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Besondere Hinweise

Falls nichts anderes beschrieben wird, sind die dargestellten Daten stets als Mittelwert (n = 3)

mit Standardabweichung angegeben.

Verwendete Prozentangaben bei Mischungen und Rezepturen beziehen sich, wenn nichts
anderes angegeben ist, auf den Massenanteil (m/m).

Gesetzlich geprifte Warenzeichen werden ohne besondere Kennzeichnung verwendet.

Begriffe wie Grundlage und Vehikel-Grundlage werden in dieser Arbeit synonym fur den Begriff

Vehikel verwendet.

Die im Kapitel 3.2.9 beschriebene in-vitro Methode zur Untersuchung der dermato-
biopharmazeutischen Eigenschaften von halbfesten Zubereitungen entstand 2021 im Rahmen

der Masterarbeit von Leonie Dirscherl und wird in der vorliegenden Arbeit verwendet.
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Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Die Akne gehort zu den am héufigsten auftretenden Hauterkrankungen der Welt, welche sich
in verschiedenen Klinischen Bildern &auRert und in unterschiedlichen Lebensabschnitten
auftreten kann [1]. Grundlage fir Akne erkrankte Haut sind héufig entziindete Talgdrisen mit
erhOhter Sebumproduktion, verstarkte Verhornung der Haut und héaufig eine mikrobielle
Hyperkolonisation der Haarfollikelkanéle [2]. Zun&chst werden milde Akneformen topisch
therapiert mit Wirkstoffen (WS) wie Retinoide, Benzoylperoxid (BPO), Azelainsaure und mit
verschiedensten Antibiotika wie z. B. Erythromycin und Nadifloxacin (NDN) [3]. Somit spielt
neben der Wirkstoff-Wahl, auch die richtige Galenik der eingesetzten topischen
Formulierungen eine wichtige Rolle flr den Erfolg der Therapie. Eine falsche Vehikel-Wahl
kann zu einer Stimulation der Bildung von Komedonen und zu weiterem Auftreten von
Aknefloreszenzen fiihren [4]. Zur Behandlung eignen sich hydrophile Systeme wie Ol-in-
Wasser-Emulsionen (O/W-Emulsionen) oder -Cremes (O/W-Cremes) und Hydrogele mit
eingestellten physiologischen pH-Wert. Es sollten komedogenarme Hilfsstoffe (HS) in den
Formulierungen eingesetzt werden, die die Bildung von Komedonen nicht férdern und keine

physikalische und/oder chemische Irritationen der erkrankten Haut verursachen [3].

Der Einsatz von topischen Kombinationspraparaten aus zwei WS kann laut S2k-Akne-Leitlinie
fur leichte bis mittlere Formen der Akne empfohlen werden [3]. Dabei weisen diese
Formulierungen eine Kombination aus den Basistherapeutika der Gruppe der Retinoide und
BPO auf. Eine weitere Moglichkeit wére eine Kombination aus Antibiotikum und
Basistherapeutikum. Besteht der Wunsch eine Akne geeignete Formulierung auf Basis von
BPO und einem Antibiotikum wie NDN zu entwickeln, spielt neben der Berlcksichtigung des
Hautzustandes und der Vehikel-Wahl, auch die Wirkstoffstabilitét in den Vehikeln eine grol3e
Rolle [5]. BPO ist ein thermisch und chemisch instabiler WS der durch unterschiedliche
Stressfaktoren wie erhohte Temperatur, UV-Licht und unginstige pH-Bedingungen wie im
starken sauren- und alkalischen Milieu oder durch chemische Reaktionen mit inkompatiblen
HS, rasch zerfallt [6]. Hingegen findet man fir NDN in der Literatur nur wenig Information tber
seine physikalische und chemische Stabilitat in halbfesten Zubereitungen. Da es zu den
neuartigen topischen Fluorchinolonantibiotika gehort und wenige Fertigprodukte mit NDN auf
dem Markt erhdltlich sind [7]. Dies stellt eine weitere Herausforderung dar, die eine

Formulierungsentwicklung beider WS in Rahmen einer Kombinationsformulierung erschwert.

Ziel dieser Arbeit war es eine Formulierung zu entwickeln, welche fur Akne erkrankte Haut
geeignet ist und zu einer ausreichend lagerstabilen, streichfahigen und auch kosmetisch

ansprechenden Zubereitung mit der Kombination aus NDN und BPO fihrt.
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Aus diesem Grund wurde ein Formulierungskonzept entwickelt und untersucht, welches auf
einem Systemverstandnis basiert, dass stark von der BPO-Stabilitat gepréagt ist. Dieses sieht
vor, dass die eingesetzten komedogenarmen HS [8], Kompatibilitat mit BPO zeigen und
bestenfalls eine Verlangerung der BPO-Lebensdauer im Vehikel ermdglichen. Dabei wurde
unteranderem der Einfluss verschiedenster Puffersysteme untersucht. Diese sollten eine
ausreichende pH-Stabilitat im Vehikel im physiologischen pH-Wert von ca. 5,5 [9] ermdglichen
und zur einer Verlangsamung der pH-abhangigen BPO-Zerfallsreaktionen fihren [10]. Des
Weiteren sollte eine Herstelltechnik etabliert werden, die eine stabile und homogene
wirkstoffhaltige Zubereitung mit ausreichender Laufzeit und Empfehlung der Lagerbedingung
im passenden Primarpackmittel erméglichen soll. Schlussendlich sollte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die finale Formulierung durch eine Malstabsvergroferung des
Produktionsansatzes und den technischen Transfer auf eine grof3ere Prozessanlage, Scale-

up tauglich ist.
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2 Allgemeiner Tell

2.1 Die menschliche Haut

Die menschliche Haut besitzt eine Gesamtflache von 1,5-2 m2 und stellt somit das grofte
Organ des Menschen dar [11]. Die Haut erfiillt im menschlichen Korper folgende Funktionen:
Wahrnehmung von Tasteindriicken, Schmerz und Temperatur. Sie bildet aul3erdem eine
wichtige Barriere gegen physikalische, chemische, biologische und mechanische Einflusse
und schiitzt ebenso vor Austrocknung [9]. Die gewlnschte Barrierefunktion der Haut wird
durch die Hornschicht, den Hautoberflachenlipidfilm und den S&ureschutzmantel ermdglicht
[9]. Die Hautoberflache hat einen leicht sauren pH-Wert, welcher einen Wert zwischen 4,5-5,5
erreicht [11]. Dieses saure Milieu schitzt die Haut vor dem Wachstum unerwinschter
Mikroorganismen [12]. Die Hautdicke unterscheidet sich stark und ist abhéngig vom

Menschen, seinem Alter, dem Geschlecht und der Kérperregion [9].

Hornschicht

Kérnerzell-
schicht

Stachelzell-
schicht

Epidermis

Basalzell-
schicht

- Basalmembran

_/—— Blutgefaiie

Corium

Bindegewebe
(Kollagen- und
Elastinfasern)

Talgdrise

Schweil3driise

Haar

Subcutis

Nerv

Fettzellen

Abb. 1: Queschnitt der Haut mit Subcutis, Dermis (Corium) und Epidermis [11]

Die Haut besitzt einen schichtartigen Aufbau (s. Abb. 1), welcher in drei Abschnitte unterteilt
ist. Die Epidermis (Oberhaut) stellt die oberste Schicht dar, welche von der Dermis (Lederhaut)
und Subcutis (Unterhaut) gefolgt wird [11].



Allgemeiner Teil 4

Histologisch kann die Epidermis in vier weitere Abschnitte unterteilt werden, welche von innen
nach aufRen liegen: Stratum basale (Basalzellschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht),
Stratum granulosum (Kdrnerzellschicht) und an der Hautoberflache liegt das Stratum corneum
(Hornschicht) [9]. Die Epidermis zeigt stetig ein Wachstum von der Keimzellschicht in Richtung
Hautoberflache. Dabei verhornt sie und wird an der Oberflache abgestol3en. Dieser
Wachstumsprozess dauert ca. 14 Tage und bis sie abgeschilfert ist, vergehen weitere 14 Tage
[11]. Die Epidermis ist durch groRe Kontaktflachen mit der Dermis verbunden und versorgt
Uber BlutgefaRe die Epidermis mit Nahrstoffen. Die Dermis besteht aus Bindegewebszellen
und Faserzellen, welche der Haut ihre Festigkeit verleihen. Des Weiteren besitzt die Dermis
Nervenzellen, Haare, Nagel, Talg- und Schweil3driisen sowie LymphgefalRe. Unter der Dermis
liegende Subcutis besteht aus lockerem Bindegewebe und Fettgewebe, welches als

Isolationsschicht Warme und Energie speichern kann [12].

2.1.1 Akne erkrankte Haut

Akne erkrankte Haut zeichnet sich durch einen fett-feuchten Hautzustand aus [13], mit
chronischer Entziindung der Haartalgdriisen, die verschiedene klinische Formen beinhalten
[1, 14]. Akne gehort zu den haufigsten Hauterkrankungen der Welt [3]. Sie kann in
verschiedenen Lebensabschnitten auftreten. Ein Hauptvorkommen der Erkrankung liegt im
Alter von 15-18 Jahren. In seltenen Féllen tritt die Erkrankung nach dem 25. Lebensjahr auf.
70-95 % aller Jugendlichen weisen Akne-Lasionen auf, die aufgrund des Schweregrades
und/oder der Dauer eine Akne-Therapie bendtigen [3]. Das typische Kklinische
Erscheinungsbild zeichnet sich durch Seborrhd (gesteigerte Talgproduktion), Komedonen
(Mitesser), Papeln (Knotchen), Pusteln (Eiterblaschen) und Narbenbildung aus [11]. Akne
entsteht hauptsachlich auf talgdriisenreichen Regionen der Haut, wie Gesicht, Schultern, Brust
und Ricken [11]. Verschiedene Faktoren sind maf3geblich bei der Entstehung von Akne
beteiligt: Gestorte und erhthte Aktivitat der Talgdriisen, gestdrte follikulare Differenzierung,
erhohte Verhornung der Haut, verstarkte Ansiedlung und Vermehrung von Mikroorganismen
wie Propionibacterium acnes und Neigung zur Bildung von Entziindungsmediatoren [1]. Ferner
kdnnen genetische Pradispositionen, Umwelteinfliisse, Arzneimittel und psychische Faktoren

Akne verursachen [3].

Wenn es nun zur Akne kommt, wird der Haarfollikelkanal durch die Verhornungsstérung
verstopft. Der produzierte Talg kann somit schlechter abflieen und es kommt zum Talgstau
[9] (s. Abb. 2).
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Durch eine weitere Differenzierung der Haarfollikel, kann es zu vermehrter Bildung von
Komedonen kommen, die ideale Wachstumsbindungen fir anaerobe Bakterien bilden [2]. Es
gibt zwei Typen von Komedonen. Liegen die Komedonen unterhalb der Haut verschlossen
vor, dann werden sie als geschlossene Komedonen bezeichnet und werden als weil3e Papeln
sichtbar. Platz ein geschlossener Komedo auf, dann wird ein schwarzer Talg-Pfropf sichtbar.
Die typische Farbung ist erklarbar durch Schmutz und das enthaltene Melanin im Pfropf [9].
Akne kann, ohne Berticksichtigung von Sonderformen, je nach Schweregrad in drei Formen

unterteilt werden: Acne comedonica, Acne papulopustulosa und Acne conglobata [11].

A blocked pore, a

i Hair and sebum come
- Hair . b blackhead — ———

through pore

-

- -

/N
i

L

Infected with
P. acnes bacteria
New skin cells

made here Sweat gland

Hair often breaks

Sebaceous gland to be

made sebum (oil) Blocked sebum

Abb. 2: Vergleich: Gesunde Haut (links) und Akne erkrankte Haut (rechts) [15]
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2.2 Therapieformen der Akne

Die Auswahl der Therapie ist abhangig von der Akneform und dem Schweregrad der Akne
erkrankten Haut. Prinzipiell kann zwischen der Therapie der klinisch akuten Akne und der
Erhaltungstherapie zur Rezidivprophylaxe unterschieden werden [3]. Zielsetzung der Therapie
ist es, einen normalen Hautzustand zu erreichen. Bei klinisch akuter Akne wird bei leichter bis
mittelschwerer Form primér topisch behandelt.

Dabei werden die meisten topischen Therapeutika zweimal taglich dinn auf die betroffenen
Stellen aufgetragen [14]. Die Therapiedauer ist abhéngig vom Therapeutikum, der Akneform
und dem Schweregrad der Erkrankung und dauert mind. 2 Wochen und bis zu 12 Wochen, in
Ausnahmeféllen auch bis zu 12 Monaten an [3]. Es kommen verschiedenste Wirkstoffe (WS)
wie Retinoide (Adapalen, Isotretinoin, Tretinoin) und Benzoylperoxid (BPO) als
Basistherapeutika sowie Azelainsaure und topische Antibiotika (Tetracycline, Erythromycin,
Clindamycin, Nadifloxacin) zum Einsatz [3]. Bei leichter Akne wird eine Monotherapie mit
Retinoiden oder BPO sowie eine Kombination dieser beiden oder deren Kombination mit
einem topischen Antibiotikum empfohlen. Bei mittelschwerer Akne wird ausschlieRlich eine der

genannten Kombinationstherapien empfohlen [3].

Retinoide sind als Basistherapeutika aufgrund ihrer entziindungshemmenden,
antikomedogenen und komedolytischen Wirkung Mittel der Wahl. Ein weiteres
Basistherapeutikum ist BPO, welches eine antibakterielle, entzindungshemmende und milde
komedolytische Wirkung aufweist. Als Alternative kann Azelainsaure allein oder in
Kombination mit Basistherapeutika bei leichter Akne eingesetzt werden. Es besitzt
antibakterielle, komedolytische und entziindungshemmende Eigenschaften. Azelainsdure
kann auch bei schwangeren Frauen in Form eines Monopréaparats oder in Kombination mit
BPO bedenkenlos eingesetzt werden. Die Substanz zeigt keine Absorption im Wellenbereich
von 290-700 nm und kann somit gegentber den Basistherapeutika problemlos im Sommer
angewandt werden. Topische Antibiotika zeigen antibakterielle und antientziindliche Wirkung
und werden allerdings, aufgrund auftretender Resistenzen, nicht als Monotherapie empfohlen
[14]. Deshalb soll eine antibiotische Therapie stets entweder in Kombination mit topischen

Retinoiden, BPO oder Azelainséure erfolgen [3].

Bei schwerer akuter Akne wird eine systemische Therapie mit oralen Antibiotika empfohlen.
Unterstiitzend wird topisch mit Basistherapeutikum oder Azelainsdure behandelt und

erganzend dazu, werden kosmetische MalRnahmen wie Hautreinigung- und Pflege eingesetzt.

Alternativ kann in Form einer Monotherapie mit oralem Isotretinoin behandelt werden. Bei

weiblichen Patienten kénnen in Sonderfallen antiandrogene Hormone eingesetzt werden [3].
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Die Erhaltungstherapie zur Rezidivprophylaxe kann medikamentds auf Basis topischer
Retinoide oder in Kombination mit BPO erfolgen. Bei der Erhaltungstherapie spielt die
Reinigung und Pflege der Haut eine wichtige Rolle und soll dem Hautzustand der Patienten
angepasst werden [3]. Die Reinigung soll in erster Linie die Entfernung von Schmutz,
Zellriickstanden, Talg und Bakterien ermoglichen. Es werden seifenfreie Zubereitungen
(Syndets) mit physiologischem pH-Wert empfohlen, die nicht die Hautbarriere stéren und das
Wachstum von Bakterien minimieren [3]. Die Hautpflege soll die von der Akne auftretenden
Irritationen der Haut kompensieren. Geeignete Pflegeprodukte sollen keine Hilfsstoffe (HS)
enthalten, die selbst komedogen wirken und physikalische und/oder chemische Irritationen
verursachen [3]. Lipidarme Zubereitungen auf Basis von Ol-in-Wasser-Emulsionen (O/W-
Emulsionen) oder -Cremes (O/W-Cremes) und Hydrogele eingestellt auf physiologischen pH-
Wert eignen sich gut. Gewiinscht ist ein hautpflegender Effekt, der feuchtigkeitsspendend,

keratolytisch, komedolytisch und in gesonderten Fallen mattierende Wirkung zeigt [9] .
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2.3 Nadifloxacin und Benzoylperoxid  und ihre Besonderheiten

Benzoylperoxid (BPO), welches auch als Dibenzoylperoxid bezeichnet wird, ist chemisch
gesehen ein Peroxid, welches aus zwei &quivalenten Molekilen der Benzoesaure (BS) besteht
(s. Abb. 3). Es liegt haufig als weil3es, kristallines Pulver vor, das in Wasser sehr schwer I6slich
ist [16] und eine ausgepragte Lipophilie (log P = 3,59) zeigt [17]. Reines BPO zersetzt sich bei
hohen Temperaturen rasch und ist explosiv [6]. Daher ist es als Handelsprodukt in Wasser
phlegmatisiert und besitzt in Arzneibuchqualitdt als Wasserhaltiges Benzoylperoxid einen

Wassergehalt von mind. 20 %.

Abb. 3: Chemische Struktur von BPO

BPO hat unterschiedliche Anwendungsgebiete. Neben dem Einsatz als Aknetherapeutikum
mit Konzentrationen von 2,5-10 %, wird es auch industriell als Bleichmittel und als
Radikalstarter in der Polymerchemie eingesetzt [18]. Seine chemische Reaktivitét verdankt es
seiner Peroxidgruppe [19]. Kommt es zu einer chemischen Reaktion an dieser Gruppe, dann
spaltet sich BPO homolytisch, es entstehen freie Sauerstoff-Radikale [20]. Uber solche
oxidativen Abbauvorgange zeigt BPO seine ausgepragte antimikrobielle Wirkung und seine
Eignung in der Aknetherapie [21].

Besteht der Wunsch BPO in halbefeste Zubereitungen zu formulieren, ist es zwingend
notwendig seine physikalische und chemische Stabilitdit zu verstehen. Thermische,
photolytische [22] und chemische Stressfaktoren kdnnen einen verstarkten BPO-Abbau
triggern und Folgereaktionen provozieren [20]. Dabei sind verschiedene Abbauwege mdglich
(s. Abb. 4). Zum einen kann es zum radikalisch katalysierten Abbau kommen [23] und zum
anderen ist eine pH-abhangige Hydrolyse beschrieben [24]. Bei beiden Abbauwegen entsteht
Uiberwiegend BS, welche als Abbauprodukt mit saurem Charakter den BPO-Zerfall durch das
Absenken des pH-Wertes autokatalytisch weiter verstarken kann. Zerfallt BPO durch
Temperatur- (> 40°C) oder UV-Einfluss entsteht das Benzoyloxyl-Radikal (PA,)dass mit einem
weiteren BPO-Molekil reagiert und eine Radikalkettenreaktion auslést. Somit kdnnen diverse
unbekannte Produkte entstehen (s. Abb. 4).
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Sinkt der pH z. B. unter den Wert von 4, dann ist es vorstellbar, dass BPO entweder in zwei
Molekiile BS oder zu einem Molekiil PAund einem BS-Molekiil zerfallt (s. Abb. 4). BPO kann
weitere Reaktionen mit Alkoholen [25], Ethern [26] und Aminen [27] eingehen. Auch die BS
und das PAkénnen weitere Reaktionen eingehen, dabei ist eine Decarboxylierung des PA[20]
oder eine Reaktion der BS mit Alkoholen denkbar [28].

L

Benzoylperoxid
(BPO)

; N - +
0. UV, A /! e, H' N\ 2e7+2H
(Radikalisch katalysierter Abbau) // (Saurekatalysierter Abbau) \
o # o) 0 0
. o + OH OH
o (70 shMes o8
Pe BS Benzoesaure
Benzoyloxyl-Radikal (Ps) + (BS)
He -COs H™ (-H20),
/ \ +HO-CHz-R
0 .
C‘\
+BPO OH @
A
Phenyl-Radikal
BS enyl-Radika o
Y dO-CHz-R
e (W)
0-1: Initation

2-3: Propagation
4-6: Termination

S = Losemittel
| S+ =Unbekannte Lésemittel-Radikale

W, X, Y, Z = Unbekannte Produkte

Abb. 4: Potenzielle BPO-Zerfallsreaktionen unter Stressbedingungen angelehnt an
[19, 22, 24]

Bei der Formulierungsentwicklung mit BPO sind einige Besonderheiten zu beachten: Das
Arbeiten unter milden Temperaturbe d i n g u n2H€&a), z.(BCbeim Einarbeiten von BPO in
Vehikel-Grundlagen oder auch beim Einlagern von wirkstoffhaltiger Formulierung unter
geeigneten Lagerbedingungen, ist zu erwahnen. Das Vermeiden einer direkten UV-Belastung
z. B. durch Tageslicht [29] oder auch die richtige pH-Wahl im Vehikel (rezeptierbarer pH-
Bereich von BPO ist bei pH: 4-6 [30]) sind zu beachten. Letztlich spielt die Auswahl geeigneter

HS im Vehikel eine grof3e Rolle, da inkompatible HS die Stabilitdt negativ beeinflussen kénnen

[31].
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Nadifloxacin (NDN) gehort zu den Fluorchinolonantibiotika und weist dessen typische
chemische Grundstruktur, ein Chinolon-Ringsystems auf (s. Abb. 5). Dabei besteht das
annellierte Ringsystem aus Benzol und Pyridin [32]. Am Pyridin ist in Position 3 eine
Carboxygruppe und in Position 4 eine Carbonylgruppe integriert. Am Benzol befindet sich in
Position 6 ein Fluoratom, in Position 7 ein Hydroxypiperidin-Substituent und in Position 8 ein
Alkyl-Substituent der beide Ringsysteme verknlpft. NDN liegt haufig als weil3es bis gelbes,

kristallines Pulver vor [7], das in Wasser schwer I6slich ist (log P = 2,47) [33].

O

OH

HO CHj
Abb. 5: Chemische Struktur von NDN

Die antibakterielle Wirkung von NDN beruht auf der Blockade der Bildung von
superspiralisierter Bakterien-DNA. Dabei wird die bakterielle Topoisomerase 2 (DNA-Gyrase)
und Topoisomerase 4 gehemmt [3]. NDN wird ausschlieRlich topisch in einer Konzentration
von 1 % als Aknetherapeutikum angewendet [34]. Das Wirkspektrum umfasst gram-positive

und gram-negative Bakterien und Anaerobier [3].

Eine besondere Herausforderung bei der Entwicklung von NDN-haltigen Topika besteht darin,
dass es kaum Literatur Uber die physikalische und chemische Stabilitdt in halbfesten
Zubereitungen gibt. Dies erschwert in der Formulierungsentwicklung ressourceneffizient zu
arbeiten und Vorhersagen U(Uber mdgliche Kompatibilitaten im Vehikel unter

Stressbedingungen zu treffen.

