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1 Einleitung und Ziele der Arbeit

1.1 Einleitung

In den letzten Jahren ist ein starker Anstieg an zugelassenen Arzneistoffen mit
Peptid- oder Proteinstruktur zu verzeichnen. Im Zuge der Weiterentwicklung
biotechnologischer Moglichkeiten und des wachsenden Bedarfs an wirksamen
Arzneistoffen im Bereich der der Therapie von Tumoren, Autoimmunerkrankungen
oder Infektionen wird dieser Verlauf auch in Zukunft immer deutlicher werden |1,
2|. Unter pharmazeutisch-technologischen Gesichtspunkten betrachtet birgt diese
Arzneistoffgruppe jedoch einige Schwierigkeiten. Auf Grund der ungiinstigen
physikochemischen Eigenschaften von Peptiden und Proteinen ist die Applikation
meist mit Komplikationen behaftet. Peptidische Arzneistoffe sind héufig grofie
Molekiile mit einem hohen Molekulargewicht (MG). Es ist bekannt, dass die
Diffusion durch epitheliale Zellen direkt von Molekiilgréfie und MG beeinflusst wird
und die Bioverfiigharkeit (BV) mit steigendem MG (> 700 Da) sinkt [3]. Dies wird
zudem durch die hydrophilen Eigenschaften und der damit verbundenen
verminderten para- und transzelluldren Diffusion durch Biomembranen im Koérper
verstarkt. Des Weiteren zeigen Peptide und Proteine Instabilitaten in wéssrigen
Losungen, wie beispielsweise den Flissigkeiten des Gastrointestinaltrakts (GIT), da
diese eine Vielzahl an digestiven Enzymen enthalten, die zu proteolytischen
Abbaureaktionen der peptidischen Strukturen fiihren [4]. Letztendlich resultieren all
diese Faktoren (hohes MG, Hydrophilie und Degradation in gastrointestinalen
Fliissigkeiten) in einer geringen und teils stark schwankenden oralen BV. Folglich
kann ein Grofiteil der pharmakologisch verwendeten Peptide nur iiber den
parenteralen Weg appliziert werden [5]. Durch eine parenterale Applikation kann
die Therapietreue des Patienten allerdings stark vermindert werden, da eine nicht-
invasive Anwendung von Arzneimitteln meist bevorzugt wird. Des Weiteren wird
die Flexibilitdt des Patienten vor allem in der parenteralen Therapie chronischer
Krankheiten stark eingeschrankt. Ein weiterer Nachteil besteht in den héheren
Produktions- und Lagerungskosten eines sterilen, parenteralen Produkts im
Vergleich zu herkémmlichen, nicht sterilen Arzneiformen. Folglich besteht ein
wachsendes Interesse an geeigneten, alternativen Routen zur parenteralen
Applikation von Peptiden und Proteinen [6, 7).

Die rektale, vaginale und okulare Applikation wiirde zwar den GIT und damit
verbundene Degradationsprozesse umgehen, bietet aber hinsichtlich einer
verbesserten Therapietreue des Patienten keine Vorteile und kann sogar zu einer
Verschlechterung fithren [8, 9]. Die nasale Schleimhaut ist dagegen durch eine gute
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Permeabilitat gekennzeichnet und die nasale Applikation fithrte in der
Vergangenheit bereits fiir einige Peptidarzneistoffe zu einer Verbesserung der BV.
Peptidische Arzneistoffe wie das Buserelin (Profact®), Gonadorelin (Kryptocur®)
und Desmopressin (Minirin®) sind als Nasenspray im Handel. Nachteile der nasalen
Applikation bestehen in der starken Irritation der Nasenschleimhaut, in der durch
die chronische Anwendung hervorgerufenen irreversiblen Storung der Zilientatigkeit
sowie in inter- und intraindividuellen Schwankungen der Schleimhautbeschaffenheit
und folglich auch in Schwankungen der nasalen Permeabilitat [8].

Die orotransmukosale Anwendung bietet dahingegen einige Vorteile gegeniiber den
bereits genannten Applikationsorten. Die Permeabilitdt der oralen Schleimhaut liegt
zwischen derjenigen der dermalen Epidermis und der der intestinalen Mukosa [10].
Die Mundhohle weist geeignete enzymatische Bedingungen auf und ist auf Grund
der guten GefafSversorgung ein addquater Resorptionsort fiir peptidische Wirkstoffe
[11, 12]. Die schnelle FErholung nach mechanischem, chemischem oder
physikalischem Stress sowie die Abwesenheit von immunaktiven Langerhans-Zellen
macht die orale Mukosa toleranter gegeniiber potentiellen externen Allergenen [13].
Durch die orotransmukosale Permeation wird der GIT sowie der First-Pass-
Metabolismus umgangen und mogliche Abbaureaktionen durch pH-Wert-, Enzym-
oder Elektrolyteinfliisse wahrend der Darmpassage vermindert oder sogar
verhindert. Im Hinblick auf das Ziel der Verbesserung der Therapietreue ist
anzumerken, dass die Mundhohle seitens des Patienten gut zu erreichen ist,
wodurch die Flexibilitdt der Medikation verbessert wird [14-16]. Das Potential der
orotransmukosalen Peptidapplikation wurde bereits frith erkannt und fiir einige
Peptidmolekiile in der Literatur beschrieben. Allerdings wurde in vielen Féllen nur
mit  Arzneistofflosungen  gearbeitet, um die prinzipielle Eignung dieser
Applikationsart zu testen [17-25]. Eine finale Arzneiform wurde in diesen Fallen
nicht entwickelt. Trotz der problematischen physikochemischen Eigenschaften der
Peptidmolekiile konnte, teils unter Verwendung von Permeationsverbesserern, eine
hinreichende orotransmukosale Permeation erreicht werden.

Eine geeignete Arzneiform zur systemischen, orotransmukosalen Applikation von
Peptiden oder Proteinen sollte einige elementare Anforderungen erfiillen. Dazu
gehort zum einen, dass die Arzneiform fiir eine ausreichend lange Zeit an der
Mukosa, an der sie angewendet werden soll, adhéariert, damit ein Abschlucken der
Arzneiform verhindert wird. Die Arzneiform sollte demnach geeignete mukoadhésive
Eigenschaften besitzen. Zum anderen sollte sichergestellt werden, dass das Peptid
unidirektional nur in Richtung der Mukosa freigesetzt wird, um den Anteil an
Wirkstoff, der nach Abschlucken iiber den gastrointestinalen Weg verloren gehen
kann, gering zu halten [26]. Um eine moglichst effiziente transmukosale Permeation
zu erreichen, ist es auflerdem von Vorteil, wenn das zu permeierende Peptid
molekulardispers verteilt in der Arzneiform vorliegt und sich nicht erst in der
geringen Menge an oromukosal verfiigharem Speichel l6sen muss. Fine Vielzahl an
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fliissigen, halbfesten und festen Arzneiformen zur oromukosalen Anwendung ist
verfiighar und in der Literatur beschrieben [27]. Fliissige und halbfeste
Zubereitungen verbleiben nur fiir kurze Zeit am Applikationsort und setzten den
Arzneistoff zudem in alle Richtung der Mundhohle frei, was zu einem hohen Verlust
an Wirkstoff und demnach zu einer reduzierten BV filhren kann. Feste
Arzneiformen, wie beispielsweise Tabletten, konnen je nach Zubereitung
mukoadhéasive Figenschaften und je nach Technologie ein unidirektionales
Freisetzungsverhalten zeigen. Allerdings liegt der Wirkstoff hier in den meisten
Fallen nicht molekulardispers verteilt vor. Als besonders vielversprechende
Arzneiform, die alle zuvor genannten Anforderungen an oromukosale
Arzneizubereitungen erfiillt, gilt eine mukoadhésive, filmférmige Zubereitung. In den
meisten Féllen, je nach Stoffeigenschaften und Arzneistoffbeladung der Filme, liegt
der Wirkstoff im Film molekulardispers verteilt vor. Auflerdem bietet das flexible
Produktdesign von Mehrschichtfilmen viele Moglichkeiten einer mafigeschneiderten
Wirkstoffliberation, um den zuvor beschriebenen Anforderungen gerecht zu werden.

Neben Tabletten [28-31] und halbfesten Zubereitungen [32, 33] wurden auch bereits
wenige Daten zu filmformigen Zubereitungen fiir die oromukosale Peptidapplikation
verdffentlicht. Tabelle 1.1 beinhaltet eine Ubersicht zu filmférmige Zubereitungen
mit Peptiden, die in der Literatur beschrieben wurden.

Tabelle 1.1: Literaturiibersicht zu filmférmigen Zubereitungen mit Peptiden

Filmtyp Peptid /Protein Literatur
Einschichtfilm Protirelin 134]
Insulin 135, 36]
Lysozym 137
Zweischichtfilm Protirelin 138]
Calcitonin & Plasmid DNA 139, 40|
Serumalbumin* [41]
Vierschichtfilm Protirelin & Oxytocin 42, 43]
Insulin* [44]

*Herstellungsprozess beruht hauptsichlich auf der Gefriertrocknung

Die Forschung auf dem Gebiet der filmférmigen Zubereitungen zur oromukosalen
Anwendung von Peptiden beschrinkt sich auf wenige Peptidmolekiile, von denen
auch nur Protirelin, Insulin, Oxytocin und Calcitonin pharmakologisch verwendet
werden. Demnach war Gegenstand dieser Arbeit, Molekiile mit Peptidstruktur in
filmformige Zubereitungen einzuarbeiten und hinsichtlich Peptidstabilitdt und
anderen Produkteigenschaften zu charakterisieren. Hierzu sollten sowohl zwei
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pharmakologisch inaktive Modellpeptide als auch ein pharmakologisch aktives
Peptidhormon, das hauptsédchlich in der Padiatrie Verwendung findet, eingesetzt
werden.

Modellpeptide

Im Rahmen der Formulierungsentwicklung von Arzneiformen konnen peptidische
Stoffe aufgrund ihrer Hydrolyseempfindlichkeit zu Problemen fithren. Demnach
nimmt die Stabilitit des Wirkstoffs wahrend des Herstellungsprozesses und bei
Lagerung des hergestellten Produkts einen wichtigen Stellenwert ein. Auf Grund der
eingeschrankten Datenlage in dem Bereich der orotransmukosalen Peptidapplikation
mittels filmférmiger Zubereitungen wurden innerhalb dieser Arbeit zunachst zwei
Modelltripeptide verwendet. Eine Beschreibung der verwendeten Peptide findet in
Abschnitt 3.1.1 statt. Dieses Vorgehen sollte dazu dienen, den Herstellungsprozess
und damit verbundene kritische Prozess- und Produktattribute hinsichtlich
Produktqualitdt und vor allem Peptidstabilitdt kennen zu lernen und moglichst fiir
weitere Versuche an pharmakologisch aktiven Peptiden zu definieren.

Desmopressinacetat

Desmopressinacetat (Desmopressin) ist ein Nonapeptid und wird zur Therapie des
zentralen Diabetes Insipidus und der hormonbedingten Enuresis Nocturna bei
Kindern jeder Altersstufe [45, 46], einschliefllich Neonaten [47], sowie auch bei
Erwachsenen eingesetzt [48]. Eine genaue Beschreibung der Eigenschaften von
Desmopressin - wird in  Abschnitt 3.2.1 vorgenommen. Die Moglichkeit der
péddiatrischen Anwendung tiiber einen breiten Altersbereich erfordert eine sichere
und kindgerechte Arzneiform in geeigneten Dosisstdarken fiir jede Altersgruppe. So
wurde Desmopressin  in  die ,Inventory of paediatric therapeutic needs®
aufgenommen [49]. Diese Liste wird von der ,European Medicines Agency” (EMA)
veroffentlicht und wurde zuletzt im August 2015 aktualisiert. Sie beinhaltet
Therapiefelder mit dringendem Handlungsbedarf und péadiatrisch verwendete
Arzneistoffe, fiir welche ein Bedarf an Daten zur Wirksamkeit und Unbedenklichkeit
sowie an altersgerechten Arzneiformen besteht. Die ,Inventory of paediatric needs“
ist in verschiedene Therapiefelder unterteilt. Desmopressin wird als Peptidhormon
in der Kategorie Endokrinologie gelistet. Auf Grund der problematischen
Peptidstruktur und der geringen Dosierung im Mikrogrammbereich kénnen intra-
und interindividuelle Fluktuationen der BV insbesondere bei Kindern zu
schwerwiegenden Nebenwirkungen fiihren, was das Bediirfnis nach einer sicher
anzuwendenden und kindgerechten Arzneiform zusitzlich bestérkt.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit sollte sich dieser Problem- bzw. Fragestellung
angenommen werden. Auf Basis der Vorversuche zu den Modellpeptiden sollten
kindgerechte, filmférmige Zubereitungen fiir das Peptidhormon Desmopressin
entwickelt und in-vitro bzw. ez-vivo analysiert werden.
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1.2 Ziele der Arbeit

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der Entwicklung und Charakterisierung
filmférmiger, oromukosaler Arzneizubereitungen als alternative Applikationsformen
fiir Peptidmolekiile. Pharmakologisch inaktive Modelltripeptide sollten dazu genutzt
werden, kritische Produkt- und Prozessattribute hinsichtlich der Stabilitdt und
Qualitat zu erkennen und dies im weiteren Verlauf auf das pharmakologisch aktive
Peptid Desmopressin zu transferieren.

Ziel war es, eine kindgerechte, filmformige Zubereitung zur orotransmukosalen
Anwendung von Desmopressin zu entwickeln und hinsichtlich der speziellen
Anforderungen einer solchen Arzneiform zu charakterisieren. FEs sollten
mehrschichtige Filmzubereitungen entwickelt werden, die eine unidirektionale,
orotransmukosale Permeation ermoglichen. Als wichtiges Qualitdtsmerkmal wurde
die Lagerstabilitdt von Desmopressin in den filmférmigen Zubereitungen untersucht.
Weiterhin sollten die mechanischen FEigenschaften, die orale Mukoadhésion, die
Desmopressinfreisetzung sowie die orotransmukosale Permeation der entwickelten
Filme charakterisiert werden.

Dazu sollten in-vitro-Charakterisierungsmethoden zur Bestimmung und Beurteilung
des unidirektionalen Freisetzungsverhaltens niedrig dosierter, oromukosaler
Mehrschichtfilme sowie der mukoadhésiven Eigenschaften entwickelt werden.
Weiterhin bestand ein wichtiger Teil dieser Arbeit in der Etablierung von Methoden
zur Bestimmung der transmukosalen ez-vivo-Permeation von oromukosalen Filmen.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Einleitung

Im folgenden Kapitel wird die Arzneiform ,mukoadhésiver oromukosaler Film*
vorgestellt, wobei ein besonderes Augenmerk auf die Herstellung, Anforderungen
und Charakterisierungsmethoden mehrschichtiger Filme gelegt werden soll.
Auflerdem wird die oromukosale Route, die sowohl Applikationsort zur lokalen als
auch zur systemischen Arzneimitteltherapie darstellen kann, ndher beleuchtet und
deren Wichtigkeit fiir die systemische orotransmukosale Applikation bestimmter
Arzneistoffgruppen herausgestellt.

