HS 22 kDa -IPP-Mikroemulsion wurde mit
Hilfe des Mehrschichtmembransystems (MSMS) untersucht. Aufgrund der Hydrophilie der
HS 22 kDa wurden 4 Membranen aus Glycerin benutzt. Die in-vitro-Freisetzung der HS 22
kDa wurde iiber einen Zeitraum von 360 min beobachtet. Die freigesetzten Mengen wurden
nach 5, 10, 20, 40, 60, 120, 240 und 360 min (3.3.10) mit 3 ml heiBem Wasser extrahiert. Die
Lipid-Phase wurde mit 5 ml Ether abgetrennt. Die wéssrige Phase wurde durch einen 4 uym
Filter filtriert, bevor sie durch CZE (bubble-Kapillare, 10 mM, 8,22 pH Borat-Puffer, 30 kV,
30 s Injektionszeit) analysiert wurde. Das PC-Programm TOPFIT 2.0 [143] wurde eingesetzt,
um die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) zu bestimmen. Die AUC und die
MDT wurden als Parameter zur Charakterisierung der Kinetik und des Ausmalles der in
vitro-Freigabe verwendet. Im Konzentrations-Zeit-Diagramm wurde die HS-Konzentration in

der Akzeptormembran [%] gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 4.42).
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Abb. 4.42: Das Freisetzungsprofil der HS 22 kDa aus der [IPP-Mikroemulsion.
Abbildung 4.42 zeigt, dass 79 % der HS 22 kDa in 10 mg Mikroemulsion nach 10 min und 88

% nach 2 h freigesetzt sind. Die Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) betrigt
31000 £ 1587 min*% und die MDT 50 min. Die Verteilung der HS 22 kDa im MSMS (Abb.
4.43) zeigt, dass die groflite Menge der HS 22 kDa sich in der ersten Membran konzentriert.
Nach 15 bzw. 30 min erscheint HS 22 kDa in den ersten drei Membranen, und nach 60 min

auch in der vierten Membran.

HS-Verteilung im MSMS (4 M)

100 -
807 M Erste Membran
Hs % 907 m Zweite Membran
40 - Ml Dritte Membran
20 OVierte Membran
0 ,
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Abb. 4.43: Die Verteilung der HS 22 kDa in den vier Membranen des MSMS.
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4.4.4.5 Zusammenfassung

Die IPP-Mikroemulsion bildet ein stabiles, isotropes System, welches ideale rheologische
Eigenschaften besitzt. Mit 14,1 % Tensidanteil ist sie gut hautvertrdglich. Die Interaktion
zwischen HS und der Mikroemulsion ist schwach, was eine Freisetzung von 79 % der

gesamten HS 22 kDa nach 10 min zeigt.

4.4.5 2-%ige HS 22 kDa -MKTG-Mikroemulsion (MKTG-Mikroemulsion)

Mit Hilfe von MKTG-Mikroemulsion sollten Radikalfinger auf die Haut appliziert werden
konnen. Diese Mikroemulsion enthilt 2 % HS 22 kDa, 16 % Span 20, 9,6 % W:DMSO
(6:3,6) und 72,4 % MKTG. In diesem System wurde DMSO als Enhancer, als Cotensid und
als Wirkungsverstarker (da DMSO ein Radikalfidnger ist) eingesetzt. MKTG-Mikroemulsion
ist eine W/O Mikroemulsion und wurde durch nicht-ionische (Span 20) Tenside bei
Raumtemperatur stabilisiert. Als kontinuierliche Phase wurden mittelkettige Triglycride
(MKTG) und als innere Phase ein Gemisch aus entionisiertem W:DMSO (0,6:0,36), in
welchem HS 22 kDa aufgelost wurde, verwendet. Dieses System wurde wie in Abschnitt
3.3.11.5 beschrieben hergestellt. Durch Polarisationsmikroskopie wurde festgestellt, dass es
sich um ein isotropes System handelt. Es wurden die Viskositit, die dynamische

Lichtstreuung und die Freisetzung der HS 22 kDa untersucht.