Fur NDN konnte selbst in einer wissenschaftlichen Untersuchung [34] kein oxidativer,
photolytischer oder thermischer Abbau entdeckt werden. In einem starken sauren Milieu erfolgt
eine Decarboxylierung, gefolgt von einer Defluorierung und einer Hydroxylierung [34], die die
Leitstruktur von NDN veréndert. Somit kdnnten groRe Mengen von BS und die damit
verbundene pH-Absenkung kritisch sein. Grundsatzlich ist auch eine Oxidation von Aminen

denkbar, wie sie bereits fur die WS Atropin und Morphin beobachtet wurde [35].
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Besteht der Wunsch einer Kombination von BPO und NDN im selben Vehikel, ist davon
auszugehen, dass die BPO-Stabilitit eine dominante Rolle spielt. BPO als starkes
Oxidationsmittel reagiert unter bestimmten Bedingungen mit aliphatischen tertiaren Aminen
problemlos [27, 36, 37] (s. Abb. 6). Inwiefern solche Reaktionen mit cyclischen tertidren
Aminen (Hydroxypiperidin-Substituent des NDN) mit BPO in halbfesten Zubereitungen

ablaufen kénnen, ist schwer abzuschéatzen, sodass eine prinzipielle Reaktion zwischen beiden

WS im Vehikel nicht auszuschlief3en ist.

H _ _
H
| H
Ar \C_H Ar H\‘
NG C—H,
. o]
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CH,
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+
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O=
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0
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Abb. 6: Mechanismus der Reaktion zwischen BPO und tertiarem Amin angelehnt an [36]
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2.4 Halbfeste Zubereitungen zur kutanen Anwendung
2.4.1 Definition

Halbfeste Zubereitungen zur kutanen Anwendung sind streichfahig und zur Applikation auf
gesunder, erkrankter und verletzter Haut vorgesehen [35]. Sie kdnnen einen oder mehrere WS
enthalten, die in geléster und/oder suspendierter Form in der Vehikel-Grundlage vorliegen [35].
Die Grundlagen kdnnen einen Vehikel-Effekt zeigen, d. h. sie fungieren nicht nur als passives
Tragersystem des WS, sondern kdnnen selbst aktive Wirkung auf der Haut zeigen [38] und
somit die Wirkung der Zubereitung auf der Haut stark mitbestimmen. Halbfeste Zubereitungen
bestehen aus einer oder mehreren Komponenten und sollen ein homogenes Aussehen
aufweisen. Sie kénnen unterschiedliche Polaritaten (hydrophil oder lipophil) besitzen und Ein-
oder Mehrphasensysteme darstellen [35]. Es kdnnen HS wie Emulgatoren, Verdickungsmittel,
Penetrationsbeschleuniger, Konservierungsmittel, Antioxidantien und Stabilisatoren enthalten
sein [35]. Das europaische Arzneibuch (Ph. Eur.)) unterscheidet solche halbfesten
Zubereitungen im engeren Sinne in Salben, Cremes, Gele und Pasten [39]. Die in der
Monographie ebenfalls aufgefiihrten Umschlagspasten, wirkstoffhaltige Pflaster und kutane
Pflaster weisen davon deutlich abweichende Eigenschaften auf. Streichfahige Dermatika
zeichnen sich im Allgemeinen dadurch aus, dass sie einen halbfesten Charakter aufweisen
mit viskoelastischen Eigenschaften. Pasten zeigen haufig ein dilatantes FlieRverhalten [35].
Die meisten Salben, Cremes und Gele zeigen ein plastisches FlieRBverhalten mit definierter
FlieRgrenze auf, sie lassen sich rheologisch als Casson-Korper beschreiben. Unterhalb der
FlieRgrenze Uberwiegt das elastische Verhalten der Zubereitung, das System verhalt sich
uberwiegend wie ein Feststoff. Erst beim Uberschreiten einer Mindestschubspannung, der
FlieRgrenze, beginnt die Zubereitung zu fliel3en, d.h. der viskose/fluide Anteil der Zubereitung
uberwiegt.

2.4.2 Salben, Cremes und Gele

Salben sind wasserfreie Systeme mit halbfestem Charakter. Sie kdnnen laut Ph. Eur. in
hydrophobe, hydrophile und wasseraufnehmende Salben eingeteilt werden [39]. Die
Grundlagen stellen im Sinne des Arzneibuchs einphasige Systeme dar, in denen feste oder
flissige Substanzen geldst oder dispergiert vorliegen [40]. Salben vom hydrophoben Typ
kdnnen nur geringe Mengen an Wasser aufnehmen. Um solche Salben herzustellen, kénnen
als Grundlagen z. B. Paraffine, Wachse, pflanzliche Ole, tierische Fette und Vaselin

genommen werden [40].
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Hydrophile Salben sind mit Wasser mischbar und kdénnen geringe Mengen an Wasser
aufnehmen. Als Beispiel ist hier die Macrogolsalbe zu nennen, welche aus einer Mischung von
flissigen und festen Polyethylenglykolen (Macrogolen) besteht [40].

Wird in eine hydrophobe Salbe ein Emulgator eingearbeitet, dann kann die Grundlage grof3ere
Mengen an Wasser aufnehmen. Es entsteht eine wasseraufnenmende Salbe, die je nach der
Polaritat des Emulgators nach Wassereinarbeitung zu einer O/W- oder W/O-Creme wird [40].
Die entstandene Creme stellt im Sinne des Arzneibuchs ein mehrphasiges System dar,
welches aus einer hydrophilen und lipophilen Phase besteht. Des Weiteren kénnen Cremes
aus flussigen Emulsionen hergestellt werden, indem der AuRenphase ein geeigneter
Gelbildner zugesetzt wird. Cremes kdnnen nach dem Ph. Eur. unterschieden werden in:
Hydrophile Cremes (hier ist die aul3ere Phase wassrig) und lipophile Cremes (hier ist die

auRere Phase lipophil) [39].

Gele sind gelierte Flussigkeiten, die mit geeigneten Gelbildnern hergestellt werden [39]. Dabei
bildet mindestens eine Feststoffkomponente das Gelgertst in der die Flissigkomponente
immobilisiert vorliegt [41]. Ph. Eur. unterscheidet lipophile und hydrophile Gele. Beim letzteren
besteht die flissige Phase aus Wasser oder Wasser-Alkohol-Mischungen, welche
Feuchthaltemittel enthalten kénnen [39]. Als Gelbildner kdnnen quellfahige Makromolekile
verwendet werden wie z. B. Carbomere, Poloxamere und Cellulosederivate [39]. Lipophile
Gele konnen laut Ph. Eur. Parafindl als Grundlage aufweisen, welches mit Polyethylen
eingedickt ist. Eine Gelierung von fetten Olen mit hochdispersem Siliciumdioxid, Aluminium-
oder Zinkseifen ist ebenso mdglich. Somit wird ersichtlich, dass sich lipophile Gele nicht
eindeutig von der Systematik der hydrophoben Salben unterscheiden lassen kénnen [35].
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2.5 Anforderungsprofil an geeignete Formulierungen fiir Akne erkrankte Haut

Beim Entwickeln von geeigneten Formulierungen ist zu bericksichtigen, dass eingesetzte HS
und HS-Kombinationen und deren Einsatzkonzentrationen die Wirkstoffstabilitéat in den
Vehikeln entscheidend mitbestimmen [5]. Somit ist es zwingend notwendig im Vorfeld einer
Entwicklungsarbeit eine Kompatibilitatsstudie durchzufiihren [43]. Nach Vorauswahl der HS
mussen galenisch sinnvolle Anteile der HS gewahlt werden, die es ermdglichen, stabile,

streichfahige und kosmetisch ansprechende Formulierungen herzustellen.

Des Weiteren ist ein Designen unter Bertcksichtigung eines Anforderungsprofils (s. Tab. 1)
sinnvoll, um gezielt ein Formulierungskonzept zu entwickeln, welches den erkrankten
Hautzustand mitbertcksichtigt [42]. Das im Anforderungsprofil beschriebene Vehikel
bertcksichtigt die Empfehlung der S2K-Leitlinie zur Therapie der Akne fur Hautpflege (s. 2.2).
Grund daflr ist, dass die gleichen Kriterien der Vehikel-Wahl, die in Abhangigkeit zum
Hautzustand stehen, sowohl fir kosmetische Produkte [43] als auch flr topische Arzneimittel
Gliltigkeit haben sollten. Eine Besonderheit in diesem Anforderungsprofil ist die gezielte
Verwendung von HS, die neben ihren klassischen Funktionen im Formulierungskonzept,
idealerweise mit humanem Sebum wechselwirken sollen. Dies wird bei der an Akne erkrankten
Haut als vorteilhaft angesehen. Da die Haarfollikelkanale bei Akne haufig mit Sebum und
abgestolRenen Korneozyten blockiert sind [44] und so das Eindringen von dermal applizierten
Formulierungen erschwert wird, konnen Wechselwirkungen mit dem Sebum eine
Voraussetzung fur eine verbesserte Vehikel-abhangige follikulare Penetration der WS
schaffen [45, 46].

Dabei sind unterschiedliche Arten der Wechselwirkungen einer Formulierung mit Sebum
vorstellbar, wie I6sen [47], mischen (erweichen) [48] und/oder adsorbieren des Sebums aus
dem Haarfollikel. Mesopordses Siliciumdioxid (Silica) kann durch seine hohe Porositat und
grof3en Oberflache eingesetzt werden, um grof3ere Mengen an flissigen Lipiden des Sebums
aufzunehmen [49, 50]. Eine Erweichung und/oder das l6sen des Sebums kann durch fliissige
Lipide, wie Squalan, oder durch semipolare Alkohole, wie Pentylenglycol, ermdglicht werden.
Denkbar ist ebenso, dass sich in der Formulierung enthaltende Tenside, wie Polysorbat an die
Sebum-Grenzflache anlagern und durch ihren waschaktiven Effekt eine leichtere Entfernung

des Sebums beim Waschvorgang ermdglichen [51].

Die eingesetzten HS sollen keine physikalischen und/oder chemischen Irritationen
verursachen und eine geringe Komedogenitat aufweisen. Dabei beschreibt Komedogenitét die

Fahigkeit von HS und Formulierungen, die Bildung von Komedonen zu férdern [52].
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Die finale Komedogenitét einer Zubereitung kann allerdings nicht von einzelnen HS und deren

chemischer Struktur abgeleitet werden [11], sondern ergibt sich immer aus der

Einsatzkonzentration [53] und Zusammensetzung der Gesamtformulierung. In Rahmen dieser

Arbeit wurde aus Zeit- und Ressourcengriinden keine Prifung auf komedogene Wirkung der

Zubereitungen durchgefiihrt.

Tab. 1. Anforderungsprofil an geeignete Formulierungen fir Akne erkrankte Haut

Anforderungen Kriterien Umsetzungsst rategien
Kosmetisch ansprechende | 1. Kein Olfilm nach der Einsatz von O/W-Systemen
Formulierungen mit einer Applikation (O/W-Emulsionen,
hohen Patientenakzeptanz | 2. Kein Hautglanz O/W-Cremes,
sowie Konformitat mit der | 3. Schnelles Einziehen Hydrodispersionsgelen [55])
S2K-Leitlinie zur Therapie in die Haut und Hydrogelen
der Akne [3] 4. Kiuhleffekt [54]

5. ALei cht ef
Verbesserung des Vehikel- | 6. nicht/gering wirkende | HS mit geringer Komedogenitat
Effekts komedogene HS und Einsatz von Puffern
7. Physiologischer pH-
Wert ca. 5,5
Verbesserung der follikularen | 8. Interaktion mit Einsatz von HS wie:
Penetration durch Vehikel humanem Sebum
maglich Pentylenglycol, Squalan
(Lésender, Erweichender Effekt)
Polysorbat
(Waschaktiver Effekt)
Silica
(Adsorbierender Effekt)
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3 Material ien und Methoden

3.1 Verwendete Materialien
3.1.1 Chemikalien und Hilfsstoffe

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Hilfsstoffe

Bezeichnung Handelsname Hersteller/Lieferant
1,4-Bis(p-Tolylamino)- Dragocolor Turkis Symrise AG
anthrachinon (Nr. 656871)
Aceton (HPLC grade) - Sigma-Aldrich Chemie
Ameisensaure O 98 9 Carl Roth GmbH + Co. KG
Baumwollsamendl - Acros Organics
Benzoylperoxid, angefeuchtet - PanReac Quimica S.L.U
mit ~ 25 % Wasser (Ph. Eur.) und Scharlab S.L
Benzoylperoxid-haltiges Benzaknen 5 % Gel Galderma Laboratorium
Fertigarzneimittel GmbH
Bis-Ethylhexyl RonaCare AP Merck KGaA
Hydroxydimethoxy

benzylmalonat
(Lipidldsliches Antioxidans)

Carbomer 35 000 Carbopol 974P NF Noveon
Cetylpalmitat 15 (Ph. Eur.) - Caesar & Loretz GmbH
Cholesterol (Ph. Eur.) - Caesar & Loretz GmbH
Cholesterol-Oleat > 85 % - TCI Deutschland GmbH
Dinatriumhydrogenphosphat- - Carl Roth GmbH + Co. KG
Anhydrat
Docusat-Natrium (95%) - Acros Organics
Dunnflissiges Paraffin - Caesar & Loretz GmbH
(Ph. Eur.)
Ethanol 99 % (HPLC grade) - Sigma-Aldrich Chemie
GmbH
Hartparaffin, Platzchen - Caesar & Loretz GmbH

(Ph. Eur.)
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Hochdisperses Siliciumdioxid

Aerosil 200

Degussa-Hiils AG

Hochdisperses, hydrophobes
Siliciumdioxid

AEROSIL R972 Pharma

Evonik Industries AG

Hydroxyethyl-Acrylat/Natrium-
Acryloyldimethyl-Taurat-
Copolymer

SEPINEO D.E.R.M

SEPPIC SA

Hydroxyethyl-Acrylat/Natrium-
Acryloyldimethyl-Taurat-
Copolymer

SEPINOV EMT10

SEPPIC SA

Isopropanol (HPLC grade)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Isopropylpalmitat (Ph. Eur.)

Caesar & Loretz GmbH

Kokosfett, gehartet

Caesar & Loretz GmbH

Magnesium-L-ascorbyl-2-
phosphat (hydratisierte Form)
(Wasserltsliches Antioxidans)

RonaCare MAP

Merck KGaA

Mesopordses Siliciumdioxid

SYLOID 244 FP EU

Grace GmbH & Co. KG

Methanol (HPLC grade)

Fisher Scientific

Methyl-tert-butylether
(> 99 %)

Acros Organics

Mikrokristalline Cellulose
und Xanthan Gummi

SENSOCEL stab 026-N

CFF GmbH & Co. KG

Milchsaure-Losung (90%ig)

(S)-Milchséaure (90 %)
(Ph. Eur.)

Caesar & Loretz GmbH

Mischung aus Tocopherol-
Extrakt (E306),
Essigsaureester von Mono-
und Diglyceriden (E472a),
Mono- und
Diacetylweinsdureerster von

Mono- und Diglyeriden
(E472€e) und Sonnenblumendl
(Lipidldsliches Antioxidans)

GRINDOX 1032

DANISCO

Mittelkettige Triglyceride

Kollisolv MCT 70

BASF SE

Nadifloxacin

&t suka Seiy

Nadifloxacin-haltiges
Fertigarzneimittel

Nadixa 10 mg/g Creme

Dr. Pfleger Arzneimittel
GmbH

Natives Olivendl (Ph. Eur.)

Caesar & Loretz GmbH
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Natriumchlorid

Caesar & Loretz GmbH

Natriumcocoglutamat

Plantapon ACG 50

BASF SE

Natriumdihydrogenphosphat-

Dihydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG

Natriumedetat

Caesar & Loretz GmbH

Natriumlactat-Losung (50%ig)

Natrium-(S)-Lactat-Losung
50 % (Ph. Eur.)

Caesar & Loretz GmbH

Natronlauge 0,1 mol/L

Grussing GmbH

Octanol

BASF SE

Olsaure (Ph. Eur.)

Caesar & Loretz GmbH

Palmitinséaure (95 %)

Alfa Aesar GmbH & Co. KG

Palmitoleinsaure (99 %)

Acros Organics

Pentylenglycol
(1,2-Pentandiol)

Hydrolite 5P

Symrise AG

Phosphorséaure (> 85%)

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH
Poloxamer 188 Kalliphor P 188 BASF SE
Poloxamer 407 Kalliphor P 407 BASF SE

Polyacrylat-Polyalkylacrylat-
Crosspolymer

Pemulen TR-1 NF Polymer

Lubrizol Advanced
Materials Europe BVBA

Polyoxyethylen 20-cetyl-ether

Cetomacrogol 1000

CRODA

Polysorbat 60 (Ph. Eur.)

Tween 60

Carl Roth GmbH + Co. KG

Propylenglycol

Caesar & Loretz GmbH

Salzsaure 0,1 mol/L

Griussing GmbH

Squalan (96 %)

Sigma-Aldrich International
GmbH

Squalen (> 98 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG

Trometamol (Ph. Eur.)

Caesar & Loretz GmbH

Wasser

Eigenproduktion per
Umkehrosmose

Wasserstoffperoxid-Lésung
30 %

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH
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(Dehydroxanthan Gum)

Xanthan Gummi KETROL F CP Kelco U.S, Inc.
(Dehydroxanthan Gum)
Xanthan Gummi Amaze XT Azelis Kosmetik GmbH

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Typenbezeichung

Hersteller/Lieferant

Baumwolltupfer

Schlinggazetupfer, unsteril,
wallnussgrof3, Gr. 5

Fuhrmann GmbH

Einmal-Injektionskantlen Sterican, B. Braun Melsungen AG
@ 0,9 x40 mm
Einmal-Reaktionsgefald 2mL BRAND SCIENTIFIC GmbH
Einmalspritzen mit Omnifix, B. Braun Melsungen AG
Schraubgewinde 5, 10, 50 mL
HPLC-Bordelkappen N 11, MACHEREY-NAGEL GmbH
1,0 mm & Co. KG
HPLC-Séaulen (RP-C18) EC 125/4 MACHEREY-NAGEL GmbH
NUCLEOSIL 100-5 C18 & Co. KG
HPLC-Vials N 11, MACHEREY-NAGEL GmbH
1,5mL & Co. KG

HPLC-Vorsaulen

EC 4/3 Universal RP

MACHEREY-NAGEL GmbH
& Co. KG

HPLC-Vorsaulenhalter

5 mm Lange,
3 mm Innendurchmesser

MACHEREY-NAGEL GmbH
& Co. KG

Injektionsbordelkappen

Zscheile & Klinger GmbH

Injektionsflaschen

Klarglas, Typ 1 (Ph. Eur.),
5,20 mL

Zscheile & Klinger GmbH

Injektionsstopfen

Brombutylstopfen, grau

Zscheile & Klinger GmbH

Kartenblatter

handelsublich

Kruken flr Topitec-
Ruhrsystem

TOPITEC Kruke
20, 50, 100, 200, 500 mL

WEPA Apothekenbedarf
GmbH & Co. KG
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Kruken flir Unguator-
Ruhrsystem

gako unguator Kruke
20, 50, 100, 200, 500 mL

Gako Deutschland GmbH

Kruken-Applikationshilfe

Lang, ohne Kappe
Kurz, mit Kappe

Gako Deutschland GmbH

Membranfilter (PTFE)

Mi tex 5
PTFE Membrane,
25 mm Durchmesser,
5 um Porengrof3e

€

I

Merck Millipore GmbH

Mikroskop-Deckglaser

22 mm X 22 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Mikroskop-Objekttrager

ISO 8037/1, frosted

Gerhard Menzel GmbH,

Mikrotiterplatte PS, Greiner Bio-One GmbH
98-WELL,
U-Boden
Mischscheibe flr Topitec- Mischscheibe fir 50 g WEPA Apothekenbedarf
Ruhrsystem Kruken GmbH & Co. KG

Nitrilhandschuhe

GroRe L, puderfrei

O&M Halyard Inc.

Papierhandtiicher

handelstblich

Pipettenspitzen (Brand)

5mL

Brand GmbH & Co. KG

Pipettenspitzen (epT.I.P.S.)

2-200, 50-1000 pL

Eppendorf AG

Préazisionswischtticher KIMTECH, Kimberly-Clark GmbH
11,4 x 21,3 cm,
30,4 x 30,4 cm
Spritzenvorsatzfilter CHROMAFIL MACHEREY-NAGEL GmbH

Xtra H-PTFE-20/25,
25 mm Durchmesser,
0,20 um Porengrol3e

& Co. KG

Transferpipetten 3,5mL Sarstedt AG & Co.
Tuben aus Aluminium 15mL WEPA Apothekenbedarf

mit Innenschutzlack GmbH & Co. KG
Tuben aus Kunststoff 3049 WEPA Apothekenbedarf

(Polyethylen) GmbH & Co. KG

Parafilm (Verschlussfolie) Parafilm M Bemis Company, Inc.
Wageschale - handelstblich

Zentrifugenréhrchen PP, Greiner Bio-One GmbH

15, 50 mL
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3.1.3 Gerate

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Geréate

Bezeichnung Typenbezeichung Hersteller/Lieferant
Analysenwaage DeltaRange, Mettler-Toledo GmbH
Model: XPE205
d=0,01mg

Becherglaser

SCHOTT Duran
10, 50, 100, 250, 500, 1000,

Schott AG

2000 mL
Bordelzange und 735211, MACHEREY-NAGEL GmbH
Entbordelzange 735311, & Co. KG
fur HPLC Vials 11 mm

Bordelzange und
Entbordelzange fir
Injektionsflaschen

Zscheile & Klinger GmbH

Digitalkamera mit Stativ

SONY DSC-RX100M3

Sony Europe B.V.

Dispergiergeréat

IKA T25 digital
ULTRA-TURRAX

IKA-Werke GmbH & Co. KG

Dispergierwerkzeug

S25N-18G

IKA-Werke GmbH & Co. KG

Fantaschale mit Pistill

Lange Pistill: 16 cm

handelsublich

aus Melamin Durchmesser Fantaschale:
15 cm
Gefrierschrank Liebherr Premium Liebherr-International AG

Glasgestell (Borosilikatglas
3.3) fir Membranfilter
mit Plexiglaszylinders

Innendurchmesser-
Glasgestell: 18 mm

Glaswerkstatt
Universitat Tubingen

Autosampler: SIL-20A
Pumpe: LC-20AD/T
Degassing Unit: DGU-20A
UV-VIS-Detektor: SPD-20A
Saulenofen; CTO-10AS VP

Glasstab - handelstiblich
Grobwaage MonoBloc inside, Mettler-Toledo GmbH
Model: PG5001-S
d =100 mg
HPLC Systemsteuerung: Shimadzu GmbH
CBM-20 A

IR-Thermometer

testo 830-T4

Testo SE & Co. KGaA
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Klimaschrank TCS-1001 ThermoTEC Weilburg
GmbH & Co. KG

Kuhlschrank K3130 Liebherr-International AG

Kuhlschrank MPR-214F SANYO Electric Co., LTd.