2.2 Die Mundhohle als Applikationsort

Innerhalb der letzten Jahre zeigte sich vor allem im Zuge der wachsenden Anzahl an
neu zugelassenen Arzneistoffmolekiilen mit hohem MG ein wachsendes Interesse an
alternativen Applikationsorten zur lokalen und systemischen Arzneistofftherapie.
Die Mundhohle als Applikationsort weist gegeniiber der traditionellen oralen Route
zahlreiche Vorteile auf. In anatomischer und physiologischer Hinsicht bietet die
Mundhohle auf Grund der guten Versorgung durch vaskuldre und lymphatische
Gefafisysteme optimale Bedingungen fiir die Applikation und Resorption von
Arzneistoffen. Des Weiteren ist die orale Mukosa durch eine schnelle Erholung nach
Stresseinfliilssen gekennzeichnet, wodurch sie toleranter gegeniiber potentiellen
Allergenen ist [12]. Durch die orotransmukosale Absorption wird der Arzneistoff
iiber die Jugularvene und in zweiter Instanz iiber die obere Hohlvene vom Korper
aufgenommen, wodurch der GIT und demnach auch der intestinale und hepatische
First-Pass-Metabolismus umgangen werden [9]. Dieser Absorptionsweg kann vor
allem fiir Arzneistoffe mit geringer oraler BV eine wichtige Rolle spielen. Auf Grund
der guten Erreichbarkeit der Mundhohle stofit die oromukosale Applikation auf
breite Akzeptanz seitens der Patienten, was zur Erhohung der Compliance und
somit auch der Therapieadhérenz fithren kann [11, 50].

Man unterscheidet innerhalb der Mundhohle im Wesentlichen zwischen der
bukkalen (Wangentasche), sublingualen (Unterseite der Zunge), palatalen (Gaumen)
und gingivalen (Zahnfleisch) Applikation (vgl. Abbildung 2.1), wobei der bukkale
und der sublinguale Applikationsweg am haufigsten beschrieben wird. Dies liegt
vornehmlich an der Beschaffenheit und Zusammensetzung der Mukosa. Im
Gegensatz zur palatalen und gingivalen Region ist die bukkale und sublinguale
Schleimhaut nicht keratinisiert, flexibler und leichter permeabel [50, 51]. Die
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Permeabilitdt der oralen Mundschleimhaut nimmt in der Reihenfolge
palatal/gingival — bukkal — sublingual zu [52, 53].

---gingival

- gingival

palatal

bukkal

sublingual

Abbildung 2.1: Applikationsorte innerhalb der Mundhéhle; modifiziert nach Borges et al. [54]

Aber auch die sublinguale und die bukkale Mukosa weisen Unterschiede hinsichtlich
der Permeabilitdt auf. Tabelle 2.1 fasst die wichtigsten Unterschiede zwischen
bukkaler und sublingualer Mukosa zusammen. Im Allgemeinen ist die
Sublingualschleimhaut permeabler als die Wangenschleimhaut, weshalb sich die
sublinguale Mukosa vornehmlich zur systemischen und die bukkale Schleimhaut
gleichermafien zur lokalen und systemischen Anwendung eignen.

Tabelle 2.1: Vergleich von bukkaler und sublingualer Mukosa [55]

Bukkal Sublingual
Eigenschaften 500-800 pm Dicke 100-200 pm Dicke
40-50 Zellschichten 8-12 Zellschichten

Moderate Gefafiversorgung Starke GefdBversorgung

Flache Erwachsene: 50 cm? Erwachsene: 27 ¢cm?
Kinder (5 Jahre): 30 em? Kinder (5 Jahre): 16 cm?
Anwendung Systemisch und lokal Systemisch

In physiologischer Hinsicht spielen weitere Parameter eine Rolle fiir die oromukosale
Permeabilitéit. Die epithelialen Zellen der oralen Mukosa sind mit einer 40 — 300 um
diinnen Schicht Mukus beschichtet [56], der hauptsichlich aus Wasser und negativ
geladenen, hochmolekularen Glycoproteinen, die auch als Mucin bezeichnet werden,
besteht [57]. Bei physiologischem pH-Wert in der Mundhohle kann der Mukus eine
gelartige Schicht ausbilden, die zum einen als Barriere fiir die orotransmukosale
Permeation fungiert, aber zum anderen eine essentielle Funktion in der Aushildung
von mukoadhésiven Bindungen einnimmt [58]. Neben dem Mukusfilm nimmt auch
die Speichelzusammensetzung bzw. der Speichelfluss einen Einfluss auf die
Permeabilitdt in der Mundhohle. Die Flussrate des Speichels betrdgt je nach
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Zustand (z.B. Nahrungsaufnahme — oder krankheitsbedingt) etwa 0,2-0,8 ml/min
[59, 60]. Durch den Speichelfluss kann ein Abschlucken von Wirkstoff- oder
Arzneiformanteilen induziert werden, wodurch es zu einer starken Reduktion der
BV kommen kann. Diesen Effekt nennt man auch ,Speichelauswascheffekt®. Trotz
der vorteilhaften enzymatischen Bedingungen der Mundhohle im Vergleich zum
GIT enthéalt der Speichel digestive, proteolytische Enzyme, die die Stabilitdt des
Wirkstoffes negativ beeinflussen konnen [61], was wiederum eine verringerte BV zur
Folge haben kann. Andererseits ist der Speichel wichtig fiir die Resorption von
Stoffen, da so eine wéssrige Umgebung geschaffen wird, die eine Freisetzung aus der
Arzneiform erst ermoglicht [55].

2.3 Filmformige Zubereitungen zur oromukosalen

Anwendung

2.3.1 Definitionen

Eine Vielzahl an Arzneiformen zur oromukosalen Anwendung ist kommerziell
erhéltlich oder in der Literatur beschrieben. Dazu gehdren sowohl fliissige und
halbfeste Arzneiformen wie Losungen, Suspension, Gele, Salben oder Cremes zur
Anwendung in der Mundhohle als auch verschiedene feste Arzneiformen wie
Lutschtabletten, Granulate, orodispersible Tabletten oder Filme sowie
mukoadhéasive Arzneiformen, wozu auch die mukoadhésiven, oromukosalen Filme
gehéren [27]. Hinsichtlich der Compliance ist anzumerken, dass filmférmige
Zubereitungen zur oromukosalen Anwendung auf Grund des verbesserten
Mundgefiihls durch die erhoéhte Flexibilitdt gegeniiber mukoadhésiven Tabletten
bevorzugt werden, was somit einen wichtigen Aspekt hinsichtlich der Therapietreue
des Patienten darstellt [62, 63].

Im Allgemeinen gehoren filmférmige Zubereitungen zur oromukosalen Anwendung
zur Monographie ,Zubereitungen zur Anwendung in der Mundhohle® des
europdischen Arzneibuchs (Ph. Eur. 8.7). Dazu gehoren laut Ph. Eur. die
,Schmelzfilme* (engl. ,orodispersible films“), welche ein- oder mehrschichtig
aufgebaut sein kénnen und sich im Mund schnell verteilen sollen. Da der
Verteilungsprozess im Mund nicht auf einem Schmelz-, sondern auf einem Losungs-
oder Zerfallsprozess beruht, ist der Begriff ,Schmelzfilm® in physikalischer Hinsicht
irrefiihrend und wird im Folgenden durch den Begriff ,orodispersibel“ ersetzt. Das
Ph. Eur. unterscheidet weiterhin in ,Bukkalfime®, welche der Untermonographie
~Mukoadhésive Arzneiformen“ zugeordnet sind. Bukkalfilme konnen ebenfalls ein-
oder mehrschichtig sein und sollen bei Kontakt mit Speichel ein Gel ausbilden, um
an der bukkalen Schleimhaut anzuhaften. Eine optionale Auflosung des Films kann
nach Ph. Eur. gegeben sein. Auf Grund der Terminologie ist der Applikationsort auf
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die bukkale Schleimhaut beschrankt und wiirde demnach eine sublinguale und
palatale Anwendung ausschlielen. Aus diesem Grund wird im Folgenden der Begriff
,Bukkalfilm“ durch den allgemeinen Begriff ,oromukosaler Film*“ ersetzt. Im Zuge
der diskutierten Begriffsproblematik haben Preis et al. eine detailliertere
Klassifizierung verschiedener Filmtypen unter Beriicksichtigung der Verweilzeit im
Mundraum vorgeschlagen [64].

Filmformige Zubereitungen bestehen hauptséichlich aus einem oder mehreren, meist
hydrophilen, filmbildendenden Polymeren. Weiterhin kénnen zusétzliche Hilfsstoffe
wie  Weichmacher,  Verdickungsmittel, = Geschmackskorrigenzien,  Fiillstoffe,
Farbstoffe, Kosolvenzien, pH-Wert- und Mukoadhésion-modifizierende Agenzien
oder auch Permeationsverbesserer enthalten sein [65]. Hoffmann et al
veroffentlichten 2011 eine detaillierte Ubersicht iiber Polymere und deren
Eigenschaften in der Filmherstellung [65]. Als filmbildende Polymere finden meist
Cellulosederivate, wie Hypromellose [66], Hyprolose [67], Hyetellose [38], Carmellose
[68] oder Ethylcellulose [69] Verwendung. Auflerdem wurden auch hiufig Alginate
[70], Pullulan [71], Polyacrylsduren [72], Gelatine [73], Povidon [74],
Polyvinylalkohole und verschiedene Chitosanderivate [75, 76] als Polymere
beschrieben. Je nach angestrebter Funktion der Filme bzw. der Filmschichten
kénnen Polymere mit unterschiedlichen chemischen Zusammensetzungen oder MGs,
pH-Wert-abhingiger oder -unabhéngiger  Wasserloslichkeiten  oder  auch
unterschiedlicher Permeabilitaten eingesetzt werden.

Die Definitionen nach Ph. Eur. besagen, dass sowohl orodispersible (Schmelzfilme)
als auch oromukosale Filme (Bukkalfilme) aus einer oder mehreren Filmschichten
aufgebaut sein konnen.

2.3.2 Einschichtfilme

Die in der Literatur beschreiben Einschichtfilme kénnen im Allgemeinen in zwei
grofie Gruppen unterteilt werden. Diese bestehen aus den orodipersiblen, schnell
oder verlangert freisetzenden Einschichtfilmen und den mukoadhésiven schnell oder
verlangert freisetzenden Einschichtfilmen.

Auf Grund des angestrebten schnellen Zerfalls der orodispersiblen Filme bestehen
diese meist aus nur einer hydrophilen Polymerfilmschicht, aus der der Arzneistoff
schnell freigesetzt werden soll. In den meisten Féllen wird der Hauptteil des
Arzneistoffs abgeschluckt und nur ein geringerer Anteil iiber die orale
Mundschleimhaut resorbiert. Hierbei stehen vor allem die auf den schnellen Zerfall
zuriickzufiihrende Erleichterung des Schluckvorgangs oder auch der diskreten
Einnahme ohne Fliissigkeit im Vordergrund, um die Compliance seitens der
padiatrischen und geriatrischen Patientengruppen zu erhohen [77, 78|. Andererseits
wurden auch schnell zerfallende, orodispersible Filme mit verlangerter Freisetzung
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beschrieben, welche ebenfalls nur aus einer Filmschicht bestehen [79]. Die genannten
orodispersiblen Filme gehéren zwar nach Ph. Eur. den ,Arzneiformen zur
Anwendung in der Mundhohle“ an, allerdings steht hier die Mundhoéhle nicht als
Ort der Wirkung bzw. Arzneistoffabsorption im Vordergrund, sondern dient
iiberwiegend als Ort der Applikation, da der Hauptteil des Wirkstoffs weiterhin
iiber den GIT aufgenommen wird. Im Fall der mukoadhésiven Einschichtfilme mit
schneller [80, 81] oder verldngerter Freisetzung [82, 83| soll durch Erhohung der
Kontaktzeit zwischen Arzneiform und oraler Schleimhaut eine Absorption des
Arzneistoffs durch die Schleimhaut ermoglicht werden. Ein schneller Zerfall ist hier
nicht gewiinscht, wobei das Freisetzungsprofil an die Figenschaften des verwendeten
Wirkstoffs angepasst wird. Eine gesteuerte Freisetzung in Richtung Mundhohle, z.B.
bei lokalen Erkrankungen im Mund-Rachenraum oder in Richtung Mukosa, z.B. bei
lokalen  Schleimhautlasionen  sowie zur  systemischen, orotransmukosalen
Arzneistoffapplikation ist mit einem einschichtigen mukoadhésiven Film ohne
weitere Barrierefunktionen allerdings nur bedingt moglich.

2.3.3 Mehrschichtfilme

Im Zusammenhang mit der oromukosalen Applikation stellen mehrschichtige,
filmférmige Zubereitungen auf Grund ihres flexiblen, schichtenférmigen Aufbaus
eine  besonders vielversprechende  Arzneiform fiir die mafgeschneiderte
Arzneistoffliberation dar. In der Literatur sind, neben wenigen orodispersiblen
Mehrschichtfilmen, verschiedene mukoadhésive Mehrschichtfilmtypen beschrieben,
welche in drei Klassen eingeteilt werden [56]. Dieses Klassifizierungssystem basiert
auf der Zusammensetzung und den Freisetzungs- bzw. Loslichkeitseigenschaften der
Filmschichten und erlaubt Aussagen iiber die Richtung der Arzneistofffreisetzung:

1. Der erste Mehrschichtfilmtyp besteht aus einer loslichen Arzneistoffmatrix,
die von einer mukoadhéasiven Filmschicht als Kontaktflache zwischen Mukosa
und Arzneiform iiberzogen wurde. Der Arzneistoff wird hier, &hnlich wie bei
herkdmmlichen festen oralen Arzneiformen wie z.B. Lutschtabletten aus der
Matrix in die gesamte Mundhohle freigegeben. Demnach eignet sich dieser
Mehrschichtfilmtyp fiir die lokale Therapie des Mund-Rachenbereichs, wie es
beispielsweise bei oralen Kandidosen iiblich sein kann [84].

2. Im Falle des zweiten Mehrschichtfilmtyps wird eine wasserunlosliche
Filmschicht, auch  Abdeckschicht genannt, verwendet, um die
Arzneistoffschicht  gegeniiber der Mundhohle abzuschirmen und eine
unidirektionale  Arzneistofffreisetzung in  Richtung der angestrebten
Applikationsoberfliche an der oralen Mukosa zu gewéhrleisten. Nach der
Anwendung verbleibt die unlosliche Abdeckschicht in der Mundhohle und
kann entweder vom Patienten entnommen oder abgeschluckt werden. Hierbei
ist sowohl eine lokale Anwendung an der Mundschleimhaut, beispielsweise
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bei Lasionen zur Wundheilung oder lokalen Therapie eines oralen Karzinoms
[85], als auch eine systemische Anwendung durch transmukosale Permeation
des Wirkstoffs moglich [86].