4.4.5.1 Rheologische Eigenschaften

Um die rheologischen Eigenschaften der Mikroemulsionen zu charakterisieren, wurde das
System mit einem Rotationsviskosimeter untersucht. Abbildung 4.44 zeigt den
Zusammenhang von Schergeschwindigkeit und Viskositidt. Wie Abbildung 4.44 zeigt, éndern
sich die Viskosititen (gegen 40m Pa's) bei zunehmenden Schergefillen wie auch bei
abnehmender Scherrate kaum. Dies zeigt, dass die Mikroemulsion ideale rheologische

Eigenschaften besitzt.
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Abb. 4.44: Rheogramme der MKTG-Mikroemulsion, welche aus MKTG, Span 20, Wasser und 2 % HS 22 kDa
besteht. a: Die Viskositit gegen die Scherrate, b: Die Scherrate gegen die Schubspannung.

4.4.5.2 Dynamische Lichtstreuung

Um eine klare Mikroemulsion herzustellen, wurde bei 2 %iger HS 22 kDa-MKTG-
Mikroemulsion (16%) eine kleinere Tensidmenge als bei der MKTG- Mikroemulsion ohne
HS (22%) bendtigt. Die Tropfchendurchmesser wurden durch dynamische Lichtstreuung
(DLS) fiir 2 %ige HS 22 kDa-MKTG- Mikroemulsion und MKTG-Mikroemulsion ohne HS
bei verschiedenen Temperaturen analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.45
dargestellt. Die Abbildung 4.45 zeigt, dass die Topfchendurchmesser sowohl im Falle der
MKTG-Mikroemulsion ohne HS als auch bei der HS 22 kDa-enthaltenden MKTG-
Mikroemulsion mit Temperaturzunahme wihrend der DLS-Messung anstiegen. Die Erhohung
der Temperatur erhdhte die Loslichkeit der Tenside in der inneren Phase, die zur Senkung der
Tenside in der inneren Phase und zu Tropfchendurchmesserabnahme fiihrt.

Wie im Fall der IPP-Mikroemulsion (4.4.4) zeigen HS 22 kDa-enthaltende Mikroemulsionen
groBere Tropfchendurchmesser als HS-freie Mikroemulsionen. Dieses Verhalten hat die
gleiche Erkldrung wie im Fall der IPP-Mikroemulsoin. Die Inkorporation der HS fiihrt zu
Durchmesserzunahme und damit zur Grenzflichenabnahme. Dadurch nimmt die benoétigte

Tensid-Menge ab, die zur Abdeckung der Grenzflache erforderlich ist.
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Abb. 4.45: Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf den Trépfchendurchmesser der MKTG-

Mikroemulsion durch dynamische Lichtstreuung.

Die Abbildung 4.45 zeigt, dass die Tropfchendurchmesser der HS 22 kDa-haltigen
Mikroemulsion groBer sind als die der HS-freien. Deshalb ist anzunehmen, dass in
Anwesenheit von HS 22 kDa in den Tropfchen sich deren Durchmesser vergrofert. Die
VergroBerung der Tropfchen zusammen mit der Bindung von Wassermolekiilen durch HS 22
kDa, welche die Anzahl der freien Wassermolekiile wie auch die Oberflaichenspannung
herabsetzt, reduziert die zur Herstellung einer klaren Mikroemulsion benétigten Menge an

Tensid.

4.4.5.3 Dreiphasendiagramme

Die Dreiphasendiagramme (Abb. 4.46) wurden fiir die MKTG-Mikroemulsionen wie in
(3.3.11) gezeichnet. Es werden die Diagramme fiir MKTG-Mikroemulsion ohne und mit 0,5;
1; 2 %iger HS 22 kDa gezeigt, um den FEinfluss der HS auf das Existenzgebiet der
Mikroemulsion im Dreiphasendiagramm zu verdeutlichen. Die Abb. 4.46 zeigt, dass der
Zusatz von HS zu einer deutlichen Verschiebung des Existenzgebietes der Mikroemulsion
entlang der Wasserachse des Dreiphasendiagramms in Richtung Wasseraufnahme fiihrt. Diese
Verschiebung nimmt mit steigender Konzentration an HS zu. Es ist davon auszugehen, dass

HS die gleiche Wirkung wie bei IPP-Mikroemulsion hat (Zunahme der Wasseraufnahme).
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Abb. 4.46: Dreiphasendiagramme der MKTG-Mikroemulsion a: ohne HS, b: mit 0,5 HS; c: mit 1% HS, d: mit
2% HS.