Laborflaschen

SCHOTT Duran
100, 250, 500, 1000,
2000 mL

Schott AG

Labor-Homogenisier-
Mischer

BECOMIX RW 2,5

A. Berents GmbH & Co. KG

Labor-Schiittler fur
Zentrifugenréhrchen

VXR basic Vibrax

IKA Werke GmbH & Co. KG

Lichtmikroskop

Axio Imager Z.1

Carl Zeiss AG

Magnetrthrer mit Heizplatte Hei-Tec Heidolph Instruments GmbH
und Temperaturfiihler mit Pt1000 & Co. KG
Magnetrihrstab-Angel - handelstblich
Magnetrihrstédbchen Zylindrisch, VWR International

verschiedene GrofRen

Manuelles Siebgerat mit
Sieb aus Edelstahl

Siebmaschenweite: 800 pum

handelstblich

Messkolben

SCHOTT Duran
10, 50, 100, 1000, 2000 mL

Schott AG

pH-Meter mit pH-
Einstabmesskette
(pH-Meter-Elektrode)

SevenEasy
mit InLab Viscos Pro-ISM

Mettler-Toledo GmbH

Pipetten

Transferpette S,
200,1000, 5000 pL

BRAND GmbH + Co. KG

Platereader

Varioskan LUX

Thermo Scientific

Reinstwasseranlage

Purelab Option Q

Veolia Water Technologies

GmbH
Rezepturwaage NewClassic MF, Mettler-Toledo GmbH
Model: MS403S
d=1mg
Rezepturwasserbad - handelstblich

Rheometer mit einer
Plate-Plate Geometrie

Physica MCR 501
mit PP25

Anton Paar Group AG
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Salbenmesser

handelstblich

Spatel

handelstblich

Spulmaschine

Professional GG05 PG 8583

Miele & Cie. KG

Stoppuhr

Labsolute Jumbo Timer

Th. Geyer GmbH & Co. GK

Teesieb aus Edelstahl

Siebmaschenweite:
ca. 800 um

handelstblich

Topitec-Rihrsystem

TOPITEC AUTOMATIC
mit: Werkzeugwelle mit
Mischscheibe und
Mischwerkzeug

WEPA Apothekenbedarf
GmbH & Co. KG

Trockenschrank

TU 60/60

Heraeus Holding GmbH

Tubenfalz-Zange

WEPA Apothekenbedarf
GmbH & Co. KG

Tubenschweil3gerat

LOECO Apparatebau GmbH

Ultraschallbad

Sonorex Super RK 106

Bandelin electronic GmbH &
Co. KG

Unguator-Rihrsystem

gako unguator PRO
mit Standardfltgelrthrer

Gako Deutschland GmbH

Zentrifuge

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Heraeus Instruments

3.1.4 Software s

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Softwares

Bezeichnung Version Hersteller
ChemDraw 20.1 PerkinElmer Corporation
Citavi 6.10.2 Swiss Academic Software
GmbH
GraphPad PRISM 8.2.1 GraphPad Software Inc.
LabSolutions 5.87 SP1 Shimadzu GmbH
Microsoft Office 365 Microsoft Corporation
Rheoplus 32 3.62 Anton Paar Group AG
ZEN 3.2 pro (blue edition) Carl Zeiss AG
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3.2 Verwendete Methoden
3.2.1 Herstellung der Zubereitungen

Alle Grundlagen (Vehikel-Grundlagen, Vehikel) ohne Wirkstoff (WS) werden nach der
Herstellung mind. 24 Stunden ruhen gelassen, danach analysiert und dann weiterverarbeitet.
Die Analyse der wirkstoffhaltigen Proben erfolgt einen Tag nach der Fertigstellung.

3.2.1.1 Herstellung von wirkstofffreien Vehikel =~ -Grundlagen im Rezepturmalistab

Die Grundlagen der Prototypen A-E (s. Tab. 6), werden im gako unguator PRO (Gako
Deutschland GmbH) hergestellt. Um 230 g Grundlage herzustellen, werden alle Hilfsstoffe
(HS) in eine 200 g gako unguator Kruke direkt eingewogen und fir 14 min bei 1400 UpM mit
einem Standardfllgelrthrer gerihrt. FUr Grundlagen, die einen Phosphat-Puffer enthalten,

werden die Puffersalze zuvor im verwendeten Wasser mit Hilfe eines Magnetrihrers (Hei-Tec

mit Pt1000, Heidolph Instruments GmbH & CO. KG) bei 500 UpM flr 30 min gelost.

Tab. 6: Zusammensetzung der Vehikel-Grundlagen von Protoypen A-E

Anhydrat /
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

Bezeichnung Hilfsstoffe Zusammensetzung [%]
Poloxamer 407 25
Pentylenglycol 1
Dinatriummonohydrogenphosphat- g. s. pH 5,5:
Prototyp A Anhydrat / Puffer ist auf 0,1 M
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Natriumdihydrogenphosphat-
Dihydrat eingestellt
Wasser ad 100
Poloxamer 407 20
Polysorbat 60 1
Hochdisperses, hydrophobes 0,02
Siliciumdioxid
Prototyp B
Propylenglycol 15
Dinatriummonohydrogenphosphat- g. s. pH5,5:

Puffer ist auf 0,1 M
Natriumdihydrogenphosphat-
Dihydrat eingestellt
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Mittelkettige Triglyceride 5
Wasser ad 100
Carbomer 35 000 1
Poloxamer 188 1
Trometamol 0,5
Prototyp C
Propylenglycol 5
Squalan 2,5
Wasser ad 100
Polyacrylat-Polyalkylacrylat- 1
Crosspolymer
Trometamol 0,5
Natriumedetat 0,05
Prototyp D Propylenglycol 10
Squalan 7,5
Mittelkettige Triglyceride 7,5
Wasser ad 100
Carbomer 35 000 1
Mesopordses Siliciumdioxid 0,02
Poloxamer 188 0,5
Prototyp E Trometamol 0,5
Natriumedetat 0,005
Pentylenglykol 5
Wasser ad 100

Die Herstellung von 500 g Grundlage der Prototypen F, G und H (s. Tab. 8-10) erfolgt in
mehreren Arbeitsschritten im TOPITEC AUTOMATIC mit TOPITEC Mischwerkzeug (WEPA
Apothekenbedarf GmbH & Co. KG).
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Dabei wird zuerst eine Stammldsung des Lactat-Puffers (s. Tab. 7) hergestellt, der nach der
Einarbeitung in die Grundlage einen pH-Wert von 5,5 hat. Die Pufferbestandteile werden
nacheinander in ein tariertes 1000 mL Becherglas eingewogen und mit Hilfe eines Glasstabes

vermischt.

Tab. 7: Zusammensetzung des Lactat-Puffers

Bezeichnung Hilfs stoffe Soll -Einwaage [g]

Stammlésung des Lactat- 90%ige Milchsaure-Ldsung 12

Puffers fur pH 5,5

50%ige Natriumlaktat-Lésung 882

Ubersicht der Herstellmethode fiir Vehikel-Grundlage von Prototyp F

Fur Prototyp F (s. Tab. 8) wird zuerst eine Emulsion hergestellt, die in einem weiteren Schritt
zu einer Ol-in-Wasser-Creme (O/W-Creme) eingedickt wird. Daftr wird ein 500 mL Becherglas
mit passendem Rihrfisch auf einer geeigneten Waage (NewClassic MF, Mettler-Toledo
GmbH) tariert. Es werden Polysorbat 60, Pentylenglycol und Wasser nacheinander
eingewogen und mit Hilfe eines Magnetrihrers (Hei-Tec mit Pt1000, Heidolph Instruments
GmbH & CO. KG) bei 500 UpM geriuhrt und auf 60 °C fur 5 min erhitzt. AnschlieRend wird auf
Raumtemperatur (RT) abgekihlt, abgewogenes Squalan zugefligt und mit einem
Dispergiergerat (IKA T25 digital ULTRA-TURRAX, IKA-Werke GmbH & Co. KG) bei 500 UpM
fir 1 min vordispergiert und im Anschluss bei 10 000 UpM fir 4 min zu einer Emulsion

homogenisiert.

Danach wird eine 500 g TOPITEC Kruke auf einer geeigneten Waage (MonoBloc inside,
Mettler-Toledo GmbH) tariert und anschlieBend zuerst Xanthan Gummi als Feststoff
eingewogen und im Anschluss die Emulsion zugegeben. Im nachfolgenden Anreibeschritt wird
Xanthan Gummi in der flissigen Phase bei 2000 UpM fir 10 min dispergiert. Anschliel3end
wird Wasser zugegeben und bei 2000 UpM fur 5 min homogen mit der angedickten Emulsion
vermischt. AbschlieRend wird mit Lactat-Puffer auf 500 g erganzt und bei 2000 UpM fur 5 min

gemischt.
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Tab. 8: Zusammensetzung der Vehikel-Grundlage von Prototyp F

Arbeitsschritte Hilfsstoffe Soll -Einwaage [g]
Polysorbat 60 5
1. Herstellung der Pentylenglycol 50
Emulsion Squalan o5
Wasser ad 220
Emulsion aus Arbeitsschritt 1 110
2. Herstellung der Xanthan Gummi (Amaze XT) 5
O/W-Creme Wasser 181,6
Lactat-Puffer (s. Tab. 7) ad 500

Ubersicht der Herstellmethode fiir Vehikel-Grundlage von Prototyp G

Die Grundlage von Prototyp G (s. Tab. 9) wird in einem einstufigen Prozess hergestellt. Eine
500 g TOPITEC Kruke wird auf einer geeigneten Waage (MonoBloc inside, Mettler-Toledo
GmbH) tariert. Dann werden zuerst alle Feststoffe (Xanthan Gummi: Amaze XT, mesopordses
Siliciumdioxid) eingewogen und im Anschluss werden die flissigen Bestandteile
(Pentylenglycol und Wasser) eingewogen. Im Anreibeschritt werden die Feststoffe in der
flissigen Phase bei 2000 UpM fir 10 min dispergiert. Der zweite Teil des Wassers wird
eingewogen und bei 2000 UpM flr 5 min eingearbeitet. Abschlie3end wird der fehlende Lactat-
Puffer bei 2000 UpM fiir 5 min eingearbeitet.

Tab. 9: Zusammensetzung der Vehikel-Grundlage von Prototyp G

Arbeitsschritte Hilfsstoffe Soll -Einwaage [g]
Xanthan Gummi (Amaze XT) 5
Mesopordses Siliciumdioxid 2,5
1. Herstellung des
Hydrogels Pentylenglycol 25
Wasser 2 x129,25

Lactat-Puffer (s. Tab. 7) ad 500
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Ubersicht der Herstellmethode fiir eine 100 g Vehikel-Grundlage von Prototyp G, um eine 50

q wirkstoffhaltige Ansatzqrofe fur 4.4 herzustellen

Die Herstellung der 100 g Ansatzgrol3e erfolgt in der gleichen Reihenfolge wie in Tab. 9
beschrieben. Jedoch wird hier als RuUhrsystem der gako unguator PRO mit
Standardflugelriihrer (Gako Deutschland GmbH) eingesetzt. Eine 100 g gako unguator Kruke
wird auf einer geeigneten Waage (NewcClassic MF, Mettler-Toledo GmbH) tariert. Dann
werden zuerst alle Feststoffe und im Anschluss alle fliissigen Bestandteile aul3er dem Lactat-
Puffer eingewogen. Der Anreibeschritt besteht aus dem Standardprogramm (Suspensions-
Programm fur WS > 2 % [56]) des gako unguator PRO, welches einmal durchgefihrt wird.
AbschlieRend wird der fehlende Lactat-Puffer bei 1400 UpM fir 4 min eingearbeitet.

Ubersicht der Herstellmethode fiir Vehikel-Grundlage von Prototyp H

Die Herstellung von Prototyp H (s. Tab. 10) erfolgt in einem zweistufigen Prozess. Zuerst wird
die Gel-Stammverreibung hergestellt. Dabei wird ein 500 mL Becherglas auf einer geeigneten
Waage (NewClassic MF, Mettler-Toledo GmbH) tariert und Wasser eingewogen. In einer
separaten Wageschale wird der Gelbildner (SENSOCEL stab 026-N) eingewogen. Der
Gelbildner wird Giber 5 min in Anteilen zum Wasser zu gestreut und mit einem Dispergiergerat
(IKA T25 digital ULTRA-TURRAX, IKA-Werke GmbH & Co. KG) bei 10 000 UpM
vordispergiert. Nach vollstdndiger Zugabe des Gelbildners wird die Probenmasse zu einer
10%igen Stammverreibung bei 20 000 UpM fiir 5 min homogenisiert. Im zweiten Schritt wird
eine O/W-Creme aus der Gel-Stammverreibung hergestellt. Dabei wird eine 500 g TOPITEC
Kruke auf einer geeigneten Waage (MonoBloc inside, Mettler-Toledo GmbH) tariert und die
Gel-Stammverreibung eingewogen. Im Anschluss wird das Squalan eingewogen und bei 2000
UpM fur 10 min in die Gel-Stammverreibung dispergiert. Danach erfolgt die Verdinnung mit
Pentylenglycol, Wasser und Lactat-Puffer durch Mischen bei 2000 UpM far 5 min.
AbschlieRend wird der letzte benétigte Anteil an Lactat-Puffer bei 2000 UpM fir 5 min

eingearbeitet.

Tab. 10: Zusammensetzung der Vehikel-Grundlage von Prototyp H

Arbeitsschritte Hilfsstoffe Soll -Einwaage [g]

Mikrokristalline Cellulose 30
und Xanthan Gummi

1. Herstellung der Gel- (SENSOCEL stab 026-N)

stammverreibung

Wasser ad 300
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Gel-Stammverreibung aus 200
Arbeitsschritt 1
Squalan 12,5
2. Herstellung der
O/W-Creme Pentylenglycol 25
Wasser 64,7
Lactat-Puffer (s. Tab. 7) (2x 98,9) ad 500

3 . 2 . Hersgllung von wirkstofffreien Vehikel -Grundlagen i m Techni kumsmaCst a

Eine AnsatzvergréfRerung von 500 g auf 3000 g erfolgt ausschlieZlich fur die Grundlage des
Prototyps G (s. Tab. 9) mittels eines Labor-Homogenisier-Mischers BECOMI X RW. 2, 5
Berents Gmb HDi&Hefstellung Erfdlgt als zweistufiger Prozess unter Vakuum (0,7

bar Unterdruck), bei einer Manteltemperatur von 20 °C und einer Produkttemperatur von

23 °C. Zuerst wird im Produktbehdlter ca. 1/5 der gesamten Wassermenge vorgelegt, der

Gelbildner (Xanthan Gummi: Amaze XT) zugegeben und mit dem restlichen Wasser erganzt.

Der Gelbildner wird fir 30 min unter konstanter Anwendung des Ankerrihrers (1, 0 m/ s ;
Wec hsel l'inks/rechts) und eiShaiomogBegsanhoak{bvri
m/ s ; o h ndispeirgiertolm zweiten Prozessschritt wird nach ablassen des Vakuums direkt

auf die gelierte Produktmasse das gesamte mesoporose Siliciumdioxid aufgestreut und mit
Pentylenglycol und dem Lactat-Puffer die fehlende Masse ergénzt. Das Einarbeiten erfolgt

unter Vakuum (0,7 bar Unterdruck) fur 30 min bei einem aktivierten Ankerrthrer (1, 0 m/ s

Wechsel l inks/ rechts).
3.2.1.3 Einarbeitung von Wirkstoff in wirkstofffreien Vehikel -Grundlage n  im
Rezepturmalfistab

Beide WS werden vor der Verwendung fir ca. 2 Stunden auf RT angewarmt, da Nadifloxacin
(NDN) bei -20 °C und Benzoylperoxid (BPO) bei 2-8 °C gelagert wird. Die bendtigte Menge an
BPO wird zur Desagglomeration durch ein Teesieb aus Edelstahl (Siebmaschenweite: ca. 800
pm) in eine Fantaschale gesiebt. Eine 50 g gako unguator Kruke wird auf einer geeigneten
Waage (DeltaRange, Mettler-Toledo GmbH) tariert. Im Anschluss werden ca. 25 % der

wirkstofffreien Grundlage eingewogen (s. 3.2.1.1). Danach werden beide WS nacheinander
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unter Berlcksichtigung der Wirkstoffkonzentration und des Wirkstoff-Einwaage-
Korrekturfaktors direkt in die Kruke, zentrisch auf die wirkstofffreie Grundlage, eingewogen.
Mit der fehlenden Masse an wirkstofffreier Grundlage, wird der Ansatz auf 50 g erganzt und
dabei das Wirkstoffpulver komplett Uberdeckt. Das Einarbeiten der WS erfolgt in zwei
Arbeitsschritten. Zuerst wird ein Anreibeschritt durchgefuhrt: Hier wird ein Standardprogramm
(Suspensions-Programm fir WS > 2 % [56]) des gako unguator PRO (Gako Deutschland
GmbH) dreimal in Folge mit seinem Standardflligelriihrer verwendet. Im Anschluss erfolgt der
Homogenisierungsschritt, der die Fertigstellung der wirkstoffhaltigen Zubereitung bei 1400
UpM fiir 6 min gewahrleistet. Bei der Herstellung der Prototypen F-H wird die Kruke wahrend
der gesamten Prozesszeit von 10 min von auf3en durch ein Eiswasser-Bad gekiihlt, sodass

die Produkttemperatur wahrend der gesamten Verarbeitung unter 25 °C bleibt.

Pooling von 4-Einzelanséatzen, um eine AnsatzgrofRe von 200 g mit hoher Probenhomogenitat

der wirkstoffhaltigen Vehikel-Grundlagen von Prototypen F-H fiir 4.2, 4.3 und 4.4 herzustellen

Eine 200 g gako unguator Kruke wird auf einer geeigneten Waage (NewClassic MF, Mettler-
Toledo GmbH) tariert. Im Vorfeld werden vier wirkstoffhaltige Ansatze mit jeweils 60 g
hergestellt (s. 3.2.1.3), von jedem Ansatz werden anschlieRend jeweils ca. 50 g in die Kruke
eingewogen. Im anschlieRenden Homogenisierungsschritt wird bei 1400 UpM fir 20 min 200
g Zubereitung hergestellt. Wahrend des gesamten Rihrprozesses wird die Kruke von auf3en
durch ein Eiswasser-Bad gekihlt, sodass die Produkttemperatur wahrend der gesamten
Verarbeitung unter 25 °C bleibt.

Um eine Placebo-Kontrollgruppe mit vergleichbaren Eigenschaften zu erhalten, werden 200 g
wirkstofffreie Grundlage in eine 200 g gako unguator Kruke eingewogen und dem gleichen

Homogenisierungsschritt unterzogen.

3.2.1.4 Einarbeitung von Wirkstoff in wirkstofffreien Vehikel -Grundlagen im

Techni kumsmaCstahb

Die Herstellung einer wirkstoffhaltigen Zubereitung im TechnikumsmalRstab erfolgt
ausschlie3lich fur den Prototyp G mit 1 % NDN und 5 % BPO. Hierfir wird zundchst eine
Stammverreibung der WS im gako unguator PRO mit Standardfltigelrtihrer (Gako Deutschland
GmbH) hergestellt, um eine ausreichende Wirkstoffhomogenitat zu erhalten. Daflir werden die
WS aus dem Kihlschrank entnommen und zun&chst auf RT erwarmt. BPO wird mit Hilfe eines

manuellen Siebgerates (Maschenweite von 800 um) desagglomeriert.
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Eine 500 g gako unguator Kruke wird auf einer geeigneten Waage (NewClassic MF, Mettler-
Toledo GmbH) tariert. Im Anschluss werden ca. 10 % der wirkstofffreien Vehikel-Grundlage

(die zuvor im Labor-Homogenisier-Mischer BECOMI X RW 2, 5, A. Berents

hergestellt wird, s. 3.2.1.2) eingewogen. Im Anschluss werden beide WS (NDN: 21 g; BPO:
140 g) nacheinander unter Berucksichtigung der Wirkstoff-Einwaage-Korrekturfaktoren direkt
in die Kruke, zentrisch auf die wirkstofffreie Grundlage eingewogen. Mit der fehlenden Masse
an wirkstofffreier Grundlage wird der Ansatz auf 480 g ergéanzt und dabei das Wirkstoffpulver
komplett Uberdeckt. Das Einarbeiten der WS erfolgt bei 2400 UpM fiir 30 min, unter standiger
Kihlung (< 25 °C) der Kruke durch ein externes Eiswasser-Bad. Um 2000 g wirkstoffhaltigen
Protottyp G herzustellen, werden im Produktbehalter des Labor-Homogenisier-Mischers 750
g wirkstofffreie Grundlage vorgelegt mit 460 g Stammverreibung versetzt und auf 2000 g mit

fehlender Masse an wirkstofffreier Vehikel-Grundlage erganzt. Das Mischen erfolgt hier fiir 30

G

min bei einen aktivierten Ankerriihrer (1 , 0 m/ s ; We ¢ h sumter VakuumKOs7/bare c h't s )

Unterdruck), einer Manteltemperatur von 20 °C und einer Produkttemperatur von 23 °C.

3.2.2 Bestimmung des mik ro- und makroskopischen Erscheinungsbildes

Das mikroskopische Erscheinungsbild der Proben wird durch polarisationsmikroskopische
Aufnahmen mittels Lichtmikroskop (Axio Imager Z.1, Carl Zeiss AG) miteiner AX i o c am
Far bk a mestgelaalten. Dabei wird ein 20x 0.8 Objektiv verwendet. Es wird eine
Spatelspitze Probe auf einem Objekttrager vorgelegt und mit einem Tropfen Wasser verdinnt.
Auf die verdinnte Probenmasse wird ein Deckglas aufgelegt und im Anschluss sofort

analysiert. Dieser Vorgang wird fir jede Probe dreimal hintereinander durchgefinhrt.

Das makroskopische Erscheinungsbild wird mit einer Kamera (Sony Cyber-shot DSC-
RX100M3, Sony Europe B.V.) mit Stativ dokumentiert. Dabei werden die Aufnahmen mit und
ohne Schwarztafel als Hintergrund durchgefuhrt. Alle Aufnahmen werden ohne Tageslicht

Einfluss im Endgefall gemacht.

3.2.3 Bestimmung des pH -Wertes

Die pH-Werte der Prifproben werden mit einem pH-Meter (SevenEasy, Mettler-Toledo GmbH)
und einer speziellen pH-Einstabmesskette fiir halbfeste Zubereitungen (InLab Viscos Pro-ISM,
Mettler-Toledo GmbH) gemessen. Dabei wird in ein 2 mL Einmal-Reaktionsgefald ca. 1 mL

Prifprobe vorgelegt. Die unverdiinnten Proben werden dreimal hintereinander direkt ver-

105
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messen und der Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD) gebildet. Wird eine pH-
Abnahme angegeben, dann berechnet sich diese durch die Subtraktion des Ausgangswertes
(t=0d, RT) mit dem jeweils gemessenen pH-Wert der Probe zum Prifzeitpunkt (z. B. t = 14
d, 40 °C). Aus den drei ermittelten Differenzen wird der MW mit SD gebildet.

3.2.4 Bestimmung des Wirkstoffgehalts mittels HPLC

Die Quantifizierung der WS in Prifproben erfolgt mittels HPLC der Firma Shimadzu GmbH.
Dabei erfolgt die Kalibrierung in unterschiedlichen Arbeitsbereichen fir NDN: 50-100 pg/mL,
100-250 pg/mL und fur BPO: 100-250 pg/mL, 250-500 pg/mL gemalR ICH Q2(R1) [57]. Die
Berechnung der Wirkstoffkonzentration erfolgt auf Grundlage der Korrelation der gemessenen
Peakflache mit der Wirkstoffkonzentration.

3.2.4.1 HPLC-Methode

Die Wirkstoffkonzentration wird mit einem CBM-20 A HPLC-System bestimmt, das mit einem
UV-VIS-Detektor (SPD-20A) ausgestattet ist. Als stationare Phase dient eine HPLC-Saule RP-
C18 (EC 125/4 NUCLEOSIL 100-5 C18, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG). Die
Temperatur des Saulenofens wird auf 35 °C und die Flussrate auf 1 mL/min eingestellt. Das
Injektionsvolumenwirdauf 10 &L m{AECN) dslgaktomsingdinm dingestellt. Die
Detektion der WS erfolgt bei einer Wellenldnge von 236 nm, dabei eluiert NDN nach einer

Retentionszeit von ca. 5,5 min, und BPO nach ca. 12 min (s. Abb. 7).