3. Die FEigenschaften und Anwendungsgebiete des dritten Mehrschichtfilmtyps
sind mit denen des zuvor beschriebenen Typs vergleichbar. Der einzige
Unterschied besteht darin, dass eine 16sliche Abdeckschicht verwendet wird,
welche nach der Anwendung nicht mehr entfernt werden muss [70, 87]. Auf
Grund der 16slichen Abdeckschicht ist die Dauer der Anwendung allerdings
vergleichsweise kiirzer und die Freisetzung nur anfangs unidirektional.

Durch die beschriebene flexible Technologie der Mehrschichtfilme kann im Vergleich
zu Einschichtfilmen eine mafgeschneiderte und auf die Anwendungsflache
beschriankte Arzneistofffreisetzung ermoglicht werden, um den Anforderungen einer
geeigneten lokalen oder systemischen, d.h. orotransmukosalen, Arzneimitteltherapie
zu entsprechen.

Lokale Anwendung

Erkrankungen im Mund-Rachenraum benotigen oft eine sichere, prizise und lokal
begrenzte Behandlung ohne unerwiinschte FEffekte, die durch systemische
Wirksamkeit durch Abschluck- oder Speichelauswaschprozesse ausgelost werden. In
diesem Zusammenhang wurden Mehrschichtfilme als besonders vielversprechende
Arzneiformen beschrieben. Vor allem fiir die Indikationsgebiete Oralkarzinome [68,
85|, oropharyngeale Infektionen [84, 88, 89|, Entziindungen sowie zur Anésthesie
187, 90, 91] wurden die Vorteile der Mehrschichtfilme zur lokalen Therapie erkannt.
Abbildung 2.2 zeigt eine Ubersicht iiber die Verteilung der Indikationsgebiete zur
lokalen oder systemischen Therapie. Die Behandlung lokaler oropharyngealer
Infektionen nimmt dabei den grofiten Stellenwert ein (Abbildung 2.2 A).

m Kardiovaskuladre Erkrankungen

@ Oralkarzinom . )
Diabetes Mellitus

LB chmerzen
® Infektionen igrine
Pulmonale Erkrankungen
@ Entziindungen

B Schmerzen tPeptid)Hormontherapie,

Impfsstoffe, Biologicals

Abbildung 2.2: Literaturiibersicht zu Mehrschichtfilmen in der lokalen (A) und systemischen (B)

Therapie verschiedener Indikationsgebiete

Fast alle der in diesem Zusammenhang beschriebenen Filmzubereitungen sind aus
einer mukoadhédsiven Wirkstoffschicht und einer protektiven Abdeckschicht
aufgebaut. Desai et al. entwickelten beispielsweise einen Dreischichtfilm fiir den
Arzneistoff Fenretinid, welcher unter anderem in der Therapie von Oralkarzinomen
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verwendet wird und durch eine niedrige BV bei gleichzeitig hoher Toxizitét
gekennzeichnet ist [85]. Um eine sichere und auf die Applikationsflache begrenzte
Arzneistofftherapie zu gewéhrleisten, wurde eine kommerziell erhéaltliche
wasserunlosliche Folie (Tegaderm™) als Abdeckschicht verwendet. Zuséatzlich wurde
die Wirkstoffschicht durch eine ringférmige mukoadhésive Schicht umrandet und
somit von umgebendem gesundem Gewebe abgeschirmt.

Systemische orotransmukosale Anwendung

Eine ideale oromukosale Arzneiform zur systemischen, transmukosalen
Arzneistoffapplikation sollte folgende Qualitatsattribute aufweisen [26].

e Die Arzneiform sollte fiir eine geeignete Zeit an der Applikationsstelle
verbleiben.

e Die Arzneiform soll durch unidirektionale Arzneistofffreisetzung eine
gastrointestinale Absorption vermeiden.

e Die Arzneiform soll den Arzneistoff iiber eine angemessene Zeit freisetzen.

In diesem Zusammenhang wurden fiir eine Vielzahl an Arzneistoffen, die in
verschiedenen Indikationsgebieten Verwendung finden, Mehrschichtfilme entwickelt
(vgl. Abbildung 2.2 B). Arzneistoffe fiir die Therapie von kardiovaskularen
Erkrankungen aus der Gruppe der Betablocker [69, 86, 92|, Calciumantagonisten
[69, 93, 94], Nitrate [95] oder auch Statine [96] konnen auf Grund des hohen und
zudem stark ausgeprigten First-Pass-Metabolismus von einer orotransmukosalen
Applikation profitieren. Mukoadhéasive Mehrschichtfilme, die eine verlingerte
Verweilzeit an der oralen Mukosa sowie eine unidirektionale Freisetzung in
Richtung Mukosa ermoglichen, werden dazu an vielen Stellen in der Literatur als
vorteilhaft bewertet. Zur Therapie von Durchbruchschmerzen (Breakyl®, Onsolis®)
und zur basalen Schmerztherapie (Belbuca™) sowie zur Behandlung der Opioid-
Abhéngigkeit(Bunavail®) sind bereits Zweischichtfilme mit Fentanylcitrat und
Buprenorphinhydrochlorid auf dem europédischen und amerikanischen Markt
erhiltlich. Die hier verwendete BEMA-Technologie (BioErodibleMucoAdhesive,
BioDelivery Sciences International) beruht auf einem Zweischichtsystem bestehend
aus einer mukoadhéasiven Wirkstoffschicht und einer 16slichen Abdeckschicht [97].

Weiterhin werden in der Literatur verschiedene Mehrschichtfilme fiir Arzneistoffe
beschrieben, die zur Therapie von Diabetes Mellitus [44, 98-100], Schmerzen [101],
Migréne [73, 102], pulmonalen FErkrankungen [103, 104], Nausea [75, 105, 106],
Epilepsie [72, 107] sowie in der Therapie von Hormonerkrankungen oder zur
Immunisierung [38-40, 42-44, 100, 108, 109] eingesetzt werden. Vor allem die letzten
beiden Indikationsgebiete spielen in der orotransmukosalen Applikation eine
besondere Rolle, da der Grofiteil der in diesem Bereich eingesetzten Arzneistoffe eine
Peptid- oder Proteinstruktur aufweist. Um die damit verbundene Sensitivitat
gegeniiber  proteolytischen  Enzymen  und  starken  Schwankungen  der
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Umgebungsbedingungen wie z.B. pH-Wert oder Elektrolytkonzentration zu
umgehen, wurden fiir die Peptidhormone Protirelin [38, 42|, Oxytocin [43, 108] und
Calcitonin [39] mehrschichtige, filmformige Zubereitungen entwickelt und in-vivo im
Tier hinsichtlich pharmakokinetischer Parameter untersucht. In allen Féllen
konnten hohe Plasmaspiegel innerhalb der therapeutischen Fenster erreicht werden.

2.4 Herstellung filmférmiger Zubereitungen

2.4.1 Gief3verfahren

Filmférmige Zubereitungen konnen mittels verschiedener Methoden hergestellt
werden. Das Giefverfahren ist das am haufigsten verwendete Verfahren zur
Herstellung von filmformigen Arzneiformen. Bei dieser Methode wird der Arzneistoff
in einem geeigneten Losungsmittel (LM) gelost oder suspendiert, ggf. mit
Weichmachern versetzt, um nach Zugabe eines oder mehrerer filmbildender
Polymere eine viskose Polymerdispersion zu erhalten. Diese kann anschliefend auf
einer glatten Oberfliche mit Hilfe einer Rakel ausgezogen (Solvent-Casting
Methode) [110, 111] oder in Glasschalen [73, 81] bzw. Teflon-beschichteten Schalen
ausgegossen werden [68, 112]. Im Labormafistab erfolgt die Trocknung des
Polymerfilms  meist bei Raumtemperatur |77, 113], wohingegen im
Produktionsmafistab Trocknungstunnel zur kontrollierten und beschleunigten
Trocknung Verwendung finden [65].

2.4.2 Schmelzextrusion

Die Schmelzextrusion stellt einen losungsmittelfreien Prozess zur Herstellung von
Filmen dar. Dazu werden Wirkstoff und Hilfsstoffe gemischt, geschmolzen bzw. iiber
den Glastibergang erhitzt und anschlieBend durch eine Schlitzdiise zu einem
laminaren Extrudat gepresst und abgekiihlt (82, 114). Filme, die durch
Schmelzextrusion  hergestellt ~ wurden,  weisen  auf  Grund  fehlender
Losungsmittelevaporation eine hohere Dichte auf und eignen sich somit besonders
fiir eine verldngerte Arzneistofffreisetzung oder die Herstellung impermeabler
Abdeckschichten fiir eine unidirektionale Wirkstofffreisetzung. Weiterhin kann diese
Herstellungsmethode zur Loslichkeitsverbesserung schwer léslicher Arzneistoffe
genutzt werden, um die Arzneistoffbeladung zu erhéhen.

2.4.3 Weitere Herstellungsverfahren

Zu den alternativen, seltener verwendeten Herstellungsverfahren filmférmiger
Zubereitungen gehort das Rollen [115] oder Versprithen [116] von Losungen oder
Suspensionen geeigneter Viskositdt auf eine plane Oberfliche oder andere
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Tragermaterialien  mit anschlieBendem  Trocknungsschritt. Auch die
Gefriertrocknung zur Herstellung von portsen Filmen oder Filmschichten wurde
bereits  beschrieben, da diese Methode als ein besonders schonendes
Trocknungsverfahren fiir sensible Molekiile, wie beispielsweise Peptide oder Proteine
gilt [41, 99, 100]. In wenigen Féllen wurden Ein- oder Mehrschichtfilme durch
Kompression der Hilfsstoffe hergestellt [72]. Durch den Einsatz der Elektrospinning-
Technologie wurde versucht, die Arzneistoffbeladung schlecht 16slicher Arzneistoffe
zu erhohen [84, 117]. Das Bedrucken von arzneistofffreien Basisfilmen mit
arzneistoffhaltigen Drucktinten stellt eine weitere, vielversprechende Herstellungs-
bzw. Beladungsmethode von oromukosalen Filmen dar [66]. Als Drucktechniken
kommen vor allem Flexographie-Druck und Ink-Jet-Druck zur Anwendung [118].
Neben der Moglichkeit der patientenindividuellen Dosierung kann diese
Herstellungstechnologie vor allem hinsichtlich der Formulierungsentwicklung im
Zusammenhang mit neuen Arzneistoffen zur lokalen oder systemischen
oromukosalen Anwendung viele Vorteile bieten. Ist eine Standardfilmzubereitung
gefunden, welche einschichtig als orodispersibler Film oder auch mehrschichtig als
mukoadhésiver Film zur transmukosalen Arzneistoffapplikation aufgebaut sein
konnten, wéare lediglich eine Optimierung der arzneistoffhaltigen Drucktinte und der
Druckprozesse notwendig.

2.4.4 Besondere Herstellungsaspekte bei Mehrschichtfilmen

Die unterschiedlichen Schichten der Mehrschichtfilme werden ebenfalls mit den oben
dargestellten Methoden hergestellt. Allerdings kénnen hier zwei weitere allgemeine
Methoden zur Zusammenfithrung der einzelnen Schichten unterschieden werden. Die
beiden Varianten werden in diesem Kapitel auf Grund des Prozessablaufs als
,sequentielle Methode®“- und ,additive Methode* bezeichnet.

-
_ Erste Filmschicht

Zusammenfiihrung
Trocknung l r.F., LM, p
Voir:
Zweite Filmschicht
N Erste Filmschicht
Zusammenfiihrung
r.F., LM, p
Trocknung
itte Filmschicht I
Zweite Filmschicht |

[ Erste Filmschicht

|

Mdoglichkeit weiterer Schichten l

Maoglichkeit weiterer Schichten

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Herstellung eines Dreischichtfilms unter Verwendung
der ,sequentiellen Methode“ am Beispiel der ,Double casting® Methode (A) und ,additiven
Methode® (B); r.F. (relative Feuchte); LM (Losungsmittel); p (Druck)
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Abbildung 2.3 zeigt eine schematische Darstellung der beiden Methoden. Bei der
Lsequentiellen Methode* werden die einzelnen Filmschichten nacheinander oder
direkt  iibereinander in  einem  Prozess  hergestellt. Ein  zusétzlicher
Assemblierungsschritt wird demnach nicht benotigt. Diese Methode ist am weitesten
verbreitet und unter dem Namen ,Double casting-Methode“ bekannt [119]. Diese
Methodenbezeichnung bezieht allerdings streng genommen nur die Mehrschichtfilme
ein, die mittels Gieiverfahren hergestellt wurden. Unter Verwendung dieser
Methode wird zunéchst die erste Filmschicht ausgezogen oder ausgegossen und nach
einer geeigneten Trocknungsperiode wird die Polymerdispersion fiir die zweite
Filmschicht direkt auf die erste Filmschicht gegeben und getrocknet (vgl. Abbildung
2.3 A). Neben dem Giefiverfahren kénnen an dieser Stelle auch weitere, in Abschnitt
2.4 beschriebene Herstellungsverfahren angewendet werden [69, 99, 116]. Unter
Verwendung der ,sequentiellen Methode“ kénnen formulierungsbezogene Parameter
wie die Eignung der Polymere und Losungsmittel, aber auch prozessbezogene
Parameter wie Trocknungszeit und -temperatur eine wichtige Rolle spielen, um
homogene Mehrschichtfilme mit getrennt voneinander vorliegenden Filmschichten
zu gewahrleisten. Hinsichtlich des Gief- bzw. Ausziehverfahrens mittels Rakel
wurde aulerdem die Viskositit der Polymerdispersion als kritisches Produktattribut
bewertet und sollte innerhalb der Formulierungs- und Prozessentwicklung
untersucht werden [120]. Scherkréfte wahrend des Ausziehvorgangs konnen das
Spreitverhalten der Polymerdispersion auf der Filmschicht beeinflussen und somit
eine wichtige Rolle innerhalb des Ausziehprozesses spielen.

Hinsichtlich des Scaling-ups bietet die ,sequentielle Methode“ gegeniiber der
sadditiven Methode“ den Vorteil, dass der Prozess einfacher auf Grofichargen im
Industriemaflstab zu adaptieren ist. Die Mutterrolle, bestehend aus der ersten
Filmschicht und der Intermediarfolie, kann am Ende des Herstellungsvorgangs der
ersten Filmschicht wieder aufgerollt werden und steht somit als Ausgangsfolie fiir
den Herstellungsschritt der zweiten Filmschicht zur Verfiigung.