4.4.5.4 Freisetzung der HS 22 kDa

Die Freisetzung der HS 22 kDa aus der 2% HS-enthaltenden MKTG Mikroemulsion wurde
mit dem Mehrschichtmembransystem (MSMS) untersucht. Es wurden 4 hydrophile Glycerin-
Membranen verwendet, da HS 22 kDa ein hydrophiles Molekiil ist. Die in-vitro- Freisetzung
von HS 22 kDa aus der Mikroemulsion wurde {iber eine Zeitdauer von 360 Min beobachtet.
Die freigesetzten Mengen wurden nach 5, 10, 20, 40, 60, 120, 240 und 360 min (3.3.10) mit 3
ml heilem Wasser extrahiert. Die Lipid-Phase wurde mit 5 ml Ether abgetrennt. Die wissrige
Phase wurde durch einen Filter mit einem Porendurchmesser von 4um filtriert, und dann
mittels CZE analysiert (10 mM Borat-Puffer, pH 9,22 30 kV, Injektionszeit 30 sec. bubble-
Kapillare, 192 nm).

Das PC-Programm TOPFIT 2.0 [143] wurde benutzt, um die Flache unter der Konzentrations-
Zeit-Kurve (AUC) zu ermitteln. Die AUC und MDT wurden als Parameter zur
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Charakterisierung der Kinetik und des Ausmalles der Freisetzung an HS 22 kDa verwendet.
Im Konzentrations-Zeit-Diagramm wurde die HS 22 kDa-Konzentration in den
Akzeptormembranen [%] gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 4.47).

Abb. 4.47 zeigt, dass die Freisetzung der HS 22 kDa aus MKTG-Mikroemulsion gegeniiber
der Freisetzung aus der IPP-Mikroemulsion verzogert erfolgt. Nach 5 min wurden 40 %, nach
60 min 73% und nach 4 h 80 % der HS freigesetzt. Die maximale freigesetzte Menge an HS
war nach 6 Stunden mit 94 % der in der Mikroemulsion insgesamt enthaltenden HS zu
verzeichnen. Die Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) betrdgt 27588 % *min

und die MDT 84 min.
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Abb. 4.47: Das Freisetzungsprofil von 2 %iger HS 22 kDa MKTG-Mikroemulsion.

4.4.5.5 Zusammenfassung

MKTG-Mikroemulsion ist ein stabiles, isotropes System mit idealen rheologischen
Eigenschaften. Sie zeigt, aufgrund der Tensidmenge und deren Zusammensetzung, eine gute
Vertraglichkeit. Aus der Freisetzung der HS ist auf eine moderate Interaktion zwischen dieser

und der Mikroemulsion zu schlief3en.
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10.

Zusammenfassung der Arbeit

Die neu entwickelte HPLC-Methode (HPLC-1) ist eine alternative Methode, um
langkettige HS in halbfesten Zubereitungen zu analysieren.

Die modifizierte HPCE (CZE-2)-Methode hat eine niedrigere Nachweisgrenze als die
bekannten HPCE-Methoden, aber die Vorteile {iberwiegen sicherlich in vielen Féllen.
Hierbei sind hauptsdchlich die geringen Kosten, der geringe Aufwand bei der
Probenvorbereitung, die kurzen Analysezeiten, die geringen Probenvolumina und die sehr
schnelle und automatisierte Durchfiihrung der Methode zu nennen.

Mit dieser Arbeit konnte mittels NMR-, FT-IR-ATR- und Raman-Spektroskopie der
Beweis fiir das Entstehen von Doppelbindungen nach enzymatischem Abbau erbracht,
und damit die Rolle der HS als Radikalfdanger bestitigt werden.

Die in vitro gemessene topische Verfiigbarkeit der enzymatisch abgebauten HS ist weit
grofler als die von HS 1200 kDa.

HS-enthaltende wasserhaltige hydrophile Salbe zeigt im Vergleich zu HS-haltiger
amphiphiler Creme bzw. lipophiler Creme die beste topische Verfiigbarkeit.

DMSO ist als Cotensid, als Enhancer und als Radikalfdnger in den Mikroemulsionen
geeignet.

Die Tropfchendurchmesser der nicht-ionischen Mikroemulsionen nehmen mit
zunehmendem Wassergehalt, Tween 80 und nach HS-Inkorporation zu.

HS 22 kDa-Zugabe zu den Mikroemulsionen verringert die Tensid-Menge, die zur
Bildung einer klaren Mikroemulsion bendtigt wird.

IPP-Mikroemulsion ist eine modifizierte stabile Mikroemulsion, welche zur dermalen
Applikation von HS geeignet ist.

Die MKTG-Mikroemulsion und IPP-Mikroemulsion stellen Alternativen zu den

halbfesten Standardzubereitungen fiir dermale Applikationen dar.
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