————————— T ——— T T —— T —— [ ——————— ————r——
0.0 1.0 20 30 40 50 6.0 70 80 90 10,0 110 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 mn

Abb. 7: Referenz-Chromatogramm von NDN und BPO in ACN

Um die gewlinschte Trennung beider WS zu ermdglichen, wird ein Gradient gefahren. Die
mobile Phase des Gradienten enthalt ACN, Methanol (MeOH) und Wasser (H20) mit einem

Zusatz von 0,1 % (V/V) 98%igen Ameisensaure.
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Die Zusammensetzung der mobilen Phase andert sich tber die Chromatographiedauer von

17 min gemaf Tab. 11.

Tab. 11: Zusammensetzung der mobilen Phase

Zeit [min] Modus Zusammensetzung [%]
0-1 isokratisch 70/30: H2O/ACN
1-2 gradient 33/67: H.O/MeOH
2-14 isokratisch 33/67: H:O/MeOH
14-15 gradient 70/30: H>O/ACN
15-17 isokratisch 70/30: H2O/ACN

Arzneibuch-konformes BPO darf bis zu 1,5 % Benzoeséaure als Verunreinigung enthalten [16].
Die entwickelte HPLC-Methode kann diese mit einer Retentionszeit von ca. 3,5 min von beiden
WS trennen (s. Abb. 8-10).
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Abb. 9: Referenz-Chromatogramm von Benzoeséaure in ACN im Rahmen der

Methodenentwicklung
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Abb. 10: Referenz-Chromatogramm von NDN, BPO und Benzoeséaure

(zu gleichen Anteilen: 1+1+1) in ACN im Rahmen der Methodenentwicklung

3.2.4.2 Probenaufbereitung aus Formulierungen

Aus den zu untersuchenden Proben mit 1 % NDN und 10 % BPO werden jeweils drei Aliquote
zu je 0,25 g Probenmasse mit einer Transferpipette enthommen, in einen tarierten 10 mL
Messkolben uberfuhrt und ca. zur Halfte mit ACN beflllt. Die Proben werden mit einem
Ultraschallbad (Sonorex Super RK 106, Bandelin electronic GmbH & Co. KG) fir 30 min
beschallt. Im Anschluss werden die Messkolben ad 10 mL mit ACN befillt und manuell
geschuittelt. Der vollstandige Inhalt wird in 15 mL Zentrifugenréhrchen tberfihrt und fir 15 min
bei 22 °C mit 3000 UpM mit einer Zentrifuge (Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments)
zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer 5 mL Einmalspritze abpipettiert und durch ein 0,20
em Sprit zenCHROMAFLXtfaiHIPTFE-20/26, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG) filtriert. Im Anschluss erfolgt eine 1:5 Verdunnung jeder Probe mit filtriertem ACN, um im
Kalibrierbereich der HPLC-Methode (s. 3.2.4.1) die Wirkstoffkonzentration vermessen zu

konnen. Jedes der drei Aliquote wird einmal vermessen und daraus der MW mit SD gebildet.

Optimierte Probenaufbereitung aus Formulierungen fir die Prototypen F-H mit 1 %

Nadifloxacin und 5 % Benzoylperoxid

Um die Probenaufbereitung zu beschleunigen und ressourceneffizienter zu Arbeiten wird fur
die Prototypen F-H die analytische Probenaufbereitung optimiert. Zuerst wird ein 15 mL
Zentrifugenréhrchen auf eine geeignete Waage (DeltaRange, Mettler-Toledo GmbH) tariert.
Im n&chsten Schritt wird ca. 0,1 g wirkstoffhaltige Probe mittels Spatel in das
Zentrifugenréhrchen tberfihrt und genau gewogen. Dabei sollte die Probenmasse am Boden
des Zentrifugenréhrchen platziert werden. Im ersten Extraktionsschritt wird 3 mL Wasser mit
einer 5 mL Pipette (Transferpette S, BRAND GmbH + Co. KG) zugegeben und im Anschluss
wird die Probe fur 5 min bei 500 UpM im Labor-Schiittler (VXR basic Vibrax, IKA Werke GmbH

& Co. KG) geschuttelt. Dieser Schritt ist erforderlich, um die Gelstruktur zu verdiinnen.
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Beide WS sedimentieren danach als Wirkstoffpartikel am Boden des Zentrifugenrohrchen. Im
zweiten Extraktionsschritt wird 2 x 5 mL ACN zupipettiert und im Anschluss wird die Probe fir
60 min bei 1250 UpM geschuttelt. Dieser Schritt ist erforderlich, um beide WS in die Lésung
zu bringen und stérende Gelbildner auszuféllen. Anschlie@end wird 3 mL klarer
Extraktiberstand mittels 5 mL Einmalspritzen aufgezogen und durch einen 0,20 € m
Spritzenvorsatzfilter (CHROMAFIL Xtra H-PTFE-20/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG) filtriert. Der erste 1 mL wird verworfen, danach wird 1 mL direkt in ein HPLC-Vial filtriert,

dieses verschlossen und ohne weitere Verdiinnung direkt mittels HPLC analysiert.

3.2.5 Stabilitdtsuntersuchung der Wirkstoffe

Die Stabilitdtsuntersuchung der WS gliedert sich in drei Teilaspekte, die in 3.2.5.1-3.2.5.3
beschrieben werden. Die gewahlten Studiendesigns der Untersuchungen dienen dazu, bei
mdglichst geringem Wirkstoffverbrauch einen optimalen Erkenntnisgewinn fir die finale
Stabilitdtsuntersuchung (s. 3.2.6) zu erzielen. Zur Bewertung der Prifergebnisse wird das

Bewertungssystem, das in 3.2.7 beschrieben wird, verwendet.

3.2.5.1 Untersuchung der intrinsischen chemischen Stabilitéat der Wirkstoffe

Das Studiendesign der intrinsischen chemischen Stabilitat (s. Tab. 12) beinhaltet funf
Versuche, bei jeweils unterschiedlichen pH-Bedingungen. Diese Stressbedingungen
ermdglichen es die Oxidations- und Hydrolysestabilitéat der WS zu prifen [58, 59], die mittels
Gehaltsbestimmung (s. 3.2.4) festgestellt werden.

Alle Proben werden bei RT am Arbeitsplatz und bei 60 °C im Trockenschrank (TU 60/60,
Heraeus Holding GmbH) unter Lichtschutz gelagert. Proben, die bei RT eingelagert werden,
weisen eine Lagerdauer von einem und 7 Tagen auf. Aufgrund der geringen
Reaktionsgeschwindigkeit wird t = 1 d als Startwert herangezogen. Somit erfolgt ein
Probenvergleich bei RT mit Bezug auf t = 1 d. Des Weiteren werden Proben bei 60 °C fir 7

Tage gelagert. Als Vergleich dienen Proben, welche bei RT fur 7 Tage gelagert werden.

Die gelagerten Proben werden aufgrund der geringen Loslichkeit der WS in Ubereinstimmung
mit ICH Q1A(R2) [60] als 1%ige Suspensionen in den jeweiligen wassrigen Medien
(Wasser+Puffer/H»0-) hergestellt. Es werden drei Anséatze hergestellt: a) NDN, b) BPO, c)
NDN+BPO. Jeder Ansatz wird dreimal hergestellt und jeweils einmal vermessen und der MW
mit SD gebildet.
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Fur die Pufferung der wassrigen Medien (bei pH: 5,5 und 7,0) wird ein Phosphat-Puffer mit

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat und Dinatriumhydrogenphosphat-Anhydrat eingesetzt.

Der Puffer wird auf Basis einer 0,1 M Saure hergestellt. Fir wassrige Medien bei pH 1,0 und

13,0 wird jeweils eine 0,1 M HCI- und 0,1 M NaOH-Stammldsung eingesetzt. Fir die Lagerung
in 0,35 % H20, wird eine 35%ige H20>-Stammldsung im Verhaltnis 1:100 mit Phosphat-Puffer

(pH 7,0) verdunnt. Die WS werden in einem tarierten 10 mL Messkolben exakt eingewogen,

mit den wassrigen Medien versetzt und anschlieBend gelagert. Nach dem Erreichen des

Prifzeitpunktes werden die Proben wie folgt aufbereitet: Es wird ca. 5 mL ACN hinzugegeben,

um die WS vollstandig in Losung zu bringen. Dabei werden die Proben fur 30 min im
Ultraschallbad (Sonorex Super RK 106, Bandelin electronic GmbH & Co. KG) beschallt und

im Anschluss auf ad 10 mL mit ACN aufgefullt und héandisch geschuttelt. Im Anschluss erfolgt

eine 1.5 Verdiinnung mit reinem ACN. Nach der Verdinnung wird 1 mL Wirkstoffldsung mittels

einer 5 mL Einmalspritze abpipettiert und durch einen 0,20 € m
(CHROMAFIL Xtra H-PTFE-20/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) in ein HPLC Vial

filtriert.

Spritzenvorsat

Tab. 12: Studiendesign der intrinsischen chemischen Stabilitdtsuntersuchung

Versuche pH-Bedingungen Anséatze Lagerbedingungen | Prifzeitpunkte
1 1,0 (0,1 M HCI)
2 5,5 (Puffer) NDN RT t=1d
3 7,0 (Puffer) BPO 60 °C t=7d
4 13,0 (0,1 M NaOH) NDN+BPO
5 7,0 (Puffer)
+ 0,35% H.0,

3.2.5.2 Untersuchung der Wirkstoff stabilitdt unter Berlicksichtigung wichtiger Vehikel -

Grundlagen

Die Stabilitatsstudie (s. Tab. 13) gibt Hinweise zur Wirkstoffstabilitat in Anwesenheit relevanter

Vehikel-Grundlagen.

Dort werden unterschiedliche HS und HS-Kombinationen mit

unterschiedlichen Konzentrationen in Vehikel-Grundlagen (s. 3.2.1.1) eingesetzt.



Materialien und Methoden 37

Fur die Studie werden je Vehikel drei Ansatze hergestellt: a) NDN, b) BPO, c) NDN+BPO.
Jeder Ansatz wird einmal hergestellt (s. 3.2.1.3) und entsprechend der Anzahl der
Prufzeitpunkte, jeweils in gleich grof3e Teilmengen in Glasvials (20 mL Injektionsflaschen)
tberfiihrt und im Trockenschrank (TU 60/60, Heraeus Holding GmbH) bei 40 °C eingelagert.
In den Vehikeln liegen die WS in ihren topisch maximal eingesetzten Konzentrationen vor. Als
Prufzeitpunkte werden t = 0 d, 14 d und 28 d gewahlt. Folgende Prifungen werden
durchgefihrt: Untersuchung des makroskopischen Erscheinungsbildes, Bestimmung des pH-
Wertes und des Wirkstoffgehalts mittels HPLC (s. 3.2.2-3.2.4).

Tab. 13: Studiendesign der Stabilitatsuntersuchung mit wichtigen Vehikel-Grundlagen

Ansatze Wirkstoff - Lagerbedingung Prufzeitpunkte
Konzentration

NDN NDN: 1 % 40 °C t=0d
BPO BPO: 10 % t=14d
NDN+BPO t=28d

3.2.5.3 Untersuchung der Wirkstoffstabilisierung von B enzoylperoxid in Vehikel -

Grundlagen

Es werden MaflRnahmen ergriffen, um die Wirkstoffstabilitdt von BPO in Vehikel-Grundlagen
zu erhoéhen. Insbesondere gehdren dazu: Die Identifizierung von kritischen HS, der Einsatz
von Stabilisatoren (HS) zur Verlangerung der BPO-Lebensdauer in Vehikeln und die

Untersuchung des Einflusses des Herstellverfahrens auf die BPO-Probenstabilitat.

Identifizierung kritischer Hilfsstoffe von Benzoylperoxid

Um kritische HS zu identifizieren, werden diese jeweils einzeln mit Gelbildner (SEPINEO
D.E.R.M), Puffer-Substanz (NaOH/HCI-Stammldsung) und Wasser vermischt (s. 3.2.1.1). Im
Anschluss erfolgt das Einarbeiten von 10 % BPO (s. 3.2.1.3). Jeder Ansatz wird einmal
hergestellt und entsprechend der Anzahl der Prifzeitpunkte, jeweils in gleich grof3e
Teilmengen in Glasvials (20 mL Injektionsflaschen) Gberfihrt und im Trockenschrank (TU
60/60, Heraeus Holding GmbH) bei 40 °C eingelagert und an den Prifzeitpunkten t=0d, 14
d, 28 d und 84 d untersucht.
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Es werden Untersuchungen des makroskopischen Erscheinungsbildes, Bestimmung des pH-
Wertes und des Wirkstoffgehalts mittels HPLC durchgefiihrt (s. 3.2.2-3.2.4).

Einsatz von potenziellen Stabilisatoren zur Verlangerung der Benzoylperoxid-Lebensdauer in

Vehikel-Grundlagen

Die Identifizierung der HS (Stabilisatoren), die mdglicherweise die BPO-Lebensdauer im
Vehikel erhéhen kdnnen, wie z. B. Antioxidantien und Puffersalze (s. 4.1.3), wird nach dem
gleichen Prinzip wie i m obigen Abschni tt Al dent i fi

Benzoylperoxidi dur chgef ¢hrt .
Ausnahmen stellen folgende Versuchsreihen dar:

1) Untersuchung der BPO-Stabilitéat mit verschieden Gelbildnern:
Hier werden die jeweiligen Gelbildner statt SEPINEO D.E.R.M. eingesetzt.

2) Untersuchung der BPO-Stabilitdt mit verschieden Puffersystemen:
Hier wird 3 % KETROL F als Gelbildner verwendet und die Puffer (Milchsaure/Laktat,
Essigsaure/Acetat und Dinatriummonohydrogenphosphat-Anhydrat/Natriumdihydrogen-
phosphat-Dihydrat) auf eine 0,1 M Saure eingestellt fir einen pH-Wert von 5,5.

3) Untersuchung der BPO-Stabilitdt mit Docusat-Natrium und Antioxidantien:
Hier wird zuséatzlich zu 10 % BPO, 1 % NDN allein und in Kombination mit 10 % BPO
untersucht. Fur die Docusat-Natrium-haltigen Proben wird 2%iges SEPINEO DERM als
Geldbildner verwendet. Fir Proben mit Antioxidantien werden folgende Gelbildner
verwendet: RonaCar AP und GRINDOX 1032: 1%iges Pemulan TR1; RonaCare MAP:
2%iges Amaze XT.

Einfluss des Herstellverfahrens auf die Benzoylperoxid-Stabilitat in Vehikel-Grundlagen

Zur Abklarung eines moglichen Einflusses des Herstellverfahrens auf die BPO-Stabilitat in
Vehikel-Grundlagen (s. 3.2.1.1) ist eine systematische Untersuchung erforderlich. Dabei wird
mit der bisherigen Herstellmethode (s. 3.2.1.3), der sog. Standard-Methode (STD-Methode),
jeweils eine 1%ige und 10%ige BPO-Formulierung hergestellt und mit zwei weiteren Methoden
(Methode 2 und 3) verglichen.

Mit Methode 2 und 3 werden lediglich 10%ige BPO-Formulierungen hergestellt. Bei der
Methode 2 (sog. KUHL-Methode) werden die gleichen Prozessparameter gefahren, wie bei
der bisherigen Herstellmethode. Eine Ausnahme stellt hier die externe Kihlung (< 25 °C) des

RuhrgefalRes durch Eiswasser dar, welche eine starke Temperaturentwicklung wahrend der

z

erun
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Herstellung verhindert und somit den Temperatureinfluss mit Hilfe eines IR-Thermometers
(testo 830-T4, Testo SE & Co. KGaA) auf die BPO-Stabilitat untersucht.

Methode 3 (die sog. Optimierungs-Methode: OPT-Methode) verzichtet auf den Anreibeschritt.
Die bendtigte homogene Wirkstoffverteilung der Grundlage wird durch den langeren
Homogenisierungsschritt bei 400 UpM fir 10 min erreicht. Das Ziel ist es, den Einfluss der
Scherbelastung auf die BPO-Probenstabilitit zu untersuchen. Eine Reduktion der
Scherbelastung kann durch die Reduktion der Umdrehungszahl des Ruhrwerkzeuges

ermdglicht werden.

Der Einfluss auf die Stabilitdt wird aus dem pH-Wert abgeleitet (s. 3.2.3), der nach einer
Lagerdauer von t = 14 und 28 Tagen bei 40 °C gemessen wird. Jede Formulierung wird einmal
mit jedem Herstellverfahren hergestellt und entsprechend der Anzahl der Prifzeitpunkte,
jeweils in gleich groRe Teilmengen in Glasvials (20 mL Injektionsflaschen) tberfiihrt und im

Trockenschrank (TU 60/60, Heraeus Holding GmbH) eingelagert.

3.2.6 Stabilitdtsuntersuchung der Wirkstoffe in finalen Vehikel -Grundlagen

In der finalen Stabilitdtsuntersuchung (s. Tab. 14) erfolgt die Untersuchung der
wirkstoffhaltigen Proben (NDN+BPO) mit 1 % NDN und 5 % BPO (s. 3.2.1.3) und
wirkstofffreien Proben als Placebo-Kontrollgruppe (VEHIKEL) in Prototypen F-H (s. 3.2.1.1).
Dabei wird jeder Ansatz einmal hergestellt und entsprechend der Anzahl der Prifzeitpunkte
und Lagerbedingungen, jeweils in gleich groRe Teilmengen in Glasvials (5 mL
Injektionsflaschen) und in Tuben (aus Polyethylen (PE) Kunststoff und Aluminium (ALU))
dberfiihrt und eingelagert.

Die Stabilitatsuntersuchung gliedert sich in zwei Teile, die sich im Studiendesign
unterscheiden, mit dem Ziel, Ressourcen einzusparen. Folgende Priifungen werden in beiden
Teilen durchgefuhrt: Mikro- und makroskopisches Erscheinungsbild, pH-Wert, Wirkstoffgehalt,
und rheologische Eigenschaften (s. 3.2.2-3.2.4 und 3.2.8). Zur Bewertung der Priifergebnisse

wird das Bewertungssystem (s. 3.2.7) verwendet.



Materialien und Methoden

40

Tab. 14: Studiendesign der Stabilitatsuntersuchung fir finale Vehikel-Grundlagen

Anséatze Wirkstoff - Primar - Lager - Prifzeitpunkte
Konzentration packmittel bedingungen
VEHIKEL NDN: 1 % Glasvial 5°C/k.r. F. t=0d
NDN+BPO BPO: 5% PE-Tube 25°C/60%r. F. t=28d
ALU-Tube 40°C/75%r. F. t=84d
t=168d

3.2.6.1 Ermittlung des geeigneten Primarpackmittels

Der erste Teil dient der Ermittlung eines geeigneten Primarpackmittels. Folgende zum

Studienstart verfligbaren Priméarpackmittel werden dabei verwendet:

1) handelslbliche Tuben aus PE ohne Innenschutzbeschichtung.

2) handelsibliche Tuben aus ALU mit Innenschutzlack.

3) Glasvials aus Neutralglas (Glas-Typ 1 Qualitdt nach Ph. Eur.) als Kontrollgruppe.

Hier wird eine 3-monatige Untersuchungsdauer angesetzt, mit einer Lagerung bei 25 °C / 60
% r. F. und 40 °C / 75 % r. F. (Stressbedingung) im Klimaschrank (TCS-1001, ThermoTEC
Weilburg GmbH & Co. KG). Proben werden zu den Zeitpunkten t = 28 d und 84 d untersucht.

3.2.6.2 Ermittlung der geeigneten Lagerbedingung und Laufzeit

Der zweite Teil ermdglicht es, die Stabilitat der finalen Zubereitungen vergleichend zu

bewerten und eine Laufzeit mit inklusive Lagerbedingung, mit hoher Sicherheit vorherzusagen.

Hierbei wird ausschlieBlich Glas als Primarpackmittel verwendet, eine Prifdauer von 6
Monaten angesetzt und die Proben im Kuihlschrank (MPR-214F, SANYO Electric Co., LTd.)
bei 5 °C/ k. r. F., sowie bei 25 °C /60 % r. F. und 40 °C /75 % r. F. im Klimaschrank (TCS-
1001, ThermoTEC Weilburg GmbH & Co. KG) gelagert. Eine Prifung erfolgt hier nach t = 28
d, 84 d und 168 d.
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3.2.7 Bewertungssystem der Stabilitatsuntersuchung

Um die Visualisierung der Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchungen (s. 3.2.5-3.2.6) zu
vereinfachen, wird ein Ampelsystem als Bewertungsschema verwendet. Dabei sind folgende
Parameter als kritisch anzusehen (s. Tab. 15): Wirkstoffstabilitat in Vehikeln, pH-Stabilitat und
makroskopische Stabilitat der Proben. Die Feststellung kritischer Anderung erfolgt durch den
Vergleich des Priifergebnisses der Proben nach Lagerung mit dem jeweiligen Ausgangswert
(t=0d, RT), d. h. dem Zustand der Proben nach der Herstellung.

Das makroskopische Aussehen verandert sich kritisch, wenn eine Probenverfarbung von weif3
nach gelb/braun und/oder ein Viskositatsabfall, welcher zum Verlust des halbfesten
Charakters fuhrt, vorliegt. Eine leichte Synérese der Proben ist als akzeptabel zu bewerten.

Erfolgt keine makroskopische Anderung der Proben, so wird dies mit gut bewertet.

Zur Bewertung der Wirkstoffstabilitat erfolgt folgende Klassifizierung: Eine Wirkstoff-
Gehaltsabnahme zum Ausgangswert um O 5 %,

von < 5 %, ist als akzeptabel und keine Abnahme ist als gut zu bewerten.

Die pH-Abnahme im Vehikel stellt eine sehr wichtige PriifgréRe dar. Eine Abnahme groR3er als
eine pH-Einheit ist als kritisch zu bewerten, da dies als treibende Kraft fir weitergehend
chemische und physikalische Veranderung der Formulierungen anzusehen ist. Die restliche
Klassifizierung der pH-Abnahme ist in Tab. 15 aufgefiihrt und folgt dem gleichen

Bewertungsschema.

Tab. 15: Bewertungssystem von kritischen Parametern wie WS-, pH- und makroskopische
Stabilitat

Abnahme: | Abnahme: Anderung des makroskopischen Bewertungen
WS-Gehalt | pH-Wert Aussehens
[%6] [/]

£ Proben Verfarbung und/oder .
© 5 >10 Viskositatsabfall iitisch @
<5 0,5-1,0 Leichte Synarese der Proben Akzeptabel

0 <05 Prufprobe | Probe beit=0d, RT Gut .

i st
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3.2.8 Untersuchung der rheologische n Eigenschaften mittels Rotations - und

Oszillationsmessung

Die rheologischen Eigenschaften werden mit einem Rheometer (Physica MCR 501, Anton
Paar Group AG) charakterisiert. Dabei erfolgt die Messung fir Proben beit = 0 Tagen 24 h
nach Herstellung. Bei Lagerproben jeweils 3 Tage nachdem sie ausgelagert werden. Die
Messung erfolgt mit einer Platte-Platte-Geometrie. Der Durchmesser der Platte betragt 25 mm,
der Messspalt wird auf 200 um und die Messtemperatur auf 20 °C festgelegt. Die detaillierte
Auflistung der Methodenparameter ist in den Tab. 16 und 17 zu finden. Aus jeder Probe
werden jeweils drei Aliquote mit ausreichender Probenmasse entnommen, einmal vermessen
und der MW mit SD gebildet.