Bei der ,,additiven Methode* werden die einzelnen Filmschichten separat in zwei
oder mehreren, getrennt voneinander ablaufenden Teilprozessen hergestellt und
innerhalb eines anschlieBenden Prozesses vereinigt (vgl. Abbildung 2.3 B). Die
Zusammenfiihrung der zuvor hergestellten Filme kann unter Verwendung von Druck
und/oder eines geeigneten Losungsmittels oder Adhésivmaterialien zwischen den
Filmschichten erfolgen [119]. AuBerdem wurde in diesem Zusammenhang eine
Methode beschrieben, bei der die Filme aufeinander gelegt und anschlielend
feuchter Luft ausgesetzt wurden, um das Zusammenkleben der Schichten zu erzielen
[91]. Die bisher beschriebenen Methoden zur Zusammenfithrung der Filmschichten
beruhen demnach grofitenteils auf einem Anlésen der Filmschichten unter
Verwendung eines Losungsmittels, welches im einfachsten Fall Wasser aus der
Umgebungsluft sein kann.
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Der Vorteil der ,additiven Methode“ liegt in dem flexiblen Produktdesign durch
Verwendung von Filmschichten unterschiedlicher Gréflen und Formen, um eine fiir
die jeweiligen Anspriiche mafigeschneiderte Arzneiform zu entwickeln.

2.5 Charakterisierung filmformiger Zubereitungen

zur oromukosalen Anwendung

2.5.1 Allgemeines

Die Monographie ,Zubereitungen zur Anwendung in der Mundhohle® des Ph. Eur.
beinhaltet zwar Hinweise auf notwendige Qualitdtsattribute hinsichtlich
mechanischer Stabilitdit und Freisetzungsverhalten filmférmiger Zubereitungen.
Charakterisierungsmethoden oder Spezifikationen werden allerdings nicht
beschrieben. Die Literatur bietet dagegen eine Fiille an
Charakterisierungsmethoden, welche meist sowohl fiir ein- oder mehrschichtige als
auch fiir orodispersible oder oromukosale Filme angewendet werden koénnen.
Mehrere  kiirzlich  veroffentlichte  Ubersichtsartikel —haben sich  mit der
Charakterisierung orodispersibler und bukkaler Einschichtfilme beschéftigt [14, 110,
121, 122]. Im Folgenden wird das Augenmerk allerdings auf die Anforderungen und
die daraus resultierenden  Charakterisierungsmethoden der oromukosalen
Mehrschichtfilme gelegt.

2.5.2 Morphologie- und Festphasencharakterisierung

Zur Charakterisierung der Morphologie der Filme koénnen neben der Bestimmung
von Filmmasse und -dicke bildgebende Methoden wie die
Rasterelektronenmikroskopie (REM) oder die Polarisationsmikroskopie genutzt
werden [123, 124]. Mit diesen Methoden konnen Aussagen iiber die Beschaffenheit
der Filmoberflache und das Vorhandensein von Wirkstoffkristallen getroffen werden.
Neben der Polarisationsmikroskopie kann auflerdem die Rontgendiffraktometrie zur
Charakterisierung der Festphaseneigenschaften der Filme genutzt werden [111].
Mittels REM ist es weiterhin moglich, durch Querschnittsanalysen zu untersuchen,
ob die Filmschichten getrennt voneinander vorliegen oder ob ein Ubergang zwischen
den Grenzschichten stattgefunden hat. Dies ist ein besonders wichtiger Aspekt
innerhalb der sequentiellen Herstellungstechnologie (vgl. Abschnitt 2.4.4). Wenn es
zu Vermischungsprozessen zwischen Wirkstoff- und Abdeckschicht gekommen ist,
konnte der Wirkstoff in die unlosliche Abdeckschicht diffundieren, was in

verdnderten Freisetzungsprofilen und/oder reduzierter BV resultieren kann.
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2.5.3 Freisetzung

Oromukosale Mehrschichtfilme sind meist dazu bestimmt, den Arzneistoff
kontrolliert in die Zielrichtung freizusetzen. Demnach sollten Freisetzungsmethoden
verwendet werden, die eine unidirektionale Wirkstofffreisetzung gewéhrleisten. Dazu
wurden in der Literatur verschiedenen Methoden beschrieben, die auf Grund ihres
Aufbaus in zwei Hauptgruppen unterteilt werden koénnen: Ein- und Zwei-Kammer-
Freisetzungssysteme. Die  Ein-Kammer-Systeme  basieren  gewohnlich — auf
Blattrithrerapparaturen &dhnlich dem Aufbau mittels Extraktionszelle oder
Freisetzungsscheibe [93, 103] sowie Durchflusszellen [98, 125] gemaf8 Ph. Eur. und
USP. Die Filme konnen, mit ihrer Freisetzungsseite zum Medium gerichtet,
entweder direkt auf den Gefaflboden oder an eine Glasplatte angeheftet werden.
Sowohl Wirkstofffreisetzung als auch die Probennahme finden demnach in der
gleichen Kammer statt. Biorelevante Bedingungen, wie Speichelfluss, niedrige
Freisetzungsvolumina oder mechanische Beanspruchung durch Zunge oder Zahne
werden hier nicht beriicksichtigt, sodass sich diese Methoden eher zur
Qualitatskontrolle von Mehrschichtfilmen eignen.

Innerhalb eines Zwei-Kammer-Freisetzungssystems finden Wirkstofffreisetzung und
Probennahme in zwei Bereichen statt, die von einer geeigneten Membran getrennt
werden. Dazu wurden in der Vergangenheit vertikale oder horizontale
Diffusionszellen verwendet, um die Freisetzung aus Mehrschichtfilmen zur lokalen
oder systemischen Therapie zu untersuchen [43, 75, 89, 126|. Das verringerte
Volumen des Freisetzungsmediums auf der Donorseite wird den biorelevanten
Konditionen in der Mundhohle gerecht. Krampe et al. erweiterten diesen Ansatz
durch Entwicklung einer Methode, die zusétzlich den mechanischen Einfluss der
Zunge und den Speichelfluss als Stressfaktoren wahrend der Freisetzung
beriicksichtigt [127].

2.5.4 Permeation

Hinsichtlich einer angestrebten systemischen Wirkstoffapplikation kénnen ex-vivo-
Permeationsstudien erste Hinweise auf das in-vivo-Permeationsvermogen des im
Film enthaltenen Arzneistoffs liefern. Meistens werden hierzu Permeationszellen
verwendet, in die tierisches Schleimhautgewebe eingespannt wird. Im Allgemeinen
kann man zwischen vertikalen (Franz Diffusionszelltyp) und horizontalen (Ussing-
Kammer-Typ) Permeationszellen unterscheiden [128]. Ein kiirzlich in der
Patentliteratur beschriebener vertikaler Permeationszellaufbau ermoglicht auch
wéahrend des automatischen Probenzugs hoher Volumina permanenten Kontakt
zwischen Mukosa und Akzeptormedium [129]. Dadurch wird vermieden, dass die
Mukosa durch partielle Austrocknung pords wird, was zu falsch erhdhten
Permeabilitatswerten fiihren kann. Bedingt durch die im Vergleich zu anderen
tierischen Schleimhautgeweben hohe Ahnlichkeit zur menschlichen Mukosa, wird
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Schweinemukosa am héufigsten in der Forschung verwendet [128, 130, 131]. Neben
tierischem Gewebe kénnen auch epitheliale Zellkulturen wie beispielsweise TR 124
Zellkulturen [132] oder kommerziell verfiighare Zellkulturmodelle wie EpiOral™
[133] verwendet werden. Zur Permeationsmessung werden die Filme mit der
Wirkstoffschicht oder der mukoadhésiven Seite auf das Mukosagewebe gelegt, um
eine  Wirkstofffreigabe aus der Donorkammer durch das Gewebe in die
Akzeptorkammer zu erzielen.

2.5.5 Mukoadhision und in-vitro-Verweilzeit

Oromukosale Filme zur systemischen oder lokalen Wirkung in der Mundhéhle sollen
nach der Applikation fiir einen geeigneten Zeitraum an der Mukosaoberfliche
verbleiben. Adaquate Interaktionen zwischen Film und der mucinhaltigen
Oberflache der Mukosa sind demnach unabdingbar. Trotz der Zugehorigkeit zur
Monographie ,Mukoadhésive Zubereitungen® werden vom Ph. Eur. keinerlei
Angaben zur Testung dieser Eigenschaft geboten. In der Literatur wurden einige
Methoden zur Bestimmung der mukoadhésiven Eigenschaften verdffentlicht. Ein
kiirzlich publizierter Ubersichtsartikel beinhaltet eine detaillierte Beschreibung und
Bewertung der verfiigharen Methoden auf dem Gebiet der Mukoadhésion [134]. Zu
den am meisten verwendeten Gerdten gehoren der Texture Analyser, die
modifizierte Waage und das Tensiometer, welche auf dem gemeinsamen Messprinzip
beruhen, dass der Film bzw. die Arzneiform zunidchst mit dem Mukosamaterial in
Kontakt gebracht wird [135-137]. AnschlieBend werden die Kraft und die Arbeit
gemessen, die benotigt werden, um den Film wieder von der Mukosaoberfliche zu
trennen. Oszillationsrheologische Untersuchungen koénnen ebenfalls zur Bestimmung
der Mukoadhasion von Filmen bzw. den darin verarbeiteten Polymeren
herangezogen werden [138].

Bei in-vitro-Verweilzeitmessungen spielt nicht nur die Stdarke der mukoadhésiven
Bindung eine Rolle, sondern auch der Zerfall und die Loslichkeitscharakteristika der
Filme. Zur Bestimmung der in-vitro-Verweilzeit kann der Film im einfachsten Fall
auf einer Glasoberflache angebracht werden, welche die negativ geladene Oberfldche
der Mucinschicht imitieren soll. Anschliefend wird die Glasplatte mit dem Film
beispielsweise durch Riihren in Wasser oder kiinstlichem Speichel mechanischer
Beanspruchung ausgesetzt und die Zeit bestimmt, bis sich der Film von der
Glasplatte gelost bzw. aufgelost hat [109, 139]. Kockisch et al. entwickelten ein
dynamisches Verweilzeittestsystem mit Speiserdhrenschleimhaut vom Schwein und
zusétzlicher Beriicksichtigung von Faktoren wie Speichelfluss und Temperatur sowie
relativer Feuchte in der Mundhéhle [140].
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2.5.6 Mechanische Eigenschaften

Geeignete mechanische FEigenschaften filmformiger Zubereitungen sind von
essentieller Bedeutung fiir die Produktion und die spédtere Anwendung durch den
Patienten. Hierzu miissen die Filme eine geeignete Bruchfestigkeit bei gleichzeitig
moderater Elastizitat und geringer Sprodigkeit aufweisen [141, 142]. Insbesondere
Mehrschichtfilme kénnen bedingt durch die vergleichsweise hohere Dicke zu héheren
Bruchfestigkeiten fiihren, was eine Verringerung der Flexibilitdt bedeuten kann.
Verschiedene Methoden zur Bestimmung der mechanischen Eigenschaften sind in
der Literatur beschrieben. So kann der Bruch nach Falten der Filme getestet
werden, indem die Filme so lange an der gleichen Stelle gefaltet werden, bis sie
brechen [103, 143]. Aulerdem kann ein Zug-Priifgerat oder ein Texture Analyser
verwendet werden, um die Kraft und die Strecke zu messen, die benétigt wird, um
den Film wahrend eines Zugvorgangs an einer definierten Stelle auseinanderzureifien
[41, 144, 145]. Zur Messung der Durchstofkraft wird der Film waagerecht in einen
Probenhalter eingespannt und dann werden ebenfalls Kraft und Strecke gemessen,
bis der Film durchstoen wurde [146].

2.5.7 Sonstige Charakterisierungsmethoden

Der Quellungsindex kann als Surrogat fiir das Freisetzungs- oder
Mukoadhésionsvermoégen  von  Mehrschichtfilmen  dienen und  wird als
Massenzuwachs nach Kontakt mit Wasser oder (kiinstlichem) Speichel berechnet
[105, 147]. Auf Grund des zum Teil langen Kontakts mit der Mundschleimhaut und
der Tatsache, dass die meisten hier verwendeten mukoadhésiven Polymere saure
Eigenschaften besitzen, kann der pH-Wert an der Oberflache des Filmes von
Interesse sein [58, 148, 149|. Des Weiteren koénnen wirkstoffhaltige Filme auf
Gleichformigkeit des Gehaltes durch Berechnung des Akzeptanzwerts nach 2.9.40
Ph. Eur. gepriift werden. Auch Stabilitdtstests unter verschiedenen Bedingungen
wie beispielsweise in humanem Speichel [150], im Priméarpackmittel oder bei
unterschiedlichen Umgebungs- und Stressbedingungen (Temperatur und Feuchte)
konnen von Interesse sein [151]. Da Mehrschichtfilme zur lokalen und systemischen
oromukosalen Therapie meist mindestens aus einer nicht loslichen Abdeckschicht
bestehen, spielt die Zerfallszeit eine untergeordnete Rolle. In  der
Formulierungsentwicklungsphase eines Mehrschichtfilms konnen allerdings unter
anderem Zerfallstests genutzt werden, um beispielsweise Formulierungs- oder
Prozessvariablen hinsichtlich der angestrebten Arzneiform zu bewerten.



20 Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Modellpeptide

3.1.1 Einleitung

Bisher wurden nur wenige Untersuchungen zu filmformigen Zubereitungen mit
Peptiden veroffentlicht. Es sind kaum Daten vorhanden, die die Anforderungen und
Eigenschaften  zum  erfolgreichen  Einarbeiten = von  Peptidmolekiilen  in
Filmzubereitungen im Detail diskutieren. Zudem sind diese Wirkstoffe auf Grund
ihrer aufwendigen Synthese- und Aufreinigungsschritte teuer. Aus diesen Griinden
wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit Vorversuche mit zwei pharmakologisch
inaktiven Modellpeptiden, die vom Institut fiir Pharmazeutische und Medizinische
Chemie zur Verfiigung gestellt wurden, konzipiert. Hierdurch sollten Riickschliisse
auf kritische Prozess- und Produktattribute sowie eventuelle Anforderungen an das
Peptidmolekiil selbst abgeleitet werden. Diese Erkenntnisse sollten anschlieflend zur
erfolgreichen FEinarbeitung eines pharmakologisch aktiven Peptids in filmférmige
Zubereitungen genutzt werden.