Tab. 16: Ubersicht der Methode zur Rotationsuntersuchung (FlieRkurve)

Methoden schritte Schergeschwindigkeit Messpunkte Messdauer pro
[1/s] Messpunkt [s]
Vorscherung 100 20 3
Schererholung - 40 3
Aufwartskurve 1-1000 40 4
Konstante Scherung 1000 20 6
Abwartskurve 1000-1 40 4

Tab. 17: Ubersicht der Methode zur Oszillationsuntersuchung (Amplitudentest)

Methoden schritte Scher - Scher - Winkel ge- Mess- | Mess-
geschwindig - | deformation | schwindigkeit punkte | dauer
keit [1/s] [%0] [rad/s] pro
Mess-
punkt
[s]
Vorscherung 100 - - 15 4
Schererholung 0 - - 40 3
Amplituden Sweep - 1-1000 10 16 5
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3.2.9 Untersuchung der d ermato -biopharmazeutische n Eigenschaften mittels in -vitro
Methode

Fur die dermato-biopharmazeutische Charakterisierung der Formulierungen wird eine dafur
eigens entwickelte in-vitro Methode, die im Rahmen einer Masterarbeit [61] entstanden ist, zur
Untersuchung der Wechselwirkung (Interaktion) von Vehikel-Grundlagen mit kunstlichem
Sebum, eingesetzt.

3.2.9.1 Herstellung von kinstliche m Sebum

Das kinstliche Sebum wird mit HS hergestellt, die in Tab. 18 aufgeflhrt sind. Alle
Komponenten werden in eine tarierte Fantaschale mit Pistill eingewogen und bei 60 °C im
Wasserbad geschmolzen. Die geschmolzenen Komponenten werden durch standiges Rihren
zu einer homogenen Masse auf RT kaltgerihrt. Um 0,1 % Farbstoffmarker (1,4-Bis(p-tolyl-
amino)anthrachinon: Dragocolor Turkis Nr. 656871) in das kiinstliche Sebum einzuarbeiten,
wird eine weitere Fantaschale mit Pistill tariert, die vollstindige Masse an Farbstoffmarker
gewogen und vorgelegt und mit 5 g Sebum angerieben. Anschlielend erfolgt eine schrittweise

Einarbeitung des restlichen Sebums, bis zur gewinschten Endmasse von 100 g.

Tab. 18: Zusammensetzung des kinstlichen Sebums gemalf [62]

Hilfsstoffe Zusammensetzung [%]
Squalen (98 %) 15
Paraffinwachs 10
Cetylpalmitat 15
Olivendl 10
Kokosnussfett 10
Baumwollsamendl 25
Olsaure 1,4
Palmitoleinsaure (99 %) 5
Palmitinsaure 5
Cholesterin 1,2
Cholesterinoleat (85 %) 2,4
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3.2.9.2 Ablauf der in -vitro Methode

Ein hydrophober Polytetrafluorethylen (PTFE) Membranfilter (Mitex 5 e m PTFE Membr an
Merck Millipore GmbH) dient zur Simulation von Haarfollikelkan&len und der Hautoberflache.

Dieser Membranfilter wird mit kinstlichem Sebum (s. Tab. 18) beladen. Die Methode ist in

Abb. 11 schematisch in 5 Arbeitsschritten dargestellt.

Schritt 1: Das kunstliche Sebum wird in Methyl-tert-Butylether (MTBE) im Verhaltnis 1:4 geldst
und durch vi er mal u3Rpette (TramaferpetteeS, BRANMD GInBH+ Co. KG)

auf den Membranfilter aufgetragen.

Schritt 2: Nach dem Trocknen (35 °C, 70 min im Trockenschrank: TU 60/60, Heraeus Holding
GmbH) und Wiegen der Membran (vor und nach Beladung mit kiinstlichem Sebum) werden
ca. 200 mg der jeweiligen Prifproben auf die Oberseite des Membranfilters mit Hilfe eines

Plexiglaszylinders aufgetragen.

Schritt 3: Der Membranfilter wird dann zwischen zwei Glashalterungen (Glasgestell) gelegt,

mit Parafilm abgedeckt und 24 Stunden lang bei 32 °C gelagert.

Schritt 4: AnschlieRend werden die Proben mit Hilfe eines Baumwolltupfers, der mit 0,5%iger

Kochsalzlésung getrankt ist, vom Membranfilter entfernt.

Schritt 5: Schliel3lich wird der Membranfilter im Anschluss bei 35 °C fiir 1 h im Trockenschrank
getrocknet und danach das verbleibende kiinstliche Sebum mit 3 mL einer 1.2 MTBE/Ethanol-
Mischung im Ultraschallbad (Sonorex Super RK 106, Bandelin electronic GmbH & Co. KG) 5
min lang extrahiert. Das gesamte Extrakt wird mit einer 5 mL Spritze mit Kanile aufgezogen
und mit einem 0,20 ¢ mSpritzenvorsatzfilter (CHROMAFIL Xtra H-PTFE-20/25, MACHEREY -
NAGEL GmbH & Co. KG) wird 1 mL direkt ins HPLC Vial filtriert.

S —

_ (1) ] @) )
Glasgestell — N
mit PTFE-Filter

Lagerung Ej G Trocknung & Extraktion
3) (4) (5) HPLC

Abb. 11: Schematischer Ablauf der in-vitro Methode zur Untersuchung der Wechselwirkung

von Vehikel-Grundlagen mit kiinstlichem Sebum
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3.2.9.3 Quantifizierung der extrahierten Menge an kiinstliche m Sebum mittels HPLC

Zur Bestimmung der im Membranfilter verbliebenen Sebummenge wird ein UV-aktiver
lipophiler Farbstoff (Dragocolor tirkis Nr. 656871) als Marker verwendet. Die Kalibrierung
erfolgt hier Uber eine Korrelation der Peakhdhe mit der Farbstoffkonzentration im
Arbeitsbereich von: 0,5-2,5 pg/mL und 2,5-10 pg/mL gemaR ICH Q2(R1) [57]. Der
Farbstoffmarker wird mit einem CBM-20 A HPLC-System bestimmt, das mit einem UV-VIS-
Detektor (SPD-20A) ausgestattet ist. Als stationére Phase dient eine HPLC-S&ule RP-C18 (EC
125/4 NUCLEOSIL 100-5 C18, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG).

Die Temperatur des S&ulenofens wird auf 35 °C und die Flussrate auf 1 mL/min eingestellt.
Die mobilen Phasen sind (A) Wasser mit 0,1 % (V/V) 98%igen Ameisensaure und (B) ACN
unter Anwendung des folgenden Gradienten: 0,0-11,5 min: B (90 %), 11,5-12,5 min: B (90-
100 %), 12,5-23,5 min: B (100-90 %), 24,5-30,0 min: B (90 %). Das Injektionsvolumen wird auf
10 e L mi t 2 MTBE/Ehanol-Mischung als Injektionsmedium eingestellt. Der
Farbstoffmarker eluiert bei einer Wellenlange von 637 nm, nach einer Retentionszeit von ca.

8,3 min.

Die Menge des entfernten Sebums aus dem Membranfilter wird aus der proportional

extrahierten Menge an Farbstoffmarker anhand der folgenden Gleichungen (1-3) berechnet:

Gleichung 1

Masse Sebum [mg]=Ma s €| ¢ e MesMRS FeIteMd | cer

Gleichung 2

Fay bstof f mar k% im Sebum

r
(Masse Selxum 0065 T80 % )
3 mL

Theoretische Farbstoffkonzentration [pg/mL] =

Gleichung 3

Gemessene Far bst?no—ffkonzentration

Entferntes Sebum [%]=100 [ %]

ZAY
Theoretische Far bg&ftoffkonzentration
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3.2.9.4 Quantifizierung der extrahierten Menge an Wirkstoff aus kunstlichem Sebum

Zur Untersuchung des Penetrationsvermogens beider WS aus Vehikeln in kinstliches Sebum
wird in diesen Versuchen dem Sebum kein Farbstoffmarker zugesetzt. Die Untersuchungen
werden nach dem beschriebenen Ablaufschema (s. 3.2.9.2) durchgefiihrt. Lediglich das
Extraktionsverfahren unterscheidet sich vom beschriebenen Schema. Die penetrierte Menge
an WS, die in dem, im Membranfilter verbliebenen, Sebum enthalten ist, wird folgendermalRen
extrahiert: Der Membranfilter wird in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und mit 3 mL
ACN im Ultraschallbad (Sonorex Super RK 106, Bandelin electronic GmbH & Co. KG) 15 min
lang extrahiert. Das gesamte Extrakt wird mit einer 5 mL Spritze mit Kanile aufgezogen und
mi t einem 0,20 em Spritzenyvo-PEB-202% MAGHEREY-( CHR OM/
NAGEL GmbH & Co. KG) wird direkt 1 mL ins HPLC Vial filtriert und mittels HPLC-Methode
der WS (s. 3.2.4.1) analysiert.

3.2.9.5 Herstellung der Kontroll - und Prifproben zur Ermittlung der Interaktion mit

Sebum

Fur die Negativkontrolle werden alle Komponenten in einer tarierten 50 g gako unguator Kruke
eingewogen (s. Tab. 19). Dabei werden die Komponenten mit einem gako unguator PRO
(Gako Deutschland GmbH) bei 1500 UpM fir 4 min mit einem Standardfliigelriihrer gertuhrt.
Die Positivkontrolle wird handisch in einer tarierten Fantaschale mit Pistill hergestellt. Dabei

wird hochdisperses Siliciumdioxid vorgelegt und Octanol in Anteilen eingerihrt (s. Tab. 19).

Tab. 19: Zusammensetzung der Kontrollgruppe

Kontrollgruppe Zusammensetzung

Negativkontrolle 1,0 % Carbomer 35 000

0,5 % Trometamin

0,1 % Natriumedetat

98,4 % Wasser

Positivkontrolle 10 % Hochdisperses Siliciumdioxid

90 % Octanol
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Wird BPO in das NDN-haltige Fertigarzneimittel Nadixa oder NDN in das BPO-haltige
Fertigarzneimittel Benzaknen eingearbeitet, erfolgt dies unter standigem Kihlen des
RuhrgefalRes (s. 3.2.1.3). Prufproben die wirkstofffreie Vehikel-Grundlagen (Prototyp G) mit
Zusatz von Emulgatoren (Polyoxyethylen-20-cetyl-ether (Cetomacrogol 1000) und
Natriumcocoglutamat (Plantapon ACG 50)) in verschieden Konzentrationen enthalten, werden
gemal 3.2.1.3 hergestellt. Dabei erfolgt hier die Herstellung bei 1500 UpM fir 4 min. Beim
Einarbeiten von Cetomacrogol 1000 wird zuerst eine passende Stammlésung hergestellt.
Dafur wird ein 50 mL Becherglas mit passendem Ruihrfisch auf einer geeigneten Waage
(NewClassic MF, Mettler-Toledo GmbH) tariert. Es werden Cetomacrogol 1000 und Wasser
nacheinander eingewogen und mit Hilfe eines Magnetriihrers (Hei-Tec mit Pt1000, Heidolph
Instruments GmbH & CO. KG) bei 500 UpM gerthrt und auf 60 °C fir 5 min erhitzt und geldst.
Nach dem Abkuhlen der Stammldsung auf RT wird eine passende Menge der Stammloésung
in die Grundlage eingearbeitet. Dieser Schritt entfallt bei Plantapon ACG 50, da diese

Substanz durch ihren flissigen Aggregatzustand direkt eingearbeitet werden kann.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Stabilitat suntersuchung der Wirkstoffe

Zielsetzung dieser Untersuchung war es, ressourcensparend und schnell Erkenntnisse Uber
die Wirkstoffstabilitat zu gewinnen, welche fur die Auswahl der finalen Vehikel-Grundlagen
entscheidend ist. Um dies zu realisieren, wurde in dieser Arbeit eine Strategie gewahlt, die an
das von Alesandro Marangon entwickelte und etablierte Schema zum ressourcensparenden
Vorgehen einer Kompatibilitatsuntersuchung unter Stressbedingungen [59] angelehnt ist. Die
hier durchgefiihrte Stabilitdtsuntersuchung der Wirkstoffe (WS) gliedert sich in drei
Teilaspekte. Im ersten Teil erfolgte eine Einschatzung der intrinsischen chemischen Stabilitéat
von Nadifloxacin (NDN) und Benzoylperoxid (BPO), unter verschiedenen extremen
Stressbedingungen. Im zweiten Teil erfolgte die Einschatzung der Kompatibilitat zwischen WS
und Vehikel-Bestandteilen. Im dritten Teil erfolgte die Entwicklung von Mal3nahmen, um die
Wirkstoffstabilitdt von BPO auf Basis der Erkenntnisse von Teil 1 und 2 in den Grundlagen zu
erhdhen.

4.1.1 Untersuchung der intrinsischen chemischen Stabilitét der Wirkstoffe

Um ein Verstandnis der intrinsischen chemischen Stabilitat der WS zu entwickeln und daraus
potenzielle galenische Stabilisierungsmal3inahmen abzuleiten, wurden Untersuchungen zur
Oxidations- und Hydrolysestabilitait der WS mittels Gehaltsbestimmung durchgefihrt (s.
3.2.5.1).

Die WS wurden allein und in Kombination miteinander bei unterschiedlichen pH-Bedingungen
mehrtagig bei Raumtemperatur (RT) und 60 °C gelagert, um festzustellen, ob eine
gegenseitige Beeinflussung der Stabilitat unter Stressbedingungen existiert. Der Einsatz von
0,2 M HCI- und 0,1 M NaOH-Stammldsungen sollte eine saure- und basenkatalysierte
Hydrolyse der WS provozieren. Des Weiteren wurde der pH-Wert von 5,5 eingesetzt, um die
Eignung des finalen Ziel-pH-Werts der Formulierungen zu untersuchen. Als Kontrollgruppe
dienten Proben, die bei einem pH-Wert von 7,0 gelagert wurden. Die Oxidationsempfindlichkeit
der WS wurde mit Hilfe einer pH 7,0 gepufferten 0,35%igen Wasserstoffperoxid-Losung
geprift.

NDN zeigt, wenn es allein gelagert wird, Gber 7 Tage bei RT unter allen untersuchten pH-
Bedingungen keine Tendenz zu einem hydrolytischen Abbau. In Gegenwart von BPO zeigt
NDN bei RT in 0,1 M NaOH eine deutliche Gehaltsabnahme (s. Abb. 12).
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NDN allein zeigt auch bei 60 °C unter den verschiedenen pH-Bedingungen keine gravierenden
Gehaltsabnahmen, was dafirspricht, dass NDN eine hohe hydrolytische Stabilitat
zugesprochen werden kann. Bei RT ergeben sich auch keine Hinweise auf eine oxidative

Anfalligkeit der Substanz.

Im Gegensatz dazu erweist sich NDN in Gegenwart von H;O. bei 60 °C allerdings als
oxidationsempfindlich, die mit einer Gehaltsabnahme einhergeht (s. Abb. 13). Der oxidative
Abbau von NDN konnte in einer wissenschaftlichen Untersuchung nicht beobachtet werden
[34]. Grund dafir kann sein, dass der Versuch (NDN gelagert in einer 30%igen
Wasserstoffperoxid-Losung fiir 48 h) bei RT durchgefiihrt wurde und trotz hoher Konzentration
von Wasserstoffperoxid die Temperatur zu niedrig war, um einen oxidativen Abbau innerhalb
dieser kurzen Zeit zu triggern. Hingegen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in einem
stark sauren Milieu (in 2 M HCI-Lésung fur 48 h bei 60 °C), eine Decarboxylierung erfolgt,
gefolgt von einer Defluorierung und einer Hydroxylierung, die die Leitstruktur von NDN massiv
verandert. Grundsétzlich ist in der Literatur aber eine Oxidation von Aminen als mdgliche
Reaktion beschrieben [35], sodass es auch auf diesem Wege zu einer Anderung der
Leitstruktur kommen kann (s. 2.3). NDN zeigt in Kombination mit BPO bei 60 °C nach 7 Tagen
im gesamten pH-Bereich keine ausreichende Stabilitdt, was darauf hindeutet, dass

insbesondere BPO die NDN-Stabilitat unter Stressbedingungen drastisch beeinflussen kann.
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Abb. 12: Wirkstoffstabilitdit von NDN und NDN in Kombination mit BPO (NDN+BPO) unter
Stressbedingungen nacht=1dundt=7d bei RT
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Abb. 13: Wirkstoffstabilitdt von NDN und NDN in Kombination mit BPO (NDN+BPO) unter
Stressbedingungen nach t =7 d bei RT und 60 °C

Ein BPO-Abbau unter dem Einfluss von Oxidationsmittel, wie Wasserstoffperoxid, war,
genauso wie eine Hydrolyse der Peroxidgruppe, nach einem und sieben Tagen Lagerung zu
erwarten, da BPO eine instabile Substanz ist (s. 2.3). Die basenkatalysierte Hydrolyse verlauft
bei BPO schneller als die sdurekatalysierte (s. Abb. 14). Bei RT fallt der BPO-Abbau unter
NaOH-Einfluss nach 7 Tagen in Gegenwart von NDN deutlich geringer aus. Anscheinend
reicht hierfir die geringfligige Pufferwirkung, die NDN bewirkt, bereits aus. Erstaunlicherweise
zeigt BPO allein und in Gegenwart von NDN bei 60 °C eine extreme Instabilitat (s. Abb. 15).
Dies war nicht zu erwarten, da BPO laut Literatur [30] im pH-Bereich von 4-6 als stabil gilt.
Offensichtlich gilt dies aber nicht fir hohe Temperaturen, sodass die gewéhlten 60 °C einen

unvorhersehbar groRen Einfluss auf die Stabilitdt von BPO haben.
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Abb. 14: Wirkstoffstabilitat von BPO und BPO in Kombination mit NDN (BPO+NDN) unter
Stressbedingungen nacht=1dundt=7d bei RT
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Abb. 15: Wirkstoffstabilitat von BPO und BPO in Kombination mit NDN (BPO+NDN) unter
Stressbedingungen nach t =7 d bei RT und 60 °C

Demzufolge deuten die Untersuchungsergebnisse darauf hin, dass fir den BPO-Abbau

hdchstwahrscheinlich

eine

Temperaturschwelle

existiert,

oberhalb  derer

die

Abbaugeschwindigkeit tberproportional zunimmt. Da die gemaf ICH Q1A(R2) durchgefiihrten

Stabilitatsuntersuchungen von Fertigarzneimitteln [60], vorsehen, dass neben der Lagerung

bei RT auch die Lagerung unter Stressbedingungen (z. B. bei 40 °C, um den Transport oder

die Anwendung bei hoheren Temperaturen zu simulieren) erfolgt, ist anzunehmen, dass die

Temperaturschwelle von BPO oberhalb von 40 °C liegt, bei 60 °C allerdings schon Uber-
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schritten ist. Dies wird auch durch die Tatsache gestitzt, dass Untersuchungen an einer BPO-
haltigen Formulierung eine akzeptable Stabilitat bei einer 3-monatigen Lagerung bei RT und
40 °C zeigte [63].

Aus diesem Grund wurde ein Vorversuch durchgefiihrt, um die Temperaturschwelle schnell
abschatzen zu kénnen und um im weiteren Verlauf der Stabilitatsuntersuchung (4.1.2) die
Lagertemperatur anzupassen. Die WS wurden daher in ihrer maximalen topischen
Konzentration in den Vehikel-Grundlagen (Grundlagen, Vehikeln) der Prototypen: A, C, D und
E (s. 3.2.1.1), nach beschriebener Methode (s. 3.2.1.3) eingearbeitet und bei 60 °C
eingelagert. Der Prototyp B wurde aus Ressourcengrinden nicht in diesen Versuch
verwendet, da dieser eine &hnliche Zusammensetzung wie Prototyp A aufweist.

Es zeigt sich, dass alle Proben mit WS (s. Abb. 16) nach dreitagiger Lagerung bei 60 °C im
Vergleich zur wirkstofffreien Probe (Placebo-Kontrollgruppe) eine weitreichende Veranderung
mit Konsistenzverlust, Gelbverfarbung und Sedimentation der suspendierten WS zeigen. Die
Stabilitat der WS nimmt in folgender Reihung ab: Prototyp A>D > C > E.

Prototyp C

Abb. 16: Makroskopisches Erscheinungsbild von Proben der Prototypen A, C, D und E
(mit jeweils: Links Placebo-Kontrollgruppe und rechts Probe mit Wirkstoffzusatz von
1 % NDN und 10 % BPO) nach t = 3 d bei 60 °C
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Die Vehikel-Grundlage des Prototyps E zeigt in diesem Vorversuch, den geringsten Einfluss
auf die Stabilitdt der WS und kann somit zur Einschatzung einer potenziellen existierenden
Temperaturschwelle verwendet werden. Aus diesem Grund wurde Prototyp E mit gleicher

Wirkstoffkonzentration bei 40 °C fir vierzehn Tage eingelagert.

Die Probe von Prototyp E bei 40 °C nach t = 14 d zeigt eine deutlich weniger starke
Veranderung des makroskopischen Erscheinungsbildes im Vergleich zur Probe die bei 60 °C
fur drei Tage gelagert wurde (s. Abb. 17). Dies legt eindriicklich nahe, dass hier offensichtlich
eine Temperaturschwelle existiert und oberhalb derer die RGT-Regel ihre unmittelbare
Gultigkeit verliert. Dementsprechend kann eine Lagerung oberhalb 40 °C nicht sinnvoll
eingesetzt werden, um die Lagerdauer im Rahmen eines Screenings zu verkirzen und rascher

belastbare Vorhersagen zu erhalten.

Abb. 17: Makroskopisches Erscheinungsbild von Proben mit 1 % NDN und 10 % BPO im
Vehikel des Prototyps E nacht =0 d bei RT, t =3 d bei 60 °C und t = 14 d bei 40 °C

4.1.2 Untersuchung der Wirkstoff stabilitdt unter Bertcksichtigung wichtiger Vehikel -
Grundlagen

Um eine ressourcenaufwendige Untersuchung der Kompatibilitat zwischen WS und Hilfsstoff
(HS) zu vermeiden, die z. B. jeweils die Kombination beider Komponenten im Verhaltnis 1:2
oder 1:10 untersucht, erfolgte in dieser Arbeit die Untersuchung der Wirkstoffstabilitét direkt in
Anwesenheit von Vehikel-Grundlagen (Prototypen A-E), die gemal eines etablierten
Anforderungsprofils (s. 2.5) eine geeignete Formulierung fir Akne erkrankte Haut darstellen.
In den Vehikel-Grundlagen wurden unterschiedliche HS und HS-Kombinationen mit
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt (s. 3.2.1.1).
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Die WS wurden allein und in Kombination in ihren jeweils maximalen topischen
Konzentrationen in den Vehikeln eingearbeitet und unter Stressbedingungen bei 40 °C
eingelagert (s. 3.2.5.2). Nach einer 1-monatigen Lagerung erfolgte die Bewertung der

Wirkstoffstabilitat auf Basis des Bewertungssystems (s. 3.2.7).

Die Untersuchung des makroskopischen Erscheinungsbildes nach 1-monatiger Lagerung
zeigt, dass NDN in allen Vehikeln der Protopyen A-E (s. 3.2.1.1) ausreichende Stabilitat
besitzt. Die Proben zeigen keine Konsistenzénderung, keine Phasenseparierung und keine
Verfarbung (s. Abb. 18-19). Hingegen zeigen alle Ansétze, die BPO enthalten i sowohl BPO
allein als auch BPO in Kombination mit NDN i mehr oder weniger stark ausgepragte
Veranderungen (s. Abb. 20-23). BPO allein zeigt fur Prototyp A und B eine
Konsistenzéanderung, die mit einer vollstandigen Probenverflissigung einhergeht. Die
Wirkstoffpartikel sind am Boden des Glasvials locker aufschittelbar sedimentiert. BPO zeigt
in Prototyp D eine leichte Phasenseparierung. Dort ist die wassrige Phase getrennt vom
Gelbildner und der noch immaobilisierten Lipidphase. In Prototyp C und E zeigt BPO eine leichte
Konsistenzminderung, die jedoch noch nicht zum vollstandigen Verlust des halbfesten
Charakters fuihrt. Wahrend diese Veranderungen der Vehikel unabhangig davon sind, ob BPO
allein oder zusammen mit NDN eingearbeitet wurde, verfarben sich BPO-haltige Ansatze in
Gegenwart von NDN zusétzlich gelb bis braun. Die Farbintensitéat nimmt in folgender Reihung
ab: Prototyp B>A >D > C° E (s. Abb. 22-23).

=

Abb. 18: Makroskopisches Erscheinungsbild von NDN in Vehikeln
(von links nach rechts Prototyp: A-E) nach der Herstellung (t = 0 d) bei RT
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Abb. 19: Makroskopisches Erscheinungsbild von NDN in Vehikeln
(von links nach rechts Prototyp: A-E) nach t = 28 d bei 40 °C

Abb. 20: Makroskopisches Erscheinungsbild von BPO in Vehikeln
(von links nach rechts Prototyp: A-E) nach der Herstellung (t = 0 d) bei RT

Abb. 21: Makroskopisches Erscheinungsbild von BPO in Vehikeln
(von links nach rechts Prototyp: A-E) nach t = 28 d bei 40 °C
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Abb. 22: Makroskopisches Erscheinungsbild von NDN in Kombination mit BPO (NDN+BPO)
in Vehikeln (von links nach rechts Prototyp: A-E) nach der Herstellung (t = 0 d) bei RT

Abb. 23: Makroskopisches Erscheinungsbild von NDN in Kombination mit BPO (NDN+BPO)
in Vehikeln (von links nach rechts Prototyp: A-E) nach t = 28 d bei 40 °C

Die Ergebnisse der HPLC-Untersuchung zeigen, dass NDN allein in den Vehikeln des
Prototyps A-E keine deutliche Gehaltsabnahme von NDN innerhalb der Untersuchungsdauer
zeigt und somit ausreichende Stabilitét besitzt (s. Abb. 24). BPO-haltige Proben sind nicht
ausreichend stabil und zeigen deutliche Gehaltsabnahmen (s. Abb. 24-25). Die Stabilitat
nimmt in folgender Reihung ab: Prototyp B > A > D > C © E. NDN in Kombination mit BPO
zeigt vergleichbares Stabilitatsverhalten wie BPO (s. Abb. 25) und stitzt die Beobachtung aus
der makroskopischen Untersuchung, dass die Reaktionen des BPO unabhangig sind von NDN

und ausschliefRlich auf BPO zuriickzuftihren sind.
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Abb. 25: Lagerstabilitat von NDN in Kombination mit BPO (NDN+BPO) und

BPO in Kombination mit NDN (BPO+NDN) in Vehikeln

(von links nach rechts Prototyp: A-E) nacht =14 d und t = 28 d bei 40 °C

Wirkstoff-Gehalt [%]

Wirkstoff-Gehalt [%]

Die pH-Untersuchungen von NDN-haltigen Proben zeigen, dass fiir die Prototypen C, D, E

keine kritische pH-Anderung vorliegt, die fur eine ausreichende pH-Stabilitat des Vehikels

spricht. Fur die Prototypen A und B gilt dies nach einer 1-monatigen Lagerung nicht. Hier liegt

eine deutliche pH-Abnahme vor (s. Abb. 26). Wie auch bei den anderen Priifparametern zeigen
Proben, die BPO enthalten, keine ausreichende pH-Stabilitat (s. Abb. 26). Fur Prototypen A

und B liegt bereits nach zweiwotchiger Lagerung bei 40 °C eine pH-Abnahme von mehr als 2

pH-Einheiten vor und fur D eine Abnahme von mehr als 1 pH-Einheit.
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Fur Prototyp C und E liegen die pH-Abnahmen in einem vergleichbaren Bereich von < 1 pH-
Einheit. Sie liegen somit nach 4-wdchiger Lagerung gerade noch oberhalb der unteren pH-
Stabilitdtsgrenze (pH 4) von BPO [30]. Daruiber hinaus wird bei Betrachtung dieser Ergebnisse
ersichtlich, dass die pH-Abnahme in den Vehikeln mit der BPO-Gehaltsabnahme korreliert und
somit indikativ fur die BPO-Stabilitat ist.
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Abb. 26: pH-Stabilitat von NDN-, BPO- und NDN+BPO-haltigen Vehikeln
(von links nach rechts Prototyp: A-E) nacht =14 d und t = 28 d bei 40 °C

Die Untersuchungen zeigen auch, dass die pH-Abnahme der BPO-haltigen Ansétze stets mit
einem starken Verlust der Konsistenz in den betrachteten Prototypen einhergeht (A>B >D >
C ° E). Auf Basis dieser Erkenntnis sollten die hier eingesetzten Gelbildner durch solche
ersetzt werden, die eine Stabilitdt im pH-Bereich von mind. 3-12 aufweisen, sodass eine pH-

Absenkung um eine Einheit keinen starken Konsistenzverlust zur Folge hat.
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AulRerdem sollte eine stabile Pufferung auf pH 5,5 mdglich sein, um autokatalytischen Effekten

beim BPO-Abbau vorbeugen zu kénnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass, wie bereits bei den Untersuchungen zur
intrinsischen chemischen Stabilitdt der Wirkstoffe gesehen, die BPO-Reaktivitat einen
mafgeblichen Einfluss auf die Stabilitat der Wirkstoffkombination hat. Ein erfolgreiches

Formulierungskonzept muss daher maf3geblich auf die Stabilisierung von BPO abzielen.

4.1.3 Untersuchung der Wirkstoffstabilisierung von B enzoylperoxid in Vehikel -
Grundlagen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten deutlich, dass der Lagerstabilitit von BPO in Vehikel-
Grundlagen eine sehr groRe Bedeutung zugesprochen werden kann (s. 4.1.2). Ausgehend
davon, konnte folgende Arbeitshypothese aufgestellt werden:

BPO-Zerfallsreaktionen und deren Produkte triggern den NDN- und BPO-Zerfall in
Vehikel-Grundlagen. Ein stabiler BPO-Zustand im Vehikel kann einen lagerstabilen
Zustand beider WS im selben Vehikel ermdglichen.

Um diese Hypothese in einem einfachen Experiment zu Uberprifen, wurde ein
Fertigarzneimittel (Benzaknen [64]), welches 5 % BPO enthalt, mit den Eigenschaften der bis
dahin stabilsten Vehikel-Grundlage des Prototyps E (s. 4.1.2) mit 1% NDN in Kombination mit
10 % BPO, verglichen. Dazu wurde in das Fertigarzneimittel zusatzlich 1 % NDN oder 5 %
BPO oder 1 % NDN in Kombination mit 5 % BPO eingearbeitet (s. 3.2.1.3). Nach 2- und 4-
wochiger Lagerung bei 40 °C wurde das makroskopische Erscheinungsbild und die pH-
Abnahme der Proben untersucht (s. 3.2.2-3.2.3).

Die Kontrollgruppen (Benzaknen ohne Zusatz und Benzaknen mit Zusatz von 5 % BPO)
zeigen keine kritische makroskopische Anderung (s. Abb. 27). Proben mit dem Zusatz von
jeweils 1 % NDN im Vergleich zu Proben ohne Zusatz, zeigen eine Gelbverfarbung, welche
auf die oben schon beschriebene Interaktion zwischen BPO und NDN hindeutet. Vergleicht
man die Kombinationsprobe (Prototyp E) mit der Kontrollgruppe (Benzaknen mit Zusatz von +
5 % BPO + 1 % NDN) wird ersichtlich, dass die gelbe Farbe im Benzaknen-Vehikel weniger

stark ausgepragt ist.
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*Sprototyp E™

Abb. 27: Makroskopisches Erscheinungsbild von wirkstoffhaltigen Formulierungen im
Vergleich (Kontrollgruppe und Prototyp E) nach Lagerung von t = 28 d bei 40 °C
pH-Messungen nach 2- und 4-woéchiger Lagerung bestatigen das Ergebnis der
makroskopischen Untersuchung. Beide Proben mit dem Prototyp E zeigen eine starkere pH-
Abnahme als die entsprechenden Proben auf Benzaknen Basis (s. Abb. 28); ein klares Indiz
dafir, dass die Wahl des Vehikels signifikant die BPO-Stabilitat und damit auch die Stabilitat

von NDN beeinflusst.
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Abb. 28: pH-Abnahme von wirkstoffhaltigen Formulierungen im Vergleich
dundt=28dbei 40 °C

(Kontrollgruppe und Prototype E) nach Lagerung vont = 14
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Somit konnte mit diesem einfachen Experiment und den angewandten
Untersuchungsmethoden die Plausibilitdt der Arbeitshypothese bestaitigt werden.
Nachfolgende Untersuchungen mussten daher das Auffinden besser geeigneter Vehikel in den

Fokus riicken, die trotzdem das formulierte Anforderungsprofil (s. 2.5) erfllen.

Identifizierung kritischer Hilfsstoffe von Benzoylperoxid

Um eine rationale Verbesserung der BPO-Stabilitdét im Vehikel vorzunehmen, ist eine
Identifizierung kritischer HS (s. 3.2.5.3), die maf3geblich fur die Stabilitat der WS im Vehikel

verantwortlich sind, unerlasslich.

Zur ldentifizierung von HS die fir die Stabilitdt von BPO als kritisch einzustufen sind, wurden
zunachst diejenigen HS aus Vehikel-Grundlagen (s. 4.1.2) untersucht, welche ein hohes und
mittleres Risiko flr eine Instabilitdét mit BPO besitzen. In der Literatur [19] werden solche HS
als kritisch beschrieben, welche die Léslichkeit von BPO im Vehikel erhéhen und somit die
Gesamtreaktivitat von BPO in Vehikeln steigern konnen. BPO zeigt eine sehr geringe
Wasserloslichkeit und liegt somit in wassrigen Systemen nahezu vollstandig in seiner
suspendierten Form vor (s. 2.3). Die Ldslichkeit im Vehikel kann mit zunehmendem Anteil von
HS, wie Lipiden (Mittelkettige Triglyceride (MCT), Squalan), Alkoholen (Pentylenglycol,
Propylenglykol) und Polyethern (Poloxamer), steigen [65]. Die zu identifizierenden HS, wurden
jeweils einzeln mit Gelbildner, Puffer-Substanz und Wasser vermischt und im Anschluss mit
10 % BPO verarbeitet und bei 40 °C eingelagert. Nach 3-monatiger Lagerung erfolgte die finale
Identifizierung der fur BPO kritischen HS (s. 3.2.7).

Die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchung mit diesen kritischen HS sind in Abb. 29
wiedergegeben. BPO zeigt mit MCT Instabilitdt. Der BPO-Gehalt nimmt Uber die Lagerzeit
von 3 Monaten ab. Dies macht sich ebenso bemerkbar durch die Abnahme des pH-Werts.
Propylenglycol und Pentylenglycol erweisen sich als weitgehend indifferent gegeniiber BPO.
In Gegenwart beider HS &andert sich der Gehalt geringfigig wahrend der 3-monatigen
Lagerung bei 40 °C. Trotzdem sinkt der pH-Wert insbesondere initial deutlich ab. Squalan zeigt
bei schwankenden, aber wenig erniedrigten Gehaltswerten (Unterschreitung der 95%
Gehaltsgrenze mit gréf3er Streuung von ca. einer Standardabweichung von = 10 %, ist ein
Indiz dafir, dass eine Probeninhomogenitat am Prifungszeitpunkt vorlag), eine gute pH-
Stabilitdt und erscheint damit als kompatibel. Poloxamer wurde nicht zuséatzlich untersucht. Da
die BPO-Stabilitat in Prototyp A und B sehr gering war (beide enthalten einen hohen Anteil an
Poloxamer als Gelbildner), wurde Poloxamer als ungeeigneter HS eingestuft. Die intensive
Wechselwirkung mit BPO kann dabei auf die Ether-Struktur des Poloxamer zurlickgefuhrt

werden [26], die daftr bekannt ist, sehr reaktive Ether-Peroxid-Spezies auszubilden.
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Abb. 29: Lagerstabilitat von BPO in Vehikeln mit kritischen HS (oben)
und pH-Stabilitat von BPO-haltigen Vehikeln mit kritischen HS (unten)
nacht=14d,t=28dund t =84 d bei 40 °C
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Einsatz von potenziellen Stabilisatoren zur Verlangerung der Benzoylperoxid-Lebensdauer in

Vehikel-Grundlagen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass es eine Korrelation zwischen der chemischen und
physikalischen Stabilitat von BPO in Vehikeln existiert. Welche wie folgt erklart werden kann:
Zerfallt BPO bedingt durch eine nicht ausreichende Stabilitat im Vehikel, fuhrt dies, stets zu
einer pH-Abnahme im Vehikel, einer weiteren Abnahme des Wirkstoffgehalts und einer starken
Abnahme der Konsistenz von BPO-haltigen Proben. Um diesem Instabilititsmechanismus
entgegenzuwirken, wurden HS als Stabilisatoren eingesetzt (s. Tab. 20), die moglicherweise
die BPO-Lagerstabilitat im Vehikel erhéhen kdnnen.

Tab. 20: Einsatz bestimmter HS als potenzielle Stabilisatoren zur Verlangerung der BPO-
Lebensdauer im Vehikel

Hilfsstoff - Hilfsstoffe Funktion en
Gruppe n
Puffersysteme Milchsaure/Laktat-Puffer (mit ca. pH 5,5) | Soll sauer Kkatalysierte
Essigsaure/Acetat-Puffer (mit ca. pH 5,5) | Zerfallsreaktionen verlang-
samen [10]
Gelbildner Xanthan Gummi: Gelbildner mit breitem

(KETROL F mit 3 %, Amaze XT mit 2 %) | pH-Stabilitdtsbereich: Soll
starken pH-abhéngigen

Co-Polymere des Taurats und Acrylats: Viskositatsabfall des
(SEPINEO D.E.R.M mit 2 %, SEPINOV Vehikels verhindern und
EMT mit 2 %) soll Pufferung in Vehikeln

ermdglichen (durch hohe
Puffersalztoleranz) [66, 67]

Antioxidantien GRINDOX 1032 (mit 1 %) Antioxidative Eigenschaf-
RonaCare AP (mit 2 %) ten sollen NDN vor BPO
RonaCare MAP (mit 2 %) und BPO vor sich selbst

schitzen [68]

BPO-Stabilisator | Docusat-Natrium (mit 0,2 %) Soll BPO vor Zerfall
schitzen [31, 69]

Um potenzielle Stabilisatoren zu identifizieren, wurden diese jeweils einzeln mit Gelbildner,
Puffer-Substanz und Wasser vermischt und im Anschluss mit WS verarbeitet und bei 40 °C
eingelagert (s. 3.2.5.3). Die Eignung der aufgefiihrten HS als Stabilisatoren wurde nach einer
Lagerung vont =14 d, 28 d und 84 d gepriift (s. 3.2.7).
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Die Ergebnisse in Abb. 30 zeigen deutliche Unterschiede bei der Verwendung eines Laktat-
Puffers (Milchsaure/Laktat-Puffers) oder Acetat-Puffers (Essigsaure/Acetat-Puffers), bei der
pH-Stabilitat im Vehikel im Vergleich zu einem Phosphat-Puffer. Wie erwartet, zeigen Puffer
mit einem pKs-Wert, welcher knapp zwei pH-Einheiten ober- und unterhalb des gewiinschten
pH-Wertes (pH ca. 5,0-5,5) liegt, wie der Phosphat-Puffer (pKsz = 7,2 [70]), keine ausreichende
Pufferwirkung [30], wie auch der Vergleich mit der Kontrollgruppe (NaOH) eindrticklich belegt.
Laktat-Puffer (pKs = 4,1 [30]) und Acetat-Puffer (pKs = 4,7 [71]) hingegen zeigen eine
ausreichende Pufferung. Allerdings scheidet der Acetat-Puffer, bedingt durch seinen
spezifischen Essiggeruch, aus [71].
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Abb. 30: pH-Stabilitat von BPO-haltigen Vehikeln mit verschiedenen Puffern
nacht=14d,t=28dund t=284d bei 40 °C

Die beiden untersuchten Gelbildner, die einen breiten pH-Toleranzbereich haben, (Xanthan
Gummi: KETROL F, Amaze XT) zeigen Stabilitat mit BPO, da der BPO-Gehalt nicht abnimmt
(s. Abb. 31). Die pH-Abnahme bei 3-monatiger Lagerung verlauft vergleichsweise langsam (s.
Abb. 31). Die gemessen kleinen pH-Abnahmen fihren aufgrund des weiten pH-
Stabilitdtsbereiches (pH = 3-12 [72]) nicht zum Verlust der Viskositat. Im Gegensatz dazu zeigt
sich mit dem Co-Polymer des Taurats und Acrylats (SEPINEO D.E.R.M, SEPINOV EMT) eine
deutliche pH-Abnahme nach Herstellung, welche den pH-Stabilitatsbereich von BPO (pH = 4-
6) [30] unterschreitet. Dies deutet auf eine ausgepragte Inkompatibilitdt hin (s. Abb. 31:

Vergleich Prufprobe und Vehikel), welche in der Gehaltsuntersuchung nicht ersichtlich wird.



Ergebnisse und Diskussion 65

180+ -180
W t=0d,RT
160 O t=14d,40°C - 160
[ t=28d,40°C
140- = t=84d,40°C L 140
OE --- 95%ige Gehaltsgrenze { } ;
= 1201 }} ;} 1 F120 =
& 1001 gl 100 8
© 807 80 S
2 2
= 601 -60 =
= =
40 -40
20 -20
0- T T T T 0
A < X3 &
e+ o bt @é
&V & & 3\
& & Q O
E o) N
0\° 0\0 @ Q
v ny Q\é QQ’
& o\
o\e Vv
Vv
7.0 -7.0
= 2 % Amaze XT (BPO) B 2% SEPINEO D.E.R.M (BPO)
6.5 e 29 Amaze XT (VEHIKEL) ® 2% SEPINEO DERM (VEHIKEL)_G 5
' =3 3% KETROLF (BPO)  m=3 2% SEPINOV EMT (BPO) -
® 3% KETROL F (VEHIKEL) 2 % SEPINOV EMT (VEHIKEL)
6'0- --- pH-Stabilitatsgrenze von BPO i 6'0
5.5 5.5
.
- 507 F5.0 o
o . Q.
4.5 @ [ { _ 4.5
4.0t0 F-----Wt----- T-----BH Fara- -4.0
3.51 3.5
3.0+ 3.0
2.5 — — — -2.5
t=0d t=14d t=28d t=84d
RT 40 °C 40 °C 40 °C

Abb. 31: Lagerstabilitat von BPO in Vehikeln mit verschiedenen Gelbildnern (oben)
und pH-Stabilitdt von BPO-haltigen Vehikeln mit verschiedenen Gelbildnern (unten)
nacht=14d,t=28dundt=384d bei 40 °C

Eine Verlangerung der BPO-Lebensdauer und der Schutz vor Wirkstoffabbau beider WS in
Vehikeln durch Antioxidantien (GRINDOX 1032, RonaCare AP und RonaCare MAP) und dem
in der Literatur beschriebenen BPO-Stabilisator (Docusat-Natrium) konnte mit den

untersuchten Konzentrationen nicht gezeigt werden.
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Insbesondere Proben mit Antioxidantien mit BPO allein und mit NDN in Kombination, zeigen
schon nach der Lagerung von einem Monat eine ausgepragte Probenverfarbung, ein klarer
Hinweis auf das Vorliegen einer Inkompatibilitdt (s. Abb. 32: Vergleich NDN-Probe als
Kontrollgruppe und BPO-haltigen Proben). Die Proben mit BPO-Stabilisator zeigen fur BPO
und NDN+BPO eine deutliche Konsistenzminderung und Sedimentieren der Wirkstoffpartikel
am Boden des Glasvials (s. Abb. 32).

Docusat-Natrium RonaCare AP

iu', ]

o

ik 8 .4 -
Abb. 32: Makroskopisches Erscheinungsbild von wirkstoffhaltigen Vehikeln
(von links nach rechts: NDN, BPO und NDN+BPO) mit BPO-Stabilisator (Docusat-Natrium)
und Antioxidantien (RonaCare AP, GRINDOX 1032, RonaCare MAP) nach t = 28 d bei 40 °C

Einfluss des Herstellverfahrens auf die Benzoylperoxid-Stabilitét in Vehikel-Grundlagen

Durch das Einarbeiten von WS in die Vehikel-Grundlagen kann die Probentemperatur wahrend
der Herstellung ansteigen [35], was potenziell eine thermische Belastung fur WS und HS
darstellen kann. BPO wird in der Literatur (s. 2.3) als eine thermisch empfindliche Substanz
beschrieben, was in den bisherigen Untersuchungen bestéatigt werden konnte.
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Somit ist eine systematische Untersuchung des Einflusses des Herstellverfahrens auf die
BPO-Stabilitat in Vehikeln (s. 3.2.5.3), unter Berlcksichtigung der wahrend der Herstellung

auftretenden Scherbelastung und der Probentemperatur, zwingend erforderlich.

Um diese systematische Untersuchung zu realisieren wurden 1%ige und 10%ige BPO-haltige
Ansatze mit den Prototypen A-E als Grundlagen mithilfe der bisherigen Herstellmethode, der
sog. Standard-Methode (STD-Methode) hergestellt und mit zwei optimierten Methoden (Kuhl-
Methode (KUHL-Methode) mit externer Kiihlung der Proben und Optimierungs-Methode (OPT-
Methode) mit reduzierter Umdrehungszahl des Rihrwerkzeuges), mit denen 10%ige BPO-
Ansatze hergestellt wurden, verglichen. Die Proben wurden bei 40 °C eingelagert und der
Einfluss des Herstellverfahrens auf die BPO-Stabilitdt wurde aus der pH-Abnahme abgeleitet,
die nach einer Lagerdauer von t = 14 d und 28 d in Bezug auf den Ausgangswert gemessen
wurde (s. 3.2.7).

Die Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung zeigen bei der Probentemperatur nach der
Herstellung fur alle Proben, die mit den optimierten Methoden hergestellt wurden, eine
Reduktion der Probentemperatur (vgl. 10%ige BPO-Ansitze mit: STD-Methode, KUHL-
Methode und OPT-Methode in Abb. 33-37). Des Weiteren zeigt sich, dass bei gleicher BPO-
Konzentration ein Einfluss der unterschiedlichen Vehikel-Grundlagen auf die
Warmeentwicklung wéahrend der Wirkstoffeinarbeitung existiert. Dies kann damit erklart
werden, dass die Warmeentwicklung wahrend der Herstellung stark vom jeweiligen Prototyp
und insbesondere dessen Konsistenz (weich, fest) beeinflusst wird [73]. So zeigen Poloxamer-
haltige Proben (Prototyp A und B) eine festere Konsistenz als die Prototypen C, D und E. Es
entsteht ein erhdhter Widerstand, welcher im Rihrprozess zu Erzielung der gleichen Drehzahl

Uberwunden werden muss und daher zu vermehrter Reibungswarme fuhrt [74].