Es wurde ein Tripeptid mit der Aminosauresequenz Alanin-Phenylalanin-Glycin
(Ala-Phe-Gly) gewéhlt, da diese Aminosduren in Teilsequenzen vieler
pharmakologisch aktiver Peptide vorkommen. Dazu wurde im Vorfeld ein Screening
der Aminosduresequenzen von pharmakologisch aktiven Peptiden durchgefiihrt, um
eine moglichst reale Modellverbindung zu finden. Das Tripeptid wurde zum einen
als beidseitig geschiitztes Molekiil (Cbz-MP) mit einer Ethyl- und einer Carbamat-
Schutzgruppe verwendet, um moglichst ideale Ausgangsbedingungen hinsichtlich der
Stabilitat zu schaffen. Zum anderen wurde die Schutzgruppe am N-terminalen Ende

entfernt, um das Tripeptid mit freier Aminogruppe zu erhalten (NH-MP).

Carbamat Ethylester

NH,-Schutzgruppe COOH-Schutzgruppe

d‘
Iz

Abbildung 3.1: Strukturformel von Modellpeptid Chz-MP; Markierung der Schutzgruppen am N-
terminalen Ende (Carbamat) und C-terminalen Ende (Ethylester)

Die Strukturformel des beidseitig geschiitzten Modellpeptids Cbz-MP ist in
Abbildung 3.1 dargestellt. Das N-terminale Ende wurde als Carbamat mit einer
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Benzyloxycarbonylgruppe und das C-terminale Ende als Ester mit einer
Ethylgruppe geschiitzt. Es liegt demnach weder eine freie Aminofunktion noch eine
freie Carboxylfunktion fiir weitere Reaktionen vor. Die Strukturformel des einseitig
geschiitzten Modellpeptids NHo-MP ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Die
Schutzgruppe am N-terminalen Ende wurde abgespalten, sodass eine freie
Aminofunktion entstanden ist.

L
]

freie Ethylester
Aminofunktion COOH-Schutzgruppe

Abbildung 3.2: Strukturformel von Modellpeptid NH>-MP; Markierung der freien Aminofunktion am
N-terminalen Ende und der Schutzgruppe am C-terminalen Ende (Ethylester)

Diese Modellpeptide sollten dazu dienen, pharmakologisch aktive Peptide zu
reprasentieren. Demnach wurde ein ,best case“ und ein ,,worst case“ Modellpeptid
synthetisiert, in filmférmige Zubereitungen eingearbeitet und analysiert. Der Fokus
wurde dabei vor allem auf die Stabilitit der Peptide unter verschiedenen
Bedingungen (pH-Wert, Losungsmittel, Temperatur, Polymere und Wassergehalt)
gelegt. Da die meisten auf dem Markt befindlichen pharmakologisch aktiven Peptide
zu den hoch potenten, niedrig dosierten (Mikrogrammbereich) Arzneistoffen
gehoren, sollte dariiber hinaus die Gleichformigkeit des Gehalts einzeldosierter
Arzneiformen nach Ph. Eur. iiberpriift werden.

Da die Herstellung oromukosaler Filme mit einem Losungs- bzw. Dispergierschritt
in Wasser enthaltenen Medien einhergeht und zudem ein gewisser Anteil an
Restwasser im fertigen Produkt verbleibt, konnen hydrolytische Reaktionen sowohl
wahrend der Herstellung als auch bei der Lagerung begiinstigt werden. Daher sind
einige Faktoren hinsichtlich der Stabilitat der Peptide zu beachten. Der pH-Wert
der Polymerlosung sowie der des hergestellten Films wéahrend der Lagerung kann
einen Einfluss auf die Stabilitdt des Peptids haben und sollte demnach im Bereich
des Stabilitats-Optimums des jeweiligen Peptids liegen. Durch das hohe MG und
der damit oft verbundenen hohen Anzahl an funktionellen Gruppen konnen
Polymer-Peptid-Interaktionen stattfinden, die die Stabilitit des Peptides
herabsetzen konnen.
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3.1.2 Stresstests

3.1.2.1 Beidseitig geschiitztes Modellpeptid (Cbz-MP)

Auf Grund der Tatsache, dass es sich bei den verwendeten Tripeptiden um
pharmakologisch inaktive Modellmolekiile handelt, standen keine Daten hinsichtlich
Stabilitatsoptima fiir pH-Wert, Temperatur oder Losungsmittel zur Verfiigung,
weshalb entsprechende Stresstests durchgefiihrt wurden (vgl. Abschnitt 6.2.8.1).
Dazu wurden wassrige Losungen von Chbz-MP und NHo-MP bei verschiedenen pH-
Werten und Temperaturen iiber 96 h bzw. 72 h gerithrt und der zeitabhéngige
Verlauf der Peptidkonzentration mittels HPLC-Analytik (vgl. Abschnitt 6.2.7.2 und
6.2.7.3) bestimmt.

In Abbildung 3.3 A ist die Konzentration bezogen auf den Sollgehalt an Cbz-MP in
wassrigen Medien unterschiedlicher pH-Werte dargestellt. Im sauren Milieu (pH 3-6)
blieb Cbz-MP bei Raumbedingungen (25 °C/60 % r.F.) stabil. Es waren nach 3
Tagen keine signifikanten Verdnderungen in der Peptidkonzentration zu
beobachten. Im alkalischen Milieu (pH 8-10) nahm dagegen die Konzentration iiber
96 h stetig ab, was sich durch das Auftreten von zusitzlichen Peaks im
Chromatogramm bestéatigen lief3.
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Abbildung 3.3: Konzentrations-Zeitverlauf von Cbhz-MP bezogen auf den Sollgehalt unter
Stressbedingungen bei verschiedenen pH-Werten bei Raumbedingungen (25 °C/60 % r.F.) (A) und
bei erhéhten Temperaturen in Wasser bei pH 7 (B); MW + KI (0=0,05); n=6

Als ein wichtiger Aspekt wéahrend der Trocknung von oromukosalen Filme wurde
die Sensitivitat gegeniiber der Temperatur getestet. Losungen von Cbz-MP wurden
dazu bei 40, 60 und 70 °C fiir 72 h gelagert (Abbildung 3.3 B). Cbz-MP blieb bei
pH 6 iiber 72 h bei einer Temperatur von 40 °C stabil. Ab einer Temperatur von
50 °C kam es zu einem teils drastischen Abfall der Peptidkonzentration. Bei 70 °C
Versuchstemperatur  sank  die  Konzentration nach 72h  unter die
Bestimmungsgrenze. Mogliche Ursachen fiir die Instabilitdt des Cbz-MPs kénnen in
hydrolytischen Abbaureaktionen liegen, welche durch hohe Werte fiir die
Temperatur oder den pH-Wert begiinstigt werden. Es ist sowohl eine Esterhydrolyse
am N- als auch am C-terminalen Ende denkbar. Der Mechanismus der Zersetzung
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lag nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit und wurde daher nicht weiter
untersucht.

3.1.2.2 Einseitig geschiitztes Modellpeptid (NH>-MP)

Abbildung 3.4 zeigt den Konzentrationszeitverlauf von NHx-MP in wéssrigen
Puffermedien verschiedener pH-Werte. Die Konzentration an NHo-MP wurde auf
den Sollgehalt der Losung bezogen, sodass die teilweise oberhalb 100 % liegenden
Initialwerte bei pH 3 mit einem moglichen Analytikfehler erklart werden kénnten.

Ahnlich wie bei dem beidseitig geschiitzten Modellpeptid Cbz-MP zeigt sich ein
Abbau ab einem pH-Wert von 8, wobei dieser im Vergleich zu Cbz-MP noch starker
ausgepragt ist.

Hinsichtlich des Einflussfaktors Temperatur zeigte sich in wéssriger Losung bereits
nach 24 h bei 40 °C ein kompletter Abbau des NHs-MPs. Dieser vollstandige Abbau
ist mit den Molekiileigenschaften zu erklaren. Auf Grund der freien Aminofunktion
(vgl. Abbildung 3.2) liegt der pH-Wert einer wiéssrigen, nicht gepufferten Losung
der Konzentration 0,3 mg/ml bei 9,2. Die in diesem pH-Werthereich beobachtete
Instabilitdt kann durch Temperaturerhohung weiter verstirkt werden und demnach
zum kompletten Abbau des Molekiils fithren. Folglich kann im Fall des NHo-MPs im
Allgemeinen von einer Instabilitdt im wassrigen Milieu ausgegangen werden kann.
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Abbildung 3.4: Konzentrations-Zeitverlauf von NH>-MP bezogen auf den Sollgehalt unter

Stressbedingungen bei verschiedenen pH-Werten bei Raumbedingungen (25 °C/60 % r.F.);
MW + KI (0=0,05); n=6

Vorversuche zu den beiden verwendeten Modellpeptiden zeigten eine pH-Wert-
abhéngige Instabilitdt beider Molekiile in basischen Medien. Zudem zeigte bereits
eine geringe Temperaturerh6hung in beiden Fallen einen mitunter erheblichen
Einfluss auf die Stabilitdt im wéssrigen Milien. Aus diesem Grund wurden zur
weiteren Formulierungsentwicklung der oromukosalen Filme stets ein optimaler pH-
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Wert-Bereich zwischen 3-7 angestrebt sowie alle Herstellungsschritte der Filme und
deren Lagerung bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.1.3 Formulierungsentwicklung

Neben pH-Wert- und Temperaturoptimum sind Informationen zu geeigneten
Losungsmitteln notwendig, um einen adéquaten Herstellungsprozess oromukosaler
Filme mit der hier verwendeten Methode zu gewéhrleisten. Im Zuge der
Formulierungsentwicklung wurden daher verschiedenen Losungsmittel auf deren
Bignung zur Filmherstellung getestet. Zusatzlich zu den bereits genannten
Stabilitdtsaspekten spielt hier auch die Loslichkeit der verwendeten Substanzen eine
wichtige Rolle. Dazu wurden die in Tabelle 3.1 aufgefithrten Medien visuell auf
deren Eignung als Losungsmittel einer zuvor festgelegten Peptidkonzentration von
3,5 mg/ml sowie hinsichtlich der Peptidstabilitdt (Rithren iiber 72 h; HPLC-
Untersuchung) bewertet. Auflerdem wurden die Medien im Allgemeinen hinsichtlich
des moglichen Einsatzes zur Herstellung oromukosaler Filme bewertet (Einordnung
nach Ph. Eur. Monographie 5.4 Losungsmittel-Riickstdnde [152]). Die Ergebnisse
des Losungsmittelscreenings sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tabelle 3.1: Eignung verschiedener Losungsmittel zu Filmherstellung mit Cbz und NH>-MP

Lésungsmittel Chz- NHx Eignung Grenzkonzentration
MP MP Filmherstellung nach Ph. Eur. [152]

Wasser Nein Nein Ja -

Ethanol Ja Ja (Ja)* LM Klasse 3 5000 ppm

Wasser /Ethanol 30/70 (v/v) Ja Ja (Ja)* LM Klasse 3 5000 ppm (Ethanol)

Acetonitril Ja Ja Nein LM Klasse 2 410 ppm
Methanol Ja Ja Nein LM Klasse 2 3000 ppm
Isopropanol Ja Ja (Ja)* LM Klasse 3 5000 ppm
Aceton Ja Ja (Ja)* LM Klasse 3 5000 ppm

*Fingeschrankte Eignung bei Losungsmittel (LM) der Klasse 3: Restlosemittelanalytik

notwendig, falls zu Gebrauch am Menschen bestimmt; Losungsmittel-Riickstdnde von

héchstens 50 mg pro Tag erlaubt;**Keine Eignung zur Filmherstellung bei LM der Klasse 2:
LM, die in der Anwendung zu begrenzen sind [152].

Wasser eignete sich aus den zuvor diskutierten Instabilitatsgriinden nicht fiir NHo-
MP und auf Grund der geringen Loslichkeit von Chbz-MP in Wasser (praktisch
unloslich in Wasser; selbst ermittelte Loslichkeit lag bei 4 mg/1) ebenfalls nicht fiir
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das beidseitig geschiitzte Modellpeptid. Alle anderen organischen Loésungsmittel
eigneten sich zwar als Losungsmittel fiir die Modellpeptide, sind aber aus
Toxizitatsgriinden nicht bzw. nur mit FEinschrankungen zur Filmherstellung
geeignet. Aus diesen Griinden wurde die Wasser-Ethanol-Mischung 30/70 (v/v) als
Dispersionsmittel zur Filmherstellung gewéhlt. Als filmbildende Polymere wurden
die Cellulosederivate HPMC und HPC verwendet, da diese zu den meist
verwendeten Polymeren zur Herstellung oraler Filme gehoren. HPMCAS, welches
iiblicherweise als magensaftresistenter Uberzug oder Matrixbestandteil von
Tabletten Verwendung findet, wurde auf Grund seiner sauren Eigenschaften als
weiteres filmbildendes, auf Cellulose basierendes Polymer herangezogen. Des
Weiteren wurde Carbomer (Polyacrylsdure, PA) als anionisches und Chitosan
(Chito) als kationisches Polymer eingesetzt. Im Hinblick auf die Ubertragung dieser
Vorversuche auf ein pharmakologisch aktives Peptid wurden PA und Chitosan nicht
nur wegen ihrer pH-Wert-regulierenden Eigenschaften ausgewéhlt, sondern auch
basierend auf der Tatsache, dass sie im Zusammenhang mit der oralen
Peptidapplikation oft als mukoadhésions- und permeationsférdernde Agenzien
beschrieben wurden [153-156]. Chitosan wurde dazu zuvor in 0,1 M Salzsdure gelost
und im gequollenen Zustand zu dem filmbildenden Polymer gegeben. Falls
notwendig wurde Glycerol 85 % als Weichmacher eingesetzt. Die detaillierte
Zusammensetzung der verwendeten Filmzubereitungen fiir Chz-MP und NHs-MP
sowie die resultierenden pH-Werte der Polymerlosungen sind in Tabelle 3.2
aufgelistet.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung und pH-Werte der Chz- und NH>-MP Formulierungen

Formulierung Anteil Polymer  Anteil pH-Wert- Anteil Glycerol pH-Wert

Cbs- | NH, % %] Regulator o %) op, | NI,
1 10 022 HPMC 150 - ; 30 83| 83
2 | 11 02 HPMC 140 PA 0,25 25 55| 60
3 12 022 HPMC 140  Chito 0,25 25 62| 63
4 13 022 HPC 130 - ; ; 75| 7.2
5 14 022 HPC 120  PA 0,25 ; 62 | 60
6 15 022 HPC 12,0 Chito 0,25 ; 57 | 6,0
7 16 022 HPMCAS 180 - ; 35 35| 49
8 17 022 HPMCAS 170 PA 0,25 30 39| 48
9 18 022 HPMCAS 170  Chito 0,25 30 41 | 45

HPMC: Pharmacoat® 606; HPC: Klucel® JXF PH; Chito: Chitosan Hydrochlorid; 85 %
deacetyliert; gelost in Salzsiure 0,1 M; PA: Carbopol® 974P NF
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Fir beide Modellpeptide wurden die gleichen Formulierungen (F) mit einer
Beladung von 0,5 mg Peptid/6 ¢cm? Film gewéhlt (Cbz-MP: F 1-9; NH-MP: F 10-
18). Die Berechnung der Peptideinwaage erfolgte mittels Formel 6.1. Lediglich F1
und F10, bestehend aus HPMC ohne pH-Wert-regulierende Polymere, lagen
auBerhalb des giinstigen pH-Wert-Bereichs. Die Filme wurden mit der in Abschnitt
6.2.2 beschriebenen Methode hergestellt. Die Nassfilmdicke betrug 500 pm.