Die auftretende Produkttemperatur (40-65 °C) beeinflusst die BPO-Stabilitat, in allen bisher
eingesetzten Vehikel-Grundlagen unterschiedlich stark und fihrt infolge zu unterschiedlich
starker pH-Reduktion. Dabei nimmt der pH-Wert in folgender Reihenfolge ab: A° B>D>C >
E (s. Abb. 33-37). Trotz Optimierung der Herstellmethode und Reduktion der
Probentemperatur, iberschreitet die pH-Anderung in den Proben der Prototypen A und B den
als kritische Grenze angesehenen Wert von einer pH-Einheit. Dies deutet darauf hin, dass der
Einfluss der Inkompatibilitat zwischen HS und WS hier starker ausgepragt ist als in den tbrigen
Prototypen. Es zeigt sich, dass eine Begrenzung der Probentemperatur wahrend der
Herstellung auf < 30 °C, eine deutliche Reduktion des BPO-Abbaus herbeifiihrt. Eine
Reduktion der Scherbelastung durch Anderung der Riihrparameter (OPT-Methode) zeigt
keinen zuséatzlichen Einfluss auf die BPO-Stabilitat in Vehikeln (s. Abb. 33-37). Dies lasst sich

folgendermalRen aus den Versuchen ableiten: KUHL- und STD-Methode bewirken die gleiche
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Scherbelastung, unterscheiden sich aber in der Produkttemperatur. Kiihl- und OPT-Methode
weisen eine vergleichbare Produkttemperatur bei unterschiedlicher Scherbeanspruchung auf.
KUHL- und OPT-Methode bewirken eine nahezu gleiche Verbesserung der BPO-Stabilitat in
den Vehikeln. Somit liegt der Schluss nahe, dass Uiberwiegend hohe Temperaturen, nicht aber
starke mechanische Beanspruchung den BPO-Abbau triggern. Somit konnten die

diesbezliglichen Ergebnisse einer wissenschaftlichen Arbeit [75] nicht bestatigt werden.

Die Uberprifung der konzentrationsabhangigen Zersetzung von BPO in den Prototypen A-E
sollte klaren, ob bei der Zersetzung des BPO Uberwiegend der geloste oder auch der
suspendierte Anteil an der Reaktion beteiligt ist. Dabei zeigt sich, dass 1%ige Ansatze im
Vergleich zu 10%igen tendenziell stabiler sind (s. Abb. 33-37). Dies ist allerdings nicht auf eine
hohere Reaktivitat des suspendierten Anteils zurtickzufiihren, sondern auf den Umstand, dass
bei der Herstellung der 10%igen Zubereitung wesentlich mehr Reibungswarme entsteht und
dadurch der oben beschriebene temperaturabhéngige Trigger-Effekt zu Tage tritt.

Die Reaktivitdt vom suspendiertem BPO kann daher problemlos durch die gezielte Kiihlung
des Ruhrgefal3es kontrolliert werden. Die BPO-Stabilitat kann somit derart verbessert werden,
dass sogar 10%ige BPO-Ansatze unter Verwendung der KUHL-Methode, trotz des héheren
BPO-Anteils, weniger stark in Vehikeln zerfallen und somit hinsichtlich des BPO-Abbaus mit
1%igen Ansatzen, die mittels STD-Methode hergestellt wurden, aquivalent sind (gemessen an
der pH-Abnahme).

801 0 1% BPO mit STD 3.51 [ 1% BPO mit STD
I 10 % BPO mit STD 1 10 % BPO mit STD
O 10 % BPO mit OPT 1 10 % BPO mit OPT
704 B 10 % BPO mit KUHL 3.0 & 10 % BPO mit KUHL
--- Kritische pH-Abnahmegrenze
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2
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Abb. 33: Einfluss der BPO-Konzentration auf die Probentemperatur nach der Herstellung mit
verschiedenen Herstellverfahren (STD-, OPT-, KUHL-Methode) in Prototyp A
sowie der pH-Stabilitdt nacht =14 d und t = 28 d bei 40 °C
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Abb. 34: Einfluss der BPO-Konzentration auf die Probentemperatur nach der Herstellung mit
verschiedenen Herstellverfahren (STD-, OPT-, KUHL-Methode) in Prototyp B
sowie der pH-Stabilitdt nacht = 14 d und t = 28 d bei 40 °C
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Abb. 35: Einfluss der BPO-Konzentration auf die Probentemperatur nach der Herstellung mit
verschiedenen Herstellverfahren (STD-, OPT-, KUHL-Methode) in Prototyp C
sowie der pH-Stabilitdt nacht =14 d und t = 28 d bei 40 °C
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Abb. 36: Einfluss der BPO-Konzentration auf die Probentemperatur nach der Herstellung mit
verschiedenen Herstellverfahren (STD-, OPT-, KUHL-Methode) in Prototyp D
sowie der pH-Stabilitdt nacht = 14 d und t = 28 d bei 40 °C
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Abb. 37: Einfluss der BPO-Konzentration auf die Probentemperatur nach der Herstellung mit
verschiedenen Herstellverfahren (STD-, OPT-, KUHL-Methode) in Prototyp E
sowie der pH-Stabilitdt nacht =14 d und t = 28 d bei 40 °C
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4.1.4 Fazit

Die Durchfuhrung der Stabilitdtsuntersuchung mit NDN, BPO und deren Kombinationen zeigte,
dass NDN eine aul3erordentliche hohe Stabilitat unter den meisten Stressbedingungen
aufweist. Lediglich unter Einfluss von Wasserstoffperoxid bei 60 °C zeigt sich ein NDN-Abbau.
BPO erweist sich vor allem unter erhéhten Lagertemperaturen (60 °C) als ein instabiler und

reaktiver WS, der die Stabilitat beider WS negativ beeinflussen kann.

Des Weiteren zeigte sich, dass HS und deren Kombinationen sowie deren
Einsatzkonzentrationen die BPO-Stabilitat in den Vehikel-Grundlagen entscheidend
mitbestimmen. Fir die finalen Vehikel-Grundlagen ist es daher zwingend notwendig unterhalb
der untersuchten Einsatzkonzentrationen der HS zu bleiben und galenisch sinnvolle
Verhéltnisse zu wahlen, die es ermdglichen, stabile, streichfahige und kosmetisch
ansprechende Formulierungen herzustellen. Dies gilt besonders fir den Einsatz von Xanthan-
Gelbildnern, welche bei 2 % und 3 % puddingartige Konsistenzen aufweisen. Vehikeln mit
Squalan als Lipidphase, Milchsaure/Lactat-Puffer (pH 5,5) als Puffersystem, Pentylenglycol
als Feuchthaltemittel, Amaze XT als Xanthan-Gelbildner (zeigt im Vergleich zum KETROL F
bessere streichfahige Eigenschaften) erscheinen vielversprechend und kompatibel.

Aus der Stabilitatsuntersuchung wurde ersichtlich, dass die Probentemperatur wahrend der
Herstellung ein qualitatsbestimmender Prozessparameter und entscheiden fir die BPO-
Stabilitat ist. Dies gilt es wéahrend der finalen Entwicklung der Vehikel-Grundlagen im
Herstellverfahren zu berlicksichtigen. Somit wird ersichtlich, dass die BPO-Stabilitat, durch ein
komplexes Zusammenspiel zwischen der Auswahl der HS, der Konzentration des geldsten
Anteils von BPO in Vehikeln [19], der pH-Stabilitat des Vehikels, der Herstelltechnik der

wirkstoffhaltigen Formulierungen und der Lagertemperatur beeinflusst werden kann.
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4.2 Stabilitatsuntersuchung der Wirkstoffe in finalen Vehikel -Grundlagen

Ziel der finalen Stabilitatsuntersuchung war es, ressourcensparend, eine lagerstabile,
streichfahige und auch kosmetisch ansprechende Formulierung mit der Kombination aus NDN
und BPO zu ermitteln. Um dies zu realisieren wurden Vehikel-Grundlagen (Prototypen F, G
und H) die auf Basis der Erkenntnisse der Stabilitatsuntersuchung (s. 4.1.4) entwickelt sind
und dem etablierten Anforderungsprofil (s. 2.5) an geeignete Formulierungen fir Akne

erkrankter Haut entsprechen, eingesetzt (s. 3.2.1.1).

Alternativ zum klassischen Xanthan-Gelbildner (Amaze XT), welcher in den Prototypen F und
G verwendet wurde, fuhren Formulierungen mit SENSOCEL stab 026-N als Gelbildner
(Compound bestehend aus Mikrokristalliner Cellulose und Xanthan Gummi) zu kosmetisch
sehr ansprechenden Vehikeln, weshalb der Gelbilder SENSOCEL stab 026-N aus diesem
Grund in der Vehikel-Grundlage des Prototyps H eingesetzt wurde.

In den Untersuchungen der Wirkstoffstabilitat in Vehikeln (s. 4.1) wurde mit der fir BPO
maximalen Anwendungskonzentration von 10 % gearbeitet (s. 2.3). Zielsetzung hierbei war
es, ein Stabilitatsprofil zu generieren, welches mit hoher Sicherheit das Stabilitatsverhalten
von BPO in Vehikel-Grundlagen vorhersagen kann. Diese hohe BPO-Konzentration wird
allerdings in der Kombination mit 1 % NDN bisher nicht durch klinische Studien abgedeckt.
Hingegen zeigten Untersuchungen, dass eine Kombination mit 1 % NDN und 5 % BPO im

Bereich der leichten bis mittleren Akne, wirksam [76] und lokal vertraglich [77] ist.

Die finale Stabilitatsuntersuchung orientierte sich an diesen Wirkstoffkonzentrationen und
gliedert sich in zwei Teilaspekte (s. 3.2.6). Im ersten Teil erfolgte die Ermittlung eines
geeigneten Primarpackmittels. Hier wurden Tuben aus Polyethylen (PE) Kunststoff und
Aluminium (ALU) mit Glasvials untersucht. Zeigen die Lagerproben in einem der beiden
getesteten Primarpackmittel (PE- und ALU-Tuben) annahernd die gleiche Stabilitdt wie im
Glas, so kann von der Eignung dieses Primarpackmittels ausgegangen werden. Der zweite
Teil ermdglichte es, die Stabilitat der finalen Zubereitungen vergleichend zu bewerten und eine
Laufzeit von mind. 2 Jahren, inklusive der empfohlenen Lagerbedingung, mit hoher Sicherheit

vorherzusagen.

Die WS wurden in Kombination mit einer temperaturschonenden Herstellmethode in die
Vehikel-Grundlagen eingearbeitet (s. 3.2.1.3) und nach einer Lagerung von t = 28 d, 84 d und
168 d unter verschiedenen Lagerbedingungen (5°C/k.r.F.,25°C/60%r. F. und 40 °C/75
% r. F.) auf Stabilitdt gepruft und final mit Hilfe des implementierten Bewertungssystems (s.

3.2.7) hinsichtlich kritischer Parameter bewertet.
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4.2.1 Ermittlung des geeigneten Primarpackmittels

Um im ersten Teil der Stabilitatsuntersuchungen ein geeignetes Primarpackmittel fur die
Vehikel-Grundlagen (Prototypen F-H) auszuwahlen, wird im Folgenden der Wirkstoffgehalt
von BPO und NDN und der pH-Wert der Proben nach einer Lagerdauer von t = 84 d bei 25 °C
und 40 °C betrachtet.

Der Prototyp F zeigt eine nicht ausreichende Stabilitat der beiden WS in PE- und ALU-Tuben
und in Glasvials, wenn Proben bei 40 °C gelagert werden (s. Abb. 38-40). Der Wirkstoffgehalt
sinkt hier deutlich unter die 95%ige Gehaltsuntergrenze ab. Die Stabilitdt nimmt in folgender
Reihung ab: ALU >> Glas > PE. In ALU zeigt NDN erstmals einen héheren Wirkstoffabbau im
Vehikel als BPO, welches schon bei 25 °C deutlich auftritt. Prototyp F mit WS (NDN+BPO)
zeigt eine ausreichende pH-Stabilitat, da die pH-Abnahme kleiner als eine pH-Einheit ausfallt
(s. Abb. 38-40). Eine Ausnahme stellt hier der pH-Wert der Placebo-Kontrollgruppe (VEHIKEL)
in ALU bei 40 °C dar. Hier erfolgt ausschlie3lich eine pH-Zunahme von ca. 2 pH-Einheiten und
deutet auf eine Interaktion zwischen Grundlage und Primarpackmittel bei hoheren

Temperaturen hin.

Beide WS zeigen in Prototyp G im Glas und PE eine ausreichende Stabilitdt, wenn sie bei 25
°C und 40 °C gelagert werden (s. Abb. 41-43). In ALU abgefiillte Proben zeigen hinsichtlich
der WS- und pH-Stabilitat mit Prototyp F vergleichbare Ergebnisse (s. Abb. 40 und 43), d. h.
ALU-Tuben sind als Primarpackmittel fiir Prototyp G nicht geeignet.

In Prototyp H zeigen beide WS bei 40 °C unabhangig vom Primarpackmittel keine
ausreichende Stabilitét (s. Abb. 44-46). In ALU gelagerte Proben zeigen ferner die bereits fur
die Prototypen F und G beschriebene Interaktion mit den ALU-Tuben.
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Abb. 38: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp F gelagert in Glasvial nach t =84 d
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Abb. 39: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp F gelagert in PE-Tube nacht=84d
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Abb. 40: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp F gelagert in ALU-Tube nacht=84d
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Abb. 41: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp G gelagert in Glasvial nach t =84 d
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Abb. 42: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp G gelagert in PE-Tube nacht=84d
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Abb. 43: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp G gelagert in ALU-Tube nach t =84 d

140—D NDN r140 9.07- VEHIKEL r9.0
=2 g:f? 105 % Gehaltsbereich 8.5 N s i 8.5
1201 o - © Gehaltsbereic 120 -- pH-Stabilitatsbereich von BPO
8.0 8.0
e3‘10(),__]:_ = = +100 7.59 r7.5
E E 7.0 7.0
g 80 80 8 65 6.5 o
€ e 2 -3
S g0 60 © [ X1 S R S L LT IL I +6.0
w O [ ®
= = 5.54
2 40- a0 3 5o
4.5
20+ 20
4.0+
V] T . T L0 3.5-
RT 25°C 40°C RT 25°C 40°C
_krF.__ 60%r.F. 75%r.F. k.r.F. 60%r. F. 75%r.F.
t=0d t=84d t=0d t=84d

Abb. 44: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp H gelagert in Glasvial nacht =84 d
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Abb. 46: Wirkstoffgehalt und pH-Wert in Prototyp H gelagert in ALU-Tube nacht=84d

Die Kombination beider WS zeigt die hdchste Stabilitdt in Prototyp G, gefolgt von den

Prototypen H und F. Dies kann so erklart werden, da BPO in der Lipidphase eine gewisse

Laslichkeit besitzt, die mit hoherer Lagertemperatur (z. B. 40 °C) weiter ansteigt [35]. Die

Laslichkeit beeinflusst ihrerseits die Gesamtreaktivitat von BPO in Vehikel-Grundlagen [19].

Prototyp G weist keine Lipidphase auf, sodass dieser Effekt hier keine Rolle spielt. Die

Prototypen F und H besitzen einen gleich grof3en Anteil Squalan als Lipidphase. Des Weiteren

enthalt der Prototyp F Polysorbat 60, welches als Solubilisator [78] die Loslichkeit von WS in

Vehikel-Grundlagen erhdhen und somit die Stabilitat von BPO und NDN im Vehikel negativ

beeinflussen kann. NDN zeigt Uberraschenderweise auch unabhéngig von BPO eine

individuelle Interaktion mit der ALU-Tube als Primarpackmittel. Der NDN-Gehalt ist hier

deutlich niedriger als der von BPO in allen untersuchten Proben.
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Eine ansonsten von BPO getriggerte Inkompatibilitat im Vehikel fuhrt immer zu einer starkeren
BPO- im Vergleich zur NDN-Abnahme. Solch ein bisher nicht beobachtetes
Inkompatibilitatsverhalten tritt nicht bei PE und Glas auf und bestatigt die Vermutung der
Beteiligung von Aluminiumionen an der Reaktion. Die pH-Wert Zunahme der Placebo-
Kontrollgruppe (VEHIKEL) aller Prototypen in ALU bei 40 °C deutet darauf hin, dass die
Innenlackierung der Tuben vermutlich nicht intakt gewesen ist. Méglicherweise wurde die
Beschadigung beim VerschlieBen der Tuben (handisch mit Tubenfalz-Zange) verursacht.
Weitere Grinde kénnen sein: Der Defekt des Innenlackes ist wahrend der Tubenherstellung
oder wahrend des Transports entstanden. Als wesentlich weniger wahrscheinlich, ist eine
spezifische Inkompatibilitdt zwischen Vehikel-Grundlage und intakter ALU-Tube, die bei 40 °C
verstarkt zum Vorschein kommt, anzusehen. Die wirkstoffhaltigen Proben zeigen keinen pH-
Anstieg. Dies ist dadurch begrindet, dass eine BPO-Gehaltsabnahme mit einer pH-Abnahme
einhergeht und dadurch der pH-Anstieg kompensiert wird. Der eingesetzte Laktat-Puffer zeigt
dartiber hinaus eine gute Pufferwirkung und sorgt Uber die gesamte Untersuchungszeit bei
allen untersuchten Proben (ausgenommen Proben in ALU-Tuben) fur eine ausreichende pH-
Stabilitét; eine Bestatigung daflr, dass dieses Formulierungskonzept erwartungsgemal

funktioniert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass PE-Tuben sich mit allen Prototypen als kompatibel
erweisen und daher als Primarpackmittel geeignet sind. Dieser Teil der
Stabilitdtsuntersuchung zeigt aul3erdem, dass der Prototyp G in PE-Tuben selbst bei 40 °C
Lagertemperatur eine ausreichende Wirkstoffstabilitéat zeigt (s. Tab. 21). Demgegeniber
koénnen die eingesetzten ALU-Tuben fir keinen der drei Prototypen F, G und H als geeignet
eingestuft werden. Auch wenn dies mdglicherweise als Artefakt im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung zu werten ist, zeigt sich trotzdem, wie anféllig NDN in allen Prototypen auf
Aluminiumionen reagiert. Deshalb sollte im Sinne einer Risikovermeidung besser auf

innenschutzlackierte Aluminiumtuben als Primarpackmittel verzichtet werden.
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Tab. 21: Zusammenfassung der Ergebnisse der Probenstabilitat von Prototyp F-H mit 1 %
NDN und 5 % BPO in verschiedenen Priméarpackmitteln nach einer Lagerung von t = 84 d bei
40°C/75%r. F.

Primarpackmittel |Glasvial | PE- ALU-
Tube | Tube

Prototypen Untersuchungen Bewertung

Anderung des makroskopischen Aussehens

00900900 ¢

F Abnahme des pH-Wertes

Abnahme des Wirkstoffgehalts

Anderung des makroskopischen Aussehens

G Abnahme des pH-Wertes

Abnahme des Wirkstoffgehalts

Anderung des makroskopischen Aussehens

H Abnahme des pH-Wertes

Abnahme des Wirkstoffgehalts

*Proben zeigen eine Gelbverfarbung, Naheres ist im Anhang aufgefihrt (s. 7.1).

4.2.2 Ermittlung der geeigneten Lagerbedingung und Laufzeit

Um die Stabilitat der WS in den Vehikel-Grundlagen (Prototypen F-H) vergleichend zu
bewerten und eine Laufzeit von mind. 2 Jahren mit Empfehlung fir die Lagerbedingung
vorherzusagen, wird im Folgenden das makroskopische Erscheinungsbild der Proben zum
Zeitpunkt t = 0 d und t = 186 d bei verschieden Lagerbedingungen betrachtet (s. Abb. 47).

Alle Prototypen mit WS (NDN+BPO), die bei 5 oder 25 °C gelagert wurden, zeigen keine
Farbveranderung. Wahrend hingegen eine Lagerung bei 40 °C, eine Farb&nderung von weif3
nach gelb verursacht. Die Farbintensitat zwischen den Prototypen ist unterschiedlich stark
ausgepragt und nimmt in folgender Reihenfolge zu: G < H << F. Eine derartige Gelbverfarbung
ist aus den vorangegangenen Untersuchungen bekannt und weist auf eine nicht ausreichende
Stabilitéat beider WS im Vehikel hin (s. 4.1.2).
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In der Gesamtbetrachtung zeigt Prototyp G die geringsten makroskopischen Veranderungen

aller untersuchten Prototypen.

Prototyp G Prototyp F

Prototyp H

t=0d t=186d t=186d t=186d
RT 5°C/k.r. F 25°C/60%r. F. 40°C/75%r. F.
VEHIKEL | NDN+BPO | VEHIKEL | NDN+BPO | VEHIKEL | NDN+BPO | VEHIKEL | NDN+BPO

Abb. 47: Makroskopisches Erscheinungsbild der Prototypen F-H in Glasvial

nach t = 168 d unter verschiedenen Lagerbedingungen

Beide WS zeigen eine ausreichende Stabilitat in allen Prototypen, wenn diese bei 5 °C oder

25 °C eingelagert werden (s. Abb. 48-50). Ein differenzierteres Bild ergibt sich bei Proben, die

bei 40 °C gelagert wurden. Hierbei nimmt die Stabilitat in folgender Reihenfolge ab: G > H >>

F. Dabei zeigt keine der untersuchten Proben eine kritische pH-Anderung (s. Abb. 48-50).
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Aus den Ergebnissen des zweiten Teils der Stabilitatsuntersuchung wird ebenfalls ersichtlich,
dass der anfangs beschriebene Zerfallsmechanismus von BPO in Vehikeln (s. 4.1.1) auch hier
seine Gliltigkeit hat. Dabei spielt insbesondere die Temperatur eine grof3e Rolle, wenn es um

das Triggern und Beschleunigen von Abbaureaktionen des BPO geht.

Entsprechend zeigt sich nach 6-monatiger Lagerung bei 5 °C und 25 °C unabhangig vom
Prototyp keine kritische Veranderung der Probenfarbe (s. Abb. 47). Eine Farbveranderung tritt
bei Proben auf, die bei 40 °C gelagert wurden. Das bestétigt auch, dass chemischer, aber
insbesondere auch thermischer Stress, den BPO-Zerfall triggert (s. 2.3). Dieser setzt sich
danach in einem autokatalytischen Zerfall von BPO fort und kann nachfolgend zu einem
Anstieg des Abbaus beider WS fuihren, was zu einer Zunahme von Abbauprodukten im Vehikel
fuhren kann. Dies bestatigt beispielswiese, dass im Chromatogramm neue, zuvor nicht in
Erscheinung getretenen Abbauprodukte (exemplarisch gezeigt hier fir Prototyp G) mit den
Peak Nr. 2 und 3 aufgetreten sind (s. Abb. 51 und 52). Das detektierte Abbauprodukt mit der
Peak Nr. 1 (s. Abb. 51 und 52) ist hochstwahrscheinlich die Benzoeséure (s. 2.3), welche sich
schon im Rahmen der HPLC-Methoden-Entwicklung im Chromatogramm bemerkbar gemacht
hat (s. 3.2.4.1).

NDN+BPO in Prototyp G
t=0d,RT/k.1. F.

NDN+BPO in Prototyp G
t=0d,RT/k.r.F.

NDN+BPO in Acetonitril
7 ‘ t=0d,RT

Abb. 51: Referenz-Chromatogramm von NDN und BPO in Prototyp G

nach der Herstellung (t = 0 d) sowie beide WS in Acetonitril-Stammlésung
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Abb. 52: HPLC-Chromatogramm einer Probe des Prototyps G nach einer Lagerung
vont =168 d im Glasvial

Nun kann mit Hilfe der RGT-Regel das Stabilitdtsverhalten beider WS in Vehikeln
vorhergesagt werden. Diese Faustregel [35] besagt: Wird die Temperatur einer chemischen
Reaktion um 10 °C erhéht, dann steigt die Reaktionsgeschwindigkeit um das Doppelte bis
Vierfache an. Somit kann Uber eine einfache Extrapolation aus der Bestimmung des
Wirkstoffgehalts, die wahrscheinliche Laufzeit abgeschatzt werden. Der zweite Teil der
Stabilitatsuntersuchung bestatigt (vgl. Tab. 21 und 22), dass fur Prototyp G abgefullt in PE-
Tuben eine Laufzeit von mind. 2 Jahren zu erwarten ist, wenn eine Lagerung im Kihlschrank
bei 2-8 °C gemalf Ph. Eur. [39] erfolgt.

Zur Berechnungsgrundlage kdnnen die Stabilitdtsdaten der Gehaltsbestimmung nach der 3-
monatigen Lagerung exemplarisch herangezogen werden. Auf dieser Grundlage kann die
wabhrscheinliche Laufzeit folgendermaf3en extrapoliert werden: Wird nun die Lagertemperatur
von 40 °C auf 10 °C reduziert, ergeben sich drei Reduktionsschritte (40 °C > 30 °C > 20 °C >
10 °C). Somit verlangsamt sich die Reaktionsgeschwindigkeit um Faktor 8 (es gilt: 23 = 8). Nun
kann aus 3 Monaten, eine Laufzeit von 24 Monaten extrapoliert werden (es gilt: 3 Monate x 8
= 24 Monate). Diese Betrachtung gilt, da bei Prototyp G nach 3-monatiger Lagerung bei 5 °C,
25 °C und 40 °C keine Unterschreitung der 95%igen Gehaltsuntergrenze vorliegt (s. 7.2).
Dabei ist anzumerken, dass diese Betrachtung sehr konservativ ist, da von einer Verdopplung

und nicht von einer Vervierfachung der Reaktionsgeschwindigkeit ausgegangen wird.
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Des Weiteren wird nur bis 10 °C extrapoliert und nicht auf 5 °C. Somit weist diese Betrachtung
einen ausreichenden Sicherheitszuschlag auf, der dazu beitragt, dass eine Aussage mit hoher
Sicherheit Gber die Auswahl von geeignetem Prototyp, Primarpackmittel, Lagerbedingung und

Laufzeit getroffen werden kann.

Tab. 22: Zusammenfassung der Ergebnisse der Probenstabilitat von Prototyp F-H mit 1 %
NDN und 5 % BPO in Glasvials nach einer Lagerung von t = 168 d unter verschieden

Lagerbedingungen

Lagerbedingung 5°C/ 25°C/ 40 °C/
k.rrF. [60%Tr.F.|75%T.F.

Prototypen Untersuchungen Bewertung
Anderung des makroskopischen .
Aussehens *
F Abnahme des pH-Wertes

Abnahme des Wirkstoffgehalts

Anderung des makroskopischen
Aussehens

G Abnahme des pH-Wertes

Abnahme des Wirkstoffgehalts

Anderung des makroskopischen
Aussehens

H Abnahme des pH-Wertes

0090000

Abnahme des Wirkstoffgehalts

*Proben zeigen eine Gelbverfarbung.

Die Ubrigen Untersuchungen fir Prototyp G, die auf mikroskopische und rheologische Stabilitat
prufen, lassen sich nach einer Lagerung von t = 168 d wie folgt zusammenfassen: Alle Proben,
die bei 5 °C oder 25 °C gelagert wurden, zeigen keine Anderung der Konsistenz, die bei der
Applikation wahrnehmbar wére. Eine leichte Abnahme der Ruheviskositat (zu sehen an der
Anderung der FlieRgrenze, der FlieRkurven und am FlieRpunkt der Oszillationskurve, s. Abb.
53), wenn bei 40 °C gelagert wurde. Ebenso zeigt sich bei dieser Lagertemperatur eine
geringfigige Zunahme der Thixotropie, wenn man dafir die Hystereseflache zwischen Auf-

und Abkurve zugrunde legt.
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Abb. 53: FlieRkurve (links) und Oszillationskurve (rechts) von Protoyp G
mit NDN und BPO in Glasvial nach t = 168 d unter verschiedenen Lagerbedingungen
Auf mikroskopischer Ebene ist (ber die Lagerzeit lediglich eine Zunahme der
Partikelagglomeration und ein geringes Partikelwachstum zu beobachten (s. Abb. 54). Diese
Veranderung ist als nicht kritisch zu bewerten, da daraus keine Anderungen im Wirkstoffgehalt

und in der Wirkstoffhomogenitat der Untersuchungsproben resultieren.

Prototyp G

t=0d
RT

t=168d
5°Cl/k.r. F.

t=168d
25°C/60%r. F.

50 pm,
P—

t=168d
40°C/75%r. F.

Abb. 54: Ube

rsicht des mikroskopischen Erscheinungsbildes von Prototyp G

mit NDN und BPO nach t = 168 d unter verschiedenen Lagerbedingungen
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4.2.3 Fazit

Die eingangs der Stabilitatsuntersuchung (s. 4.1.3) aufgestellte Hypothese, dass BPO-
Zerfallsreaktionen und deren Produkte den NDN- und BPO-Zerfall in Vehikeln triggern, konnte
final bestétigt werden. Diese Erkenntnis bot eine Moglichkeit, ein Systemverstandnis fiir das
Stabilitatsverhalten beider WS in Vehikeln aufzubauen, das stark von der BPO-Stabilitat
gepragt ist (s. 4.1.4), welche in dieser Stabilitdtsuntersuchung mit sehr gutem Erfolg
bertcksichtigt wurde. Das darauf beruhende Formulierungskonzept fuhrt zu einer ausreichend
lagerstabilen, streichfahigen und auch kosmetisch ansprechenden Zubereitung, die eine
Kombination beider WS in einer Zubereitung erméglicht. Final kann der Prototyp G als Vehikel
empfohlen werden. Wenn die Zubereitung in PE-Tuben abgefillt und bei 2-8 °C gelagert wird,
erscheint eine Laufzeit von mind. 2 Jahren als plausibel. Eine detaillierte Ubersicht der
Ergebnisse fur Prototyp G unter Bertcksichtigung der kritischen Parameter, sind im Anhang
aufgefuhrt (s. 7.2).
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4.3 Charakterisierung der finale n Formulierung

Die finale Formulierung besteht aus der Vehikel-Grundlage des Prototyps G mit 1 % NDN und
5 % BPO, da sich diese bei den Stabilitatsuntersuchungen als stabilste Zubereitung
herausgestellt hat (s. 4.2.3). In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der pharmazeutisch-
technologischen und dermato-biopharmazeutischen Charakterisierung bezugnehmend auf

eine AnsatzgrofRe von 200 g zusammengefasst (s. 3.2.1.3).

Prototyp G ist gemaR Ph. Eur. ein klassisches Hydrogel (s. 2.4.2) und entspricht dem
Anforderungsprofil (s. 2.5) geeigneter Formulierungen fur Akne erkrankte Haut. Die Vehikel-
Grundlage ist in seiner Zusammensetzung und der Funktion der einzelnen Komponenten in

Tab. 23 wiedergegeben.

Tab. 23: Zusammensetzung der Vehikel-Grundlage der finalen Formulierung

Hilfsstoffe Funktionen Zusammensetzung [%]
Xanthan Gummi Gelbildner [79] 1,0
(Amaze XT)
Mesopordses Siliciumdioxid Verdickungsmittel [72], 0,5
Interkation mit Sebum
Pentylenglycol Feuchthaltemittel [80], 5
Interaktion mit Sebum
90%ige Milchsaure-Ldsung 0,56
Puffersystem [81]
50%ige Natriumlaktat-Losung 41,24
Wasser Grundlage ad 100

Die beiden WS liegen dispergiert und in geséttigter Lésung in der Grundlage vor, sodass hier
von einem Suspensionsgel gesprochen werden kann. Aufgrund der antimikrobiellen Aktivitat
von BPO, NDN (s. 2.3) und Pentylenglycol (5%ig) [82], kann von einer ausreichend
mikrobiologischen Stabilitdt der Zubereitung ausgegangen werden, sodass der Zusatz von
klassischen Konservierungsmitteln nicht erforderlich ist und auf weitergehende

mikrobiologische Untersuchungen verzichtet wurde.

Im Rahmen der galenischen Charakterisierung wurden folgende Qualitdtsmerkmale (1-6)

untersucht, um die Eigenschaften der finalen Formulierung festzulegen:
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1) Mikroskopisches Erscheinungsbild

Untersuchung der Partikel -form, -gré3e und -agglomeration.

2) Makroskopisches Erscheinungsbild

Untersuchung der Proben -gleichméaRigkeit, -farbe und des -glanzes.

3) pH-Wert:

Untersuchung des pH-Wertes.

4) Gehaltshestimmung :

Bestimmung des Wirkstoffgehalts und Untersuchung der Wirkstoffhomogenitat.

5) Rotationsrheologie
Untersuchung des Fliel3verhaltens, der Flie3grenze und der Thixotropie.

6) Oszillationsrheologie
Untersuchung des viskoelastischen Verhaltens und des Fliel3punktes.

4.3.1 Bestimmung des mikro - und makroskopischen Erscheinungsbildes

Eine makroskopische Charakterisierung der Proben (s. 3.2.2) zeigt bei der wirkstoffhaltigen
Probe (NDN+BPO) eine glanzende, weil3e Masse mit gleichm&Rigem Erscheinungsbild (s.
Abb. 55). Da beide WS liberwiegend suspendiert in den Vehikel-Grundlagen vorliegen, erfolgt
eine verstarkte Lichtstreuung [83]. Die Proben erscheinen daher im Gegensatz zur Placebo-
Kontrollgruppe intransparent. Beim Placebo ist lediglich eine leichte Tribung der gelierten
wassrigen AulRenphase zu beobachten. Der finalen Formulierung kann somit ein homogenes

Aussehen als Eigenschaft zugesprochen werden.

Die mikroskopische Charakterisierung (s. 3.2.2) zeigt bei den polarisationsmikroskopischen
Aufnahmen der Proben folgendes Ergebnis: Die WS sind ausreichend homogen in der
Grundlage dispergiert. Es gibt keine unerwiinschten Pulvernester oder verstarkte
Agglomeration (s. Abb. 55). Das Erscheinungsbild ist mafRgeblich von BPO gepragt, da BPO
mit einem Gehalt von 5 % den Anteil an NDN (1 %) in der Grundlage klar Uberwiegt. Die
haufigste PartikelgroRe liegt bei ca. 15-25 um. Meist liegen die Wirkstoffkristalle als nicht
sphérische Partikel vor, deren Partikelform von Plattchen (flache Partikel, deren Lange und

Breite anndhernd gleich sind) bis Tafel (lange, dinne und flache Partikel) variiert.
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Diese Wirkstoffpartikel liegen nicht nur als isolierte Primarpartikel vor, sondern bilden in der

Grundlage Agglomerate, die eine unterschiedliche Gestalt und Gré3e annehmen kénnen.

ntrollgruppe (links) und der
wirkstoffhaltigen Probe (rechts) sowie mikroskopisches Erscheiungsbild
einer wirkstoffhaltigen Probe

4.3.2 Bestimmung des pH -Wertes

Bei BPO-haltigen Formulierungen kann der pH-Wert als kritisches Qualitdtsmerkmal
angesehen werden (s. 4.1.4), welcher nach der Herstellung zwingend gepriift werden muss.
Die pH-Untersuchung (s. 3.2.3) zeigt, dass alle Proben (VEHIKEL und NDN+BPQO) im pH-
Stabilitdtsbereich von BPO (pH = 4-6) liegen (s. Abb. 56). Der gewiinschte physiologische pH-
Bereich von 4,5-5,5 (s. 2.1) konnte in der wirkstoffhaltigen Probe durch den Pufferzusatz
realisiert werden. Somit bestatigt sich die Eignung des gewahlten Milchsaure/Laktat-
Puffersystems. Die nach Einarbeitung der WS in der Vehikel-Grundlage beobachtete minimale
Abnahme des pH-Wertes ist auf die Verunreinigung des eingesetzten BPO mit Benzoesaure
zurlickzufuhren (s. 3.2.4.1), da Arzneibuch-konforme Ware bis zu 1,5 % dieser Verunreinigung
enthalten darf [16]. Eine zuséatzliche pH-Einstellung der Proben erweist sich als nicht

erforderlich.
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Abb. 56: pH-Wert der Placebo-Kontrollgruppe (VEHIKEL)
und der wirkstoffhaltigen Probe (NDN+BPO)

4.3.3 Bestimmung des Wirkstoffgehalts mittels HPLC

Der Wirkstoffgehalt ist ein weiteres kritisches Qualitditsmerkmal, welches Auskunft Gber die
Wirkstoffhomogenitat in der Grundlage geben kann und die Eignung der Herstelltechnik (s.
3.2.1.3) und der analytischen Probenaufbereitung (s. 3.2.4.2) prift. Die Ergebnisse der
Untersuchung zeigen deutlich, dass sowohl die Herstelltechnik als auch die analytische
Probenaufbereitung als zielfihrend eingestuft werden koénnen (s. Abb. 57). In der
Gesamtbewertung auf3ert sich dies darin, dass alle gemessen Wirkstoffgehalte im Bereich von
95-105 % liegen [84, 85]. Der berechnete Gesamtfehler (Standardabweichung) eines
Messergebnisses liegt im Bereich von 1-2 %, was als gut bewertet werden kann. Dies bestétigt
die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung, die zeigten, dass die WS ausreichend
homogen in der Grundlage dispergiert sind und der Herstellprozess, Proben einheitlicher

Qualitat, bezogen auf den Gehalt ermoglicht.
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Abb. 57: Wirkstoffgehalt von NDN und BPO in der Vehikel-Grundlage

4.3.4 Untersuchung der rheologischen Eigenschaften mittels Rotations - und

Oszillationsmessung

Um die rheologischen Eigenschaften der finalen Formulierung festzulegen, wurde eine
rheologische Charakterisierung mittels Rotations- und Oszillationsuntersuchung durchgefiihrt
(s. 3.2.8).

Die Rotationsuntersuchung zeigt folgende Charakteristika: Sowohl die Placebo-Kontrollgruppe
(VEHIKEL) als auch die wirkstoffhaltigen Proben (NDN+BPO) zeigen ein scherverdinnendens
FlieRverhalten, das mit einer FlielBgrenze versehen ist; es handelt sich somit um Casson-
Korper (s. Abb. 58) [35]. Dies erlaubt zum einen ein punktgenaues Auftragen (ohne
Wegfliel3en), zum anderen ist ein leichtes Verstreichen der Zubereitung auf der Haut moglich.
Die wirkstoffhaltige Probe zeigt erwartungsgemaf eine minimal hdohere FlieRgrenze als die
Placebo-Kontrollgruppe, da der suspendierte WS einen Einfluss auf die Strukturbildung hat
[86]. Beide Proben zeigen in der Auf- und Abkurve der Rheogramme, eine Hystereseflache,

die als Indikator fir eine Thixotropie herangezogen werden kann [86].

Die Oszillationsuntersuchung zeigt ein vergleichbares Ergebnis. Der FlieBpunkt der beiden
Proben (NDN+BPO und VEHIKEL),er kennbar hier alXubwlnimi-t pudrekt !
Kurve [86], wird unter vergleichbarer Scherdeformation erreicht (s. Abb. 58). Die

Zubereitungen zeigen ein viskoelastisches Verhalten.
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Abb. 58: FlieRBkurve (links) und Oszillationskurve (rechts)
von Placebo-Kontrollgruppe (VEHIKEL) und wirkstoffhaltiger Probe (NDN+BPO)

4.3.5 Untersuchung der dermato -biopharmazeutische n Eigenschaften mittels in -vitro
Methode

Die in der finalen Formulierung eingesetzten HS Pentylenglycol und mesopordses
Siliciumdioxid (s. Tab. 23) sollten laut Anforderungsprofil (s. 2.5) neben ihren klassischen
Funktionen im Formulierungskonzept, idealerweise mit humanem Sebum Wechselwirkung
(Interaktion) zeigen. Dies wird bei der Akne erkrankten Haut als vorteilhaft angesehen, da der
Haar-Follikel-Kanal bei Akne haufig mit Sebum und abgestoRenen Korneozyten blockiert ist
und ein Eindringen der dermal applizierten Formulierung erschwert wird, was zu einer

verminderten Wirkstoffpenetration in das Sebum fuhren kann.

Um das Interaktionpotenzial der Vehikel-Grundlage des Prototyps G mit Sebum gefiillten
Talgdriisen zu untersuchen, wurde eine dafiir eigens entwickelte in-vitro Methode (s. 3.2.9)
eingesetzt. Dabei wurde ein Membranfilter aus Polytetrafluorethylen, welches hydrophob ist
und eine Porenstruktur aufweist, mit kiinstlichem Sebum beladen. Dieses dient zur Simulation
von Haarfollikelkanalen und der Hautoberflache. Die wirkstofffreien Prifproben (Vehikel-

Grundlage des Prototyps G und Kontrollproben (Negativ- und Positivkontrolle)) wurden mit ca.

st
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200 mg auf den Filter aufgetragen und nach 24-stiindiger Lagerung bei 32 °C wieder entfernt.
Die gewahlte Lagertemperatur dient zur Simulation der Hautoberflachentemperatur und die
dazugehorige Lagerdauer und Probenmenge, einer einmal taglichen Applikation einer ca.
Erbsengrof3en Probenmenge, die eine Ubliche topische Anwendung im Gesicht simulieren soll.
Je nachdem, wie stark die Interaktion zwischen Sebum und Formulierung ist, wird
unterschiedlich viel Sebum aus dem Filter entfernt. Um eine vereinfachte Quantifizierung der
entfernten Sebummenge zu ermdglichen, wurde dem Sebum zuvor ein UV-aktiver lipophiler
Farbstoffmarker zugesetzt. Das verbleibende Sebum im Filter wurde anschliel3end extrahiert
und mittels HPLC analysiert. Die Bewertung der Wechselwirkung zwischen Formulierung und
kinstlichem Sebum erfolgte im Vergleich zur Positiv- und Negativkontrolle.

Zur Abklarung eines moglichen Einflusses der Wechselwirkung zwischen Formulierung und
Sebum auf das Penetrationsvermégen der WS ins Sebum, erfolgte eine Gehaltsbestimmung
der WS im Sebum mittels HPLC (s. 3.2.9.4). Aus diesem Grund wurden diese Untersuchungen
ohne Zusatz des Farbstoffmarkers durchgefuhrt und der Prototyp G mit WS untersucht. Um
das Penetrationsvermogen der beiden WS im Prototyp G zu bewerten, wurde dieser mit dem
BPO-haltigen Fertigarzneimittel Benzaknen (5%ig) [64] und dem NDN-haltigen
Fertigarzneimittel Nadixa (1%ig) [87], verglichen. Dabei wurde in die Fertigarzneimittel
zusatzlich 1 % NDN oder 5 % BPO eingearbeitet (s. 3.2.9.5).

Weitere Untersuchungen mit der Zielsetzung, sowohl die Wechselwirkung des Prototyps G mit
Sebum zu verstarken als auch die Penetration der WS in das Sebum zu erhdhen, erfolgten
durch Zusatz von Emulgatoren mit verschiedenen Konzentrationen (s. 3.2.9.5). Die Bewertung

erfolgte hier auf Basis des Vergleiches der Proben ohne Zusatz von Emulgatoren.

Die dermato-biopharmazeutische Charakterisierung der Vehikel-Grundlage des Prototyps G
zeigt hinsichtlich der Interaktion mit Sebum folgendes Ergebnis: Es wird annahrend gleich viel
kiinstliches Sebum aus der beladenen Filtermembran entfernt, wie mit der Negativkontrolle (s.
Abb. 59) und die Wechselwirkung mit kiinstlichem Sebum ist deutlich geringer als bei der

Positivkontrolle.

Hinsichtlich des Penetrationsvermdgens beider WS aus Vehikeln in kinstliches Sebum zeigt
sich folgendes Bild: BPO penetriert aus einer Hydrogel-Grundlage (BPO in Benzaknen und
Prototyp G) in groRerem Umfang in kinstliches Sebum als NDN (s. Abb. 59). NDN penetriert
i unabhé&ngig ob in Kombination mit BPO oder allein i aus Hydrogel-Grundlagen in Sebum in
so geringem Umfang, dass die Konzentration unterhalb der Quantifizierungsgrenze von NDN
in der entwickelten HPLC-Methode liegt (s. Abb. 59). Wird BPO in Nadixa eingearbeitet, so

penetrieren beide WS.
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Aus Nadixa penetriert BPO nicht starker als aus einer Formulierung von NDN in Benzaknen,
sowie NDN und BPO im Prototyp G. Weitere Untersuchungen zeigen, dass NDN aus Prototyp
G im Vergleich zu Nadixa in geringerem Ausmafd penetriert und BPO aus Prototyp G und

Benzaknen nahezu gleichwertiges Penetrationsvermdgen zeigt (s. Abb. 60).

Wechselwirkung von Vehikel Wirkstoff-Penetration von Vehikeln
mit Sebum mit 1 % NDN + 5 % BPO in Sebum
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Abb. 59: Einfluss der Wechselwirkung zwischen Vehikeln und Sebum
auf die Wirkstoffpenetration in Sebum
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Abb. 60: Wirkstoffpenetration in Sebum aus Prototyp G und
aus NDN- und BPO-haltigem Fertigarzneimittel

Untersuchungen, bei denen durch Zusatz von Emulgatoren mit verschiedenen
Konzentrationen (Polyoxyethylen-20-cetyl-ether (Cetomacrogol 1000), der auch in Nadixa

enthalten ist, als auch von Natriumcocoglutamat (Plantapon ACG 50), welches als mildes
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Waschtensid in der Literatur beschrieben wird [11]) zur Vehikel-Grundlage (Prototyp G) das
Ziel verfolgt wurde, sowohl die Wechselwirkung der Formulierung mit Sebum zu verstarken,
als auch die Penetration der WS in das Sebum zu erhéhen, zeigen folgendes Ergebnis (s.
Abb. 61-62): Der Zusatz von Emulgatoren zeigt eine im Vergleich zur Negativprobe erhdhte
Sebum-Extraktion. Allerdings beeinflussen die Emulgatoren nicht das Penetrationsvermégen
der WS.

Abb. 61: Einfluss der Wechselwirkung zwischen Prototyp G mit Zusatz von

Polyoxyethylen-20-cetyl-ether und Sebum auf die Wirkstoffpenetration in Sebum

Abb. 62: Einfluss der Wechselwirkung zwischen Prototyp G mit Zusatz von

Natriumcocoglutamat und Sebum auf die Wirkstoffpenetration in Sebum











































