3.1.4 Charakterisierung der Filme

3.1.4.1 Morphologie der Filme

Die Filmzubereitungen mit Chz-MP und NHs-MP wurden sowohl direkt nach der
Herstellung als auch nach 3-monatiger Lagerung unter kontrollierten Bedingungen
bei 21 °C und 45 % r.F. (vgl. Abschnitt 6.2.8.2) hinsichtlich ihrer morphologischen
Eigenschaften, der Gleichférmigkeit des Peptidgehalts sowie der Peptidstabilitat
untersucht. Die beiden Modellpeptide werden im Folgenden getrennt diskutiert.

In Abbildung 3.5 A sind die Ergebnisse der Massen- und in Abbildung 3.5 B die
Ergebnisse der Dickenbestimmung der Filme mit Cbz-MP vor (gefiillte Séulen)
und nach der Lagerung (schraffierte Séulen) dargestellt (vgl. Abschnitt 6.2.4.1 und
6.2.4.2. Die Filme mit HPMC als filmbildendes Polymer sind in hellgrau, die mit
HPC in dunkelgrau und die mit HPMCAS in schwarz dargestellt. Im Allgemeinen
kann man auf Grund der geringen Streuung der Massen und Dicken von homogenen
Filmzubereitungen ausgehen. Wie zu erwarten, ist mit steigendem Polymeranteil in
der Reihenfolge HPC (13-12 %) < HPMC (14-15 %) < HPMCAS (17-18 %) ein
signifikanter Anstieg (p<0,05) der Trockenfilmmassen und -dicken zu erkennen.
Nach 3-monatiger Lagerung waren keine Anderungen in den Trockenfilmmassen zu
verzeichnen. Im Gegensatz dazu zeigten F'3, F7 und F9 eine Abnahme der Dicke bei
gleichbleibender Masse, was auf eine Dehnung der Filme hindeutet, obwohl sie
wéahrend der Lagerung keinerlei mechanischer Beanspruchung unterlagen. Ein
moglicher Grund konnte in der weiteren Verarbeitung der Filme liegen, da sie nach
der Lagerung teilweise in dem Gefaf3, in dem sie gelagert wurden, festklebten und
durch leichtes Ziehen abgelost werden mussten, wodurch moglicherweise eine
Dehnung der Filme verursacht wurde.
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Abbildung 3.5: Masse (A) und Dicke (B) der Filme mit Cbz-MP; nach der Herstellung (gefiillte
Sédulen) und nach 3-monatiger Lagerung bei 21 °C, 45 % r.F. (schraffierte Saulen); MW + KI;
(=0,05); n=10

Die obere Reihe von Abbildung 3.6 zeigt polarisationsmikroskopische Aufnahmen
(vgl. Abschnitt 6.2.4.5) und die untere Reihe Fotografien der Filme mit Cbz-MP
nach Herstellung und Trocknung am Beispiel von HPMC (1la+b), HPC (4a+b) und
HPMCAS (Ta+b).

Abbildung 3.6: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen (obere Reihe) und Fotografien (untere
Reihe) der Filme mit Chz-MP mit HPMC (la+b), HPC (4a+b) und HPMCAS (7a+b) vor der
Lagerung bei 21 °C und 45 % r.F.

Auf Grund der geringen Wasserloslichkeit des Chbz-MPs bildeten sich nach der
Trocknung und der damit verbundenen Entfernung des Losungsmittels nadelférmige
Kristalle in allen Filmen mit HPMC und HPC als filmbildende Polymere. Eine
Aussage iiber eine mogliche Kristallbildung in den HPMCAS-Filmen war mittels
Polarisationsmikroskopie nicht moglich, da die Filme ein milchig-trilbes Aussehen
aufwiesen (vgl. Abbildung 3.6, 7b). Im Allgemeinen war das Aussehen dieser Filme
eher inhomogen mit einem schlierenférmigen Muster auf der Filmoberfliche. Die
HPMC-und HPC-Filme wurden bei der visuellen Bewertung als klar und homogen
bewertet. Um genauere Aussaugen iiber die Kristallinitit der HPMCAS-Filme
treffen zu konnen, wurden daher rontgendiffraktometrische Messungen (vgl.
Abschnitt 6.2.5) durchgefithrt (Abbildung 3.7). Cbz-MP als Ausgangsstoff zeigt das
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typische Beugungsmuster eines kristallinen Stoffes mit scharfen Peaks. Die
Diffraktogramme der Filme sind von dem fiir amorphe Substanzen
charakteristischen Halo dominiert, wobei in den Filmen mit HPMC und HPC
(beispielhaft an F1 und F4) Peaks kleiner Intensitdten vorhanden sind. Somit
konnte die Kristallisation des Peptids auch mittels Rontgendiffraktometrie
nachgewiesen werden. Die HPMCAS-Filme zeigten lediglich das charakteristische
Halo. Somit kann auf Basis der Untersuchungen mittels Polarisationsmikroskopie
und Rontgendiffraktometrie darauf zuriickgeschlossen werden, dass Chz-MP in den
HPMC- und HPC- Filmen zu nadelférmigen Kristallen ausfillt. In HPMCAS-
Filmen scheint es jedoch molekular dispergiert vorzuliegen.

HPMC

= HPC

:‘S

.a R

g HPMCAS

=

£

H——A_-/\M/A/“\_AMW Cbz-MP
Ausgangsstoff
10 20 30 40 50
2 Theta [°]

Abbildung 3.7: Réntgendiffraktogramme von Chz-MP als Ausgangsstoff und in Filmen mit HPMC
(F1), HPC(F4) und HPMCAS (F7)

In Abbildung 3.8 A sind die Ergebnisse der Massen- und in Abbildung 3.8 B die
Ergebnisse der Dickenbestimmung der Filme mit NHo-MP vor (gefiillte Sdulen)
und nach der Lagerung (schraffierte Sédulen) dargestellt. Auch hier war ein
signifikanter (p<0,05) Anstieg in den Trockenfilmmassen und -dicken mit
steigendem Polymeranteil zu beobachten. Die Lagerung bei 21 °C und 45 % r.F. fiir
3 Monate hatte keinen Einfluss auf die Masse und mit Ausnahme von F13 undl4
auch keinen Einfluss auf die Dicke der Filme. Die Dicke von F13 und 14 war bei
gleichbleibender Masse nach Lagerung geringer, was wiederum fiir eine Dehnung der
Filme nach der Auslagerung wahrend der Weiterverarbeitung spricht.
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Abbildung 3.8: Masse (A) und Dicke (B) der Filme mit NHo-MP; nach der Herstellung (gefiillte
Saulen) und nach 3-monatiger Lagerung bei 21 °C, 45 % r.F. (schraffierte Saulen); MW + KI;
(=0,05); n=10

Die obere Reihe von Abbildung 3.9 zeigt polarisationsmikroskopische Aufnahmen
und die untere Reihe Kameraaufnahmen der Filme mit NHs-MP nach Herstellung
und Trocknung am Beispiel von HPMC (10a+b), HPC (13a+b) und HPMCAS
(16a-+b). Bei der visuellen Bewertung der Filme wurden diese als homogen
bewertet. Die Filme mit HPMC und HPC waren klar und die Filme mit HPMCAS
hatten auch hier eine milchig-triibe Erscheinung, was wiederum zu vergleichbaren
polarisationsmikroskopischen Aufnahmen fiihrte, wie sie bereits bei Chz-MP
diskutiert wurden (vgl. Abbildung 3.9, 16a+b). HPMC- und HPC-Filme mit NHo-
TP zeigten keine Kristallbildung im Polarisationsmikroskop. Dies war angesichts der
besseren Wasserloslichkeit auch zu erwarten. Somit konnte davon ausgegangen
werden, dass das einseitig geschiitzte Modellpeptid in allen Filmformulierungen in
geloster Form vorlag.

10a) 13a) 16a)
100 i 100 p 100 ym
- |

Abbildung 3.9: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen (obere Reihe) und Fotografien (untere
Reihe) der Filme mit NHo-MP mit HPMC (10a+b), HPC (13a+b) und HPMCAS (16a-+b)




30 Ergebnisse und Diskussion

3.1.4.2 Stabilitdtsuntersuchungen

Die Modellpeptide Cbz-MP und NHo-MP wurden hinsichtlich ihrer Stabilitdt im
Film analysiert, indem der Gehalt der Filme sowie das Auftreten von
Abbauprodukten mittels HPLC vor und nach Lagerung untersucht wurden (vgl.
Abschnitt 6.2.7.2 und 6.2.7.3). Aulerdem wurde die Gleichférmigkeit des Gehalts
nach Ph. Eur. 2.9.40 durch Berechnung des Akzeptanzwertes (AV) bestimmt (vgl.
Abschnitt 6.2.7.1).
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Abbildung 3.10: Chz-MP Konzentration bezogen auf den Sollwert (A) und AV nach Ph. Eur. 2.9.40
der oromukosalen Filme; gestrichelte Linie stellt das Akzeptanzkriterium der ersten Priifstufe nach
Ph. Eur. 2.9.40 dar (B); nach der Herstellung (gefiillte Saulen) und nach 3-monatigerer Lagerung bei
21 °C, 45 % r.F. (schraffierte Saulen); MW + KI (¢=0,05); n=10

In Abbildung 3.10 A ist die Konzentration an Cbz-MP in den verschiedenen
Filmzubereitungen vor (gefiillte S&ulen) und nach (schraffierte S&ulen) Lagerung
abgebildet. Abbildung 3.10 B zeigt die entsprechenden Berechnungen der AVs. Mit
Ausnahme des HPMC-Filmes ohne pH-Wert-regulierende Polymere (F'1) wiesen alle
Filmzubereitungen nach der Herstellung einen Gehalt an Cbz-MP von annédhernd
100 % auf und es waren keine Abbaupeaks in den Chromatogrammen zu erkennen.
Dieses Ergebnis spiegelte sich auch in der Gleichférmigkeit des Gehalts der Filme
vor der Lagerung wider. Diese wurde fiir alle Filmzubereitungen mit Ausnahme von
F1 erfilllt (AV<15). F1 resultierte hingegen in einer deutlichen Instabilitdt des
Peptids, was sich sowohl in einem niedrigeren Gehalt und Abbauprodukten im
HPLC Chromatogramm als auch einem hohen AV (23,5) duferte. Die Begriindung
dieser Instabilitdt lag dabei in dem inadidquaten pH-Wert der Polymerlosungen,
welcher iiber 8 (vgl. Tabelle 3.2) und damit auBerhalb der zuvor definierten pH-
Wert-Grenzen lag (vgl. Abschnitt 3.1.2). Infolge dessen koénnen pH-Wert-induzierte,
hydrolytische Abbaureaktionen wihrend der Herstellung des Filmes ablaufen. Die
Tatsache, dass nach der Lagerung von F1 kein weiterer Abfall der
Peptidkonzentration mehr zu verzeichnen war, liasst darauf schlieBen, dass die
hydrolytischen Abbaureaktionen ausschliefSlich wahrend des Herstellungsprozesses
stattfanden und Cbz-MP nach der Trocknung im Film stabil ist. Nach Ende des
Lagerungszeitraums  zeigten lediglich F2 und F4 eine Abnahme der
Peptidkonzentration im Film und eine Zunahme des AVs iiber die zuldssige Grenze
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der ersten Priifstufe des Ph. Eur. hinaus. Allerdings konnten keine Abbauprodukte
im Chromatogramm nachgewiesen werden. Eine mogliche Begriindung kénnte darin
liegen, dass die entstandenen Abbauprodukte kein UV-detektierbares Chromophor
aufwiesen und demnach nicht mittels der verwendeten HPLC-Methode
nachgewiesen werden konnten. Eine Verifikation wére in weiteren Versuchen
notwendig, um einen analytischen Fehler auszuschlie3en.
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Abbildung 3.11: NHe-MP Konzentration bezogen auf den Sollwert (A) und AV nach Ph. Eur. 2.9.40
der oromukosalen Filme; gestrichelte Linie stellt das Akzeptanzkriterium der ersten Prifstufe nach
Ph. Eur. 2.9.40 dar (B); nach der Herstellung (gefiillte Saulen) und nach 3-monatigerer Lagerung bei
21 °C, 45 % r.F. (schraffierte Siulen); MW + KI («=0,05); n=10

In Abbildung 3.11 A ist die Konzentration an NHy-MP in den verschiedenen
Filmzubereitungen vor (gefiillte Saulen) und nach (schraffierte Sdulen) Lagerung
abgebildet. Abbildung 3.11 B zeigt die entsprechenden AV-Ergebnisse. Auch im Fall
des NHo-MPs war eine Instabilitdt des Peptids in den HPMC- Formulierungen ohne
pH-Wert-Regulatoren zu beobachten. In Analogie zu der in Vorversuchen
beobachteten stirker ausgepragten pH-Wert-Sensibilitat im Vergleich zu Chz-MP
war auch der Gehalt des Films signifikant niedriger (~60 %, p<0,05) im Vergleich
zum beidseitig geschiitzten Modellpeptid (~80 %). Alle anderen Filmzubereitungen
zeigten zunédchst keine Hinweise auf Instabilitdten des NHx-MPs und bis auf F12
war die Gleichformigkeit des Gehalts gemafi Ph. Eur. gegeben. F12 iiberschritt die
AV-Grenze auf Grund des zu hohen Gehalts der Filme, was zundchst vernachlassigt
wurde, da eine Verbesserung der Gleichformigkeit im Zuge von Formulierungs- oder
Prozessoptimierungen hétte erzielt werden konnen. Nach der Lagerung der Filme
zeigte sich mit Ausnahme von F14 in allen Formulierungen eine signifikante
(p<0,05) Abnahme des Peptidgehalts, angezeigt durch Peaks von Abbauprodukten
in den HPLC-Chromatogrammen sowie erhohten AVs. Obwohl eine pH-Wert-
Anpassung vorgenommen wurde (vgl. Tabelle 3.2), konnte NHy-MP {iber einen
Zeitraum von 3 Monaten nicht stabilisiert werden. Fin moglicher Erklarungsansatz
kéonnte in der labilen Eigenschaft des NHo-MPs in wassrigen Medien liegen.
Oromukosale Filme enthalten auch nach der Trocknung noch einen Restanteil an
Wasser, der unter anderem fiir die elastischen Figenschaften der Filme sorgt. Der
Restwasseranteil kann je nach Art und Menge der verwendeten Hilfsstoffe sowie
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Lagerungsbedingungen variieren. Um einen FKEindruck iiber den FEinfluss des
Restwassers in den Filmen auf die Peptidstabilitat zu bekommen, wurde der
Wassergehalt der Filme mit NHo-MP bestimmt. In der Literatur werden meist der
Trocknungsverlust und die Karl-Fischer-Titration als Methoden beschrieben [157].
Da die hergestellten Filme auf Wasser/Ethanol Mischung beruhten, wurde auf die
Karl-Fischer-Titration zuriickgegriffen (vgl. Abschnitt 6.2.6). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.3 dargestellt.

Tabelle 3.3: Wassergehalt der Filmzubereitungen mit NH>MP; MW + s, n=3

Formulierung 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Wassergehalt 6,0 5,7 6,4 3,5 3.8 4.2 5,9 5,4 6
+ s (%] 01 +02 =+07 +01 +04 +01 +08 £01 40,5

Die Methode eignete sich zwar zur Bestimmung des Wassergehaltes der Filme,
allerdings losten sich nicht alle Filme gleich schnell in dem Hydranal-Methanol
Arbeitsmedium auf, was eventuell einen Einfluss auf den Verbrauch an
hinzutitrierten Medium haben koénnte. Trotz dieser Fehlermoglichkeit wurden die
erhaltenen Werte zur Auswertung herangezogen. Wie zu erwarten, enthielten die
Filme auf HPMC- und diejenigen auf HPMCAS-Basis (F10-12 und 16-18) mit
Glycerol 85 % als Weichmacher mehr Restwasser als die HPC-Filme, in denen kein
Weichmacher eingearbeitet wurde. Moglicherweise konnte darin die Begriindung
liegen, warum F15 nach der Lagerung keinen weiteren Abfall in der NHo-MP-
Konzentration zeigte, was allerdings der Instabilitit des Peptids in den anderen
HPC-Filmen widersprechen wiirde. Generell sind die gemessenen Restwassermengen
in den HPC- und HPMC-Filmen vergleichbar mit Literaturwerten [146].
Hinsichtlich des Restwassergehalts der HPMCAS-Filme stehen in der Literatur
keine Vergleichswerte zur Verfiigung. Der Wassergehalt der Filme steht somit in
keiner direkten linearen Korrelation zu dem gemessenen Abfall der
Peptidkonzentration in den Filmen nach der Lagerung (R=0,42, Daten nicht
gezeigt).

Die Instabilitdit des NHo-MPs in den getesteten Filmzubereitungen kann demnach
nicht auf einen einzigen Einflussfaktor zuriickgefithrt werden und scheint die Folge
eines Zusammenspiels mehrerer Faktoren zu sein, die alle auf die freie Aminogruppe
des Peptids zuriickgefithrt werden koénnen. Geméfl den Erwartungen zeigte das
beidseitig geschiitzte Peptid eine hohere Stabilitdt in den Filmzubereitungen, was
zum einen an der Molekiilstruktur selbst (weniger freie funktionelle Gruppen) und
zum anderen an der damit verbundenen schlechteren Wasserloslichkeit liegen kann.
Nach der Trocknung lag Cbz-MP ungelést oder nur teilweise gelost vor, wodurch
hydrolytische = Abbaureaktionen nur vermindert stattfinden konnten, was
hinsichtlich der chemischen Stabilitdt sicherlich von Vorteil ist, allerdings im



Ergebnisse und Diskussion 33

Hinblick auf das Ziel dieser Arbeit, der orotransmukosalen Applikation
pharmakologisch aktiver Peptide, negativ zu bewerten ist.

3.1.5 Zusammenfassung

In diesem Teil der Arbeit wurden im Rahmen von Vorversuchen zwei Modellpeptide
fiir die Entwicklung oromukosaler Filme eingesetzt, um Riickschliisse auf kritische
Produkt- und Prozessattribute fiir die weitere Verwendung eines pharmakologisch
aktiven Peptids zu ziehen. Niedrig dosierte, oromukosale, peptidhaltige Filme
konnten erfolgreich hergestellt werden. Die meisten Filmzubereitungen entsprachen
trotz Dosierung im Mikrogrammbereich den Anforderungen des Ph. Eur. in
Monographie 2.9.40 (Gleichférmigkeit des Gehalts einzeldosierter Arzneiformen).

Auf Grund der Molekiilstruktur der Peptide wurden Unterschiede in der chemischen
Stabilitdat der Peptide erwartet, die sich vor allem in Einlagerungsstudien der Filme
bestatigt haben. NHo-MP zeigte iiber die Lagerungsperiode einen stiarkeren Abbau
im Vergleich zu Chz-MP. Der dafiir verantwortliche Einflussfaktor konnte nicht
eindeutig identifiziert werden, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die
Instabilitat in einem Zusammenspiel aus mehreren Faktoren lag.

Zudem konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert der Polymerlosungen einen grofien
Einfluss auf die Stabilitit der Peptide hat und somit als eines der kritischsten
Produktattribute bewertet werden kann. In Folge dessen eignete sich HPMC ohne
pH-Wert-regulierende Zuséatze nicht als filmbildendes Polymer und fiihrte bereits
nach der Herstellung zu starken Abbaureaktionen beider Peptide. HPMCAS fiihrte
zu milchig-triitben, inhomogen aussehenden Filmen, weshalb das Polymer aus rein
optischen Griinden weniger zur Herstellung oromukosaler Filme geeignet ist. HPC
kann demnach als das am besten geeignete filmbildende Polymer innerhalb dieser
Vorversuche eingestuft werden. Es weist im Wiéssrigen einen neutralen pH-Wert
auf, fithrte zu homogenen Filmen und ist auf Grund seiner Losungs- und
Quellungsfahigkeit in Wasser und organischen Losungsmitteln flexibel einsetzbar.

Aus den Vorversuchen zu den Modellpeptiden kann nun geschlussfolgert werden,
dass sowohl die Zubereitung als auch das Peptidmolekiil selbst einige Anforderungen
erfiillen miissen, um zur Entwicklung eines Films zur orotransmukosalen
Applikation geeignet zu sein.

Hinsichtlich des Peptids sollten bestimmte Strukturmerkmale wie freie, stark
basische oder saure funktionelle Gruppen vermieden werden oder nur als
korrespondierendes Salz eingesetzt werden, um selbstinduzierten, pH-Wert-
abhéngigen Instabilititen entgegenzuwirken. Zudem sollte das Peptid eine
ausreichende Loslichkeit in Wasser aufweisen, damit es auch nach dem Trocknen
molekulardispers verteilt im Film vorliegt, um eine orotransmukosale Permeation zu
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ermoglichen oder zu verbessern. Wie am Beispiel des NHo-MPs gezeigt wurde, ist
dabei eine stark ausgeprigte Hydrolyse unbedingt zu vermeiden.

Im Hinblick auf die Formulierungsentwicklung spielt der pH-Wert der
Polymerlosung und der des hergestellten Filmprodukts eine entscheidende Rolle fiir
die Langzeitstabilitit der Peptide und muss somit bereits bei der Auswahl der
Hilfsstoffe beriicksichtigt werden.
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3.2 Desmopressinacetat

3.2.1 Einleitung

Auf Basis der in Kapitel 3.1 vorgestellten FErgebnisse sollte ein geeignetes
pharmakologisch aktives Peptid ausgewéahlt werden, welches den zuvor dargestellten
Anforderungen hinsichtlich Molekiilstruktur, Wasserloslichkeit und Stabilitéat
entsprechen sollte. Nach einer ausgiebigen Fach- und Patentliteraturrecherche
wurde das Nonapeptid Desmopressinacetat (Desmopressin, vgl. Abbildung 3.12)
ausgewahlt, dessen Figenschaften im Folgenden naher erldutert werden.

Desmopressin  hemmt die Wasserriickresorption in der Niere. Es wird in der
Therapie des zentralen Diabetes Insipidus, traumatisch bedingter Polyurie und
Polydipsie sowie zur Behandlung der Enuresis nocturna (néachtliches Bettnéssen) bei
Kindern und Erwachsenen eingesetzt [45, 46, 48, 158]. Desmopressin (1-desamino-8-
D-Arginin-vasopressin) ist ein synthetisches Analogon des im Kérper natiirlich
vorkommenden Hormons Vasopressin (antidiuretisches Hormon, ADH), welches
tiber  Vi-  (vaskular), Vo (renal) und Vs  Rezeptoren (hypophysar)
vasokonstriktorisch und antidiuretisch wirkt [159]. Auf Grund der Anderungen der
Molekiilstruktur im Vergleich zu ADH ist Desmopressin Vo-Rezeptor spezifisch
wirksam und weist eine etwa zehnfach potentere und langere Wirkung auf [160].
Abbildung 3.12 zeigt die Strukturformel von Desmopressin in der pharmakologisch
verwendeten, wasserloslichen Salzform der Essigsaure. Die stark basische
Guanidinfunktion des Argininrests liegt demnach protoniert vor, was den zuvor in
Abschnitt  3.1.5  definierten = Anforderungen  hinsichtlich  Stabilitat  und
Wasserloslichkeit entspricht.

CH,COO fL /(Ej/
H2N s

H
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Abbildung 3.12: Strukturformel von Desmopressinacetat

NH2

Desmopressin ist als Nasenspray (z.B. Desmospray®, Medice), orale Tablette (z.B.
Minirin®, Ferring) und Lyophyilisat (Minirin® Lyophilisat zum Einnehmen, Ferring)
zur sublingualen Applikation kommerziell auf dem Markt erhéltlich. Eine orale,
filmformige Zubereitung ist bisher weder auf dem Markt noch in der Literatur
beschrieben worden. Die Dosierungen der Marktprodukte liegen zwischen 10 nug
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(nasale Applikation, entspricht einem Sprithsto8) und 270 pg (sublinguale
Applikation) Desmopressin pro Einzeldosis. Auf Grund der Peptidstruktur und der
damit verbundenen Sensitivitdt gegeniiber proteolytischen Enzymen im Korper
weist Desmopressin eine geringe BV auf. Die nasale BV schwankt zwischen 5-10 %,
die orale BV zwischen 0,08-0,16 % und die sublinguale BV liegt bei 0,26 % [161,
162]. Der nasale Applikationsweg zeigt demnach die hochste BV, aber auch
gleichzeitig die grofiten inter- und intraindividuellen Schwankungen in der Menge an
bioverfiigbarem Desmopressin im Vergleich zur oralen Gabe. Das fiihrte dazu, dass
die Zulassung der auf dem Markt befindlichen Desmopressin-haltigen Nasensprays
fiir die Indikation der Enuresis nocturna bei Kindern und FErwachsenen
zuriickgezogen wurde. Schwankende BVs konnen unter Umstédnden zu einer
vermehrten Wasserriickresorption und der damit oft verbundenen Hyponatridmie
fithren, welche vermehrt bei Kindern auftritt und sich in schweren Krampfanfillen
und neurologischen Ausfallerscheinungen &duflern kann [163]. Die gegeniiber der
Tablette verbesserte BV des Lyophilisats ist wahrscheinlich mit einer teilweisen
oropharyngealen, d.h. im Mund-, Rachen- und Speiseréhrenbereich stattfindenden
Absorption des Wirkstoffs wahrend der sublingualen Applikation zu erkléren [164].
Nach einer Statistik von van Kerrebroeck und Norgaard [158] sind iiber 80 % der
bekannten Hypontridmiefalle nach Desmopressingabe auf die nasale, 19 % auf die
orale und nur ca. 1 % auf die sublinguale Gabe zuriickzufithren. De Guchtenaere
zeigte auflerdem eine Verbesserung der antidiuretischen Wirksamkeit nach
sublingualer Gabe im Vergleich zur oralen Tablette auf Grund verringerter
Nahrungsmittelinterferenz [165|. Zudem konnte in der Literatur in einigen Studien
eine verbesserte Therapietreue bei Applikation des Lyophilisats gezeigt werden [166-
168]. Da es sich allerdings um eine orodispersible Arzneiform handelt, die innerhalb
weniger Sekunden im Mund zerfallt, wird ein Teil des Arzneistoffs abgeschluckt und
demnach einer oromukosalen Absorption entzogen. Um eine sicherere, kindgerechte
Arzneiform zu gewéhrleisten, sollten in dieser Arbeit die Vorteile der oromukosalen
Applikation aufgegriffen und durch die Entwicklung einer mukoadhésiven,
filmférmigen Arzneiform erweitert werden. Durch Verlangerung der Kontaktzeit des
Films an der Mundschleimhaut des pédiatrischen oder adulten Patienten kann
moglicherweise die Permeation des Wirkstoffs begiinstiz werden und damit der
abgeschluckte Anteil an Desmopressin, der moglicherweise zu
Nahrungsmittelinteraktionen fithren kann, vermindert werden.

In dieser Arbeit sollten erstmalig fiir die Péadiatrie geeignete, filmformige
Zubereitungen fiir das Peptidhormon Desmopressin entwickelt und hinsichtlich der
morphologischen Eigenschaften, Peptidstabilitdt, mukoadhésiver Eigenschaften,
Freisetzungsverhalten und orotransmukosaler ex-vivo-Permeation untersucht
werden.



Ergebnisse und Diskussion 37

3.2.2 Rationale Formulierungsentwicklung

Der Formulierungsentwicklung der in dieser Arbeit hergestellten FKEin- und
Mehrschichtfilme mit Desmopressin lag eine ausfilhrliche Analyse der
Hilfsstoffauswahl auf Basis von wissenschaftlichen Daten und regulatorischen
Vorgaben zu Grunde.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine kindgerechte, filmférmige Zubereitung fiir
die orotransmukosale Applikation von Desmopressin zu entwickeln. In der
Formulierungsentwicklung péadiatrischer Arzneiformen muss die Unbedenklichkeit
der verwendeten Hilfsstoffe sichergestellt werden. In diesem Zusammenhang
verdffentlichte die EMA im Jahr 2014 die Richtlinie ,Guideline on pharmaceutical
development of medicines for paediatric use“ (EMA/CHMP/QWP /80880,/2012
Rev.2). In der Richtlinie wird ein Flussdiagramm zur Verfiigung gestellt, anhand
dessen Hilfsstoffe fiir péddiatrische Arzneiformen bewertet und ausgewéahlt werden
konnen [169]. Auf der Basis dieses Flussdiagramms sollte eine evidenzbasierte
Auswahl pédiatrisch geeigneter Polymere, Losungsmittel, Weichmacher und
Permeationsverbesserer getroffen werden. Die hochste Evidenz bilden dabei
Richtlinien und Beurteilungen des CHMP (Commitee for Medicinal Products for
Human Use) und der ICH (International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use), welche allerdings fiir die
wenigsten Hilfsstoffe verfiighar sind [170]. Somit wurde in dieser Arbeit auf der
nachsten Evidenzstufe angesetzt, die sich mit der Frage beschéftigt, ob der Hilfsstoff
bereits in zugelassenen Arzneimitteln zur Anwendung in der Zielpopulation
enthalten ist. Dabei sollten Altersgruppe, Applikationsweg sowie Tageshochstdosis
beriicksichtigt werden.

Neben der allgemeinen Anforderung zur péadiatrischen Eignung soll die Arzneiform
und die Hilfsstoffauswahl noch weitere Kriterien erfiillen. Zum einen muss die
Stabilitat des Wirkstoffs sichergestellt werden, um Abbauprodukte mit teils
unbekannter Toxizitdt zu vermeiden. Die Versuche mit den beiden Modellpeptiden
haben im Vorfeld gezeigt, dass der pH-Wert der Polymerlosung ein kritisches
Produktattribut ~ darstellt.  Desmopressin  zeigt  ein  pH-Wert-abhangiges
Stabilitatsoptimum bei pH 4-6. Idealerweise sollte der pH-Wert der Zubereitung bei
5 liegen [171]. Dies sollte bei der Auswahl der Hilfsstoffe, insbesondere der Polymere
in der Filmmatrix, beriicksichtigt ~werden. Auflerdem sind hinreichende
mukoadhésive Eigenschaften gefordert, um die Verweilzeit an der oralen
Schleimhaut zu erhohen und eine orotransmukosale Permeation zu ermoglichen.
Dadurch ist der FEinsatz hydrophiler, mukoadhésiver Polymere notwendig.
Weiterhin soll die Desmopressinfreisetzung spezifisch in Richtung Mukosa ablaufen,
damit ein Wirkstoffverlust iiber den gastrointestinalen Weg vermindert wird.
Demnach muss unter Verwendung von wasserunloslichen oder pH-Wert-abhéangig
16slichen Polymeren eine Barriere zur Mundhohle geschaffen werden. Hinzu kommt,
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dass eine zeitlich begrenzte, kontrollierte Applikation beim Kind gefordert wird.
Eine unlésliche Abdeckschicht, die sich wahrend der Therapie nicht auflost, erlaubt
es beispielsweise dem Elternteil oder der Betreuungsperson, die Arzneiform zu jeder
Zeit zu entfernen und somit die Arzneistoffzufuhr zu beenden. Eine unlosliche
Filmschicht kann  weiterhin als Kontrollmechanismus dienen, um den
Betreuungspersonen die Therapiesicherheit zu vermitteln, dass die Arzneiform auch
iiber die Anwendung hinweg, beispielsweise {iber die Nacht, an der
Applikationsstelle verblieben ist. Eine hinreichende mechanische Stabilitdt der
Filme spielt ebenfalls eine wichtige Rolle und sollte innerhalb eines
Hilfsstoffscreenings ein Kriterium sein. Hinsichtlich der péadiatrischen Anwendung
stallte auch die Akzeptanz, welche vor allem durch den Geschmack und die Textur
der Arzneiform bestimmt wird, einen wichtigen Punkt dar. Da erstmalig eine
filmformige Zubereitung fiir den Wirkstoff Desmopressinacetat entwickelt und die
prinzipielle Moglichkeit einer orotransmukosalen Applikation gezeigt werden sollte,
wurde an dieser Stelle auf Geschmacks- und Geruchskorrigenzien verzichtet. Die
Zusammensetzung der Zubereitung sollte nicht kompliziert sein, um vor allem
Stabilitatseinfliisse von Inhaltsstoffen von teils unbekannter chemischer
Zusammensetzung gering zu halten.

Folglich wurde ein Hilfsstoffscreening durchgefiihrt, indem die Hilfsstoffe
hinsichtlich ihrer Fignung zum FEinsatz in der Padiatrie sowie zur Filmherstellung
bewertet wurden. Hierzu wurden zusédtzlich der pH-Wert und die mukoadhésiven
Eigenschaften der Polymere betrachtet. In der Literatur zur Filmherstellung
vorgeschlagene Polymere, Weichmacher, Permeationsverbesserer sowie
Losungsmittel wurden untersucht. Zur Bewertung der Fignung zur Filmherstellung
wurden Polymerlosungen mit einer Viskositat moglichst zwischen 1 und 4 Pa*s
hergestellt, der pH-Wert (vgl. Abschnitt 6.2.1.3 und 6.2.1.4) iiberpriift und die
Eignung zur Filmherstellung anhand von Einschichtfilmen getestet (vgl. Abschnitt
6.2.2). Dies wurde trotz Anwendung in der Literatur als sinnvoll erachtet, da die
Mehrheit der Filme in der Vergangenheit mittels Ausgieflen hergestellt und nicht
wie in dieser Arbeit ausgerakelt wurden. Zur Bewertung der mukoadhésiven
Eigenschaften und der padiatrischen Eignung wurde eine Literaturrecherche
betriecben. Tabelle 3.4 beinhaltet eine Ubersicht der Ergebnisse, wobei ein
Punktesystem angewendet wurde. Die Hilfsstoffe, die letztendlich ausgewahlt
wurden (fett markiert), werden im Folgenden erlautert.

Basierend auf diesen Voruntersuchungen wurden die Polymere HPMC, HPC,
Carboxymethylcellulose (CMC), Povidon (PVP), PA und Chitosan als
hydrophile und mukadhéasive Polymere ausgewéahlt. Bis auf Chitosan sind diese
bereits in einer Vielzahl an Arzneimitteln fiir Kinder, wie beispielsweise diversen
fliissigen Zubereitungen zur oralen Einnahme in der Gruppe der Antitussiva,
Analgetika oder Antiemetika zugelassen und finden schon ab dem Séuglingsalter
Verwendung. Auflerdem wurden sie innerhalb der Lebensmittelgesetzgebung als
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unbedenklich eingestuft und es wurde kein ADI-Wert (acceptable daily intake)
festgelegt. Folglich werden sie als unbedenklich eingestuft. Chitosan ist bisher nur
als Medizinprodukt bei Jugendlichen ab 16 Jahren zugelassen (Reduman Forte®).
Auf Grund seiner ausgeprigten mukoadhdsiven und permeationsverbessernden
Eigenschaften wurde es jedoch trotzdem in diese Studie aufgenommen. CMC, PA
und Chitosan ergaben bereits bei niedrigen Konzentrationen hochviskose Losungen.
Eine zu hohe Viskositdt kann das Ausraklen der Polymerlosung und die
Gleichformigkeit des Gehalts der Filmes negativ beeinflussen [120]. Demnach eignen
sich diese Polymere eher als mukoadhésive Zusatze oder Schichten und weniger als
Wirkstoffmatrix (vgl. Abschnitt 3.2.4.1). Ethylcellulose (EC) wurde als nicht
wasserlosliches Polymer ausgewéahlt. Da in Fachinformationen zu zugelassenen
Arzneimitteln keine Mengenangaben gemacht werden und kein ADI-Wert fiir EC
verfiigbar ist, kann keine Aussage iiber eine unbedenkliche Menge getroffen werden.
EC soll in der zu entwickelnden Arzneiform als unlosliche Abdeckschicht eingesetzt
werden, die nach der Therapie entnommen wird. Daher wurde auch EC als
unbedenklich eingestuft. Der pH-Wert lag bei dem Grof3teil der Polymere aufierhalb
des pH-Wert-Optimums von Desmopressin. Aus diesem Grund muss eine
Anpassung des pH-Werts vorgenommen werden (vgl. Abschnitt 3.2.3). Glycerol,
(langkettige) Fettsduren und Propylenglykol als Weichmacher bzw.
Permeationsverbesserer konnen als unbedenklich eingestuft werden. Auch hier sind
keine ADI-Werte festgelegt. Hinsichtlich Propylenglykol sollten allerdings alters-
(bei Kindern < 4 Jahren problematisch) und konzentrationsabhéngige Unterschiede
des Metabolismus beachtet werden [172]. Ethanol ist Bestandteil vieler fliissiger
Arzneimittel fiir Kinder. Ethanol wird als Klasse 3 Losungsmittel mit niedriger
Toxizitat eingeordnet [152]. Der PDE-Wert (permitted daily exposure) von < 50 mg
wird bei den hier entwickelten Filmen, deren Gesamtgewicht meist unterhalb dieser
Grenze  liegt,  nicht  tberschritten.  Die  inhomogene  Gruppe  der
Permeationsverbesserer ist in der Péadiatrie am  wenigsten verbreitet.
Menthol(derivate) und Natriumlaurylsulaft (SDS) werden oft als Aroma bzw.
Antiklebemittel verwendet. Trotz der Anwendung von Menthol in zahlreichen
padiatrisch zugelassenen Arzneimitteln sollte vor allem im Sduglingsalter das Risiko
des Bronchospasmus beachtet werden. Gallensalze sind hingegen nur in wenigen
parenteralen Produkten zugelassen. Im Verlauf dieser Arbeit wurden sie im Zuge
von Permeationsversuchen trotzdem als niedrigdosierte Permeationsverbesserer
eingesetzt.
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Tabelle 3.4: Bewertung von Polymeren, Weichmachern, Permeationsverbesserern und Lésungsmitteln

hinsichtlich der Eignung zur Filmherstellung und der padiatrischen Anwendung [169)]

Hilfsstoff Padiatrische Filmherstellung/ Mukoadhésive | pH-
Eignung Einarbeitbarkeit Eigenschaften | Wert
(Altersgruppe) in Filme
HPMC v (Siuglinge) v v x
% HPC v’ (Sduglinge) v x
@
fm CMC v (Sduglinge) hohe Viskositat v x
Ef
£ |pvp v (Siuglinge) v v *
e
E PA v (Séuglinge) hohe Viskositat *
<
g. Chitosan (Jugendliche) hohe Viskositat v
msl ) Medizinprodukt
& B
2 g Macrogole /Poly- MG abhéngig instabile Filme méaBig x
% £ | ethylenoxide (Siuglinge)
e}
§ Polyvinylalkohol | (v') (Schulkinder) v méBig *
<
% EC () (Kleinkinder) v * *
éf aPMMA & (Siuglinge) méaBige v x
% qPMMA Toxizitat [172] Filmbildung
]
3 Polyvinylacetat (Schulkinder) x * .
§ Kaugummimasse
HPMCAS (') (Schulkinder) inhomogene Filme x v
Glycerol V' (Siuglinge) v - -
3
5 Triethylcitrat v (Siuglinge) selten - -
2
a Propylen- (Sduglinge) v - -
'g glykol altersspezifisch
z T 172]
2 =
g g SDS (V) (Siuglinge) v - -
g 2
™ % | Gallensalze x v - -
L3
E Fettsauren v v - -
]
&
E (Levo)Menthol | (v')(Sduglinge) v - -
]
§ Ethanol v’ (Siuglinge) v - -
Isopropanol (Sduglinge) v - -

v’ geeignet; (V') geeignet, aber Hiochstdosis nicht definiert;

nur bei Gegenmafinahmen geeignet, wie z.B. pH-Einstellung; - : keine Angabe

bedingt geeignet; % nicht oder
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3.2.3 Einschichtfilme

3.2.3.1 Formulierungsentwicklung und Herstellung der Einschichtfilme
Innerhalb der Vorversuche zu den Modellpeptiden konnte der pH-Wert der
Zubereitung als kritisches Qualitatsattribut identifiziert werden. Infolgedessen
wurden fiir Desmopressin systematische Untersuchungen zum Finfluss verschiedener
pH-regulatorischer  Ansdtze auf die morphologischen Eigenschaften der
Einschichtfilme sowie die chemische Stabilitat des Wirkstoffs bei Lagerung
durchgefiihrt. Zerfallsuntersuchungen der Filme wurden an dieser Stelle bewusst
nicht durchgefithrt, da schnell =zerfallende, einschichtige Filme nicht die
Zielarzneiform darstellten.

Basierend auf der Formulierungsentwicklungsstudie in Abschnitt 3.2.2 wurden die
Polymere HPMC, HPC und PVP als Desmopressinmatrix ausgewéahlt. CMC,
Chitosan und PA sollten im spéteren Verlauf dieser Arbeit als mukoadhésive
Zusdtze oder Schichten dienen. PVP zeigte in Anwesenheit von Pufferkomponenten
zur pH-Einstellung ein schlechtes Spreitverhalten wihrend des Rakelprozesses. Aus
diesem Grund wurden im Folgenden nur die Polymere HPMC und HPC als
Filmbildner verwendet. Die Zusammensetzung der FEinschichtfilme zur
Untersuchung des Einflusses verschiedener pH-Regulatoren ist in Tabelle 3.5
gezeigt.

Tabelle 3.5: Zusammensetzung der Einschichtfilme mit Desmopressin

Formulierung | Polymer | Desmopressin | Glycerol pH-Regulator

Wasser-a ¥

Citro-a Citronensdure 2 mM

Malein-a HPMC Maleinsiure 2 mM

Citrat-a 15,0 % 0,2 % 3,0 % Citrat-Phosphat Puffer pH 5,5 R
HCl-a Salzsdure 1N 0,2 %
PA-a PA 02 %

Wasser-b -k

Citro-b Citronensdure 2 mM

Malein-b HPC Maleinsaure 2 mM

Citrat-b 15,0 % 0,2 % - Citrat-Phosphat Puffer pH 5,5 R
HCl-b Salzsdure 1 N 0,2 %
PA-b PA 02 %

*Wasser dest.; HPMC: Pharmacoat® 606; HPC: Klucel® ELF; PA: Carbopol® 974
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Die Polymerkonzentrationen wurden so gewahlt, dass vergleichbare Viskositédten
resultierten. Bisher war es allerdings noch nicht moglich, einen optimalen
Viskositédtsbereich zu definieren, da weitere Faktoren wie Polymerart, Weichmacher
oder Oberflachenspannung der Polymerlésungen einen Einfluss haben kénnen [173].
Um die dynamische Viskositat als Einpunktmessung bei nur einer Scherrate messen
zu konnen, wurden zwei wassrige HPMC- und HPC- Losungen zunéchst hinsichtlich
des Flieverhaltens und des Thixotropie-Effekts charakterisiert, indem eine
Scherrampe aufgenommen wurde (vgl. Abschnitt 6.2.1.3). Beide Polymerlosungen
wiesen ein anndhernd idealviskoses Flie3verhalten ohne Thixotropie-Effekt auf, was
in Abbildung 3.13 gezeigt wird. Die Bestimmung der dynamischen Viskositat wurde
bezogen auf die Ausziehgeschwindigkeit und Nassfilmdicke bei einer Scherrate von
12 s? durchgefiihrt. Die dynamischen Viskositdten der Polymerlosungen lagen
zwischen 1,5-1,8 Pa*s und waren demnach vergleichbar.
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Abbildung 3.13: Rheogramm einer 15 %-igen HPMC (A) und HPC (B) Losung

Das Stabilitdtsoptimum von Desmopressin liegt bei pH 4-6. Idealerweise sollte der
pH-Wert bei 5 liegen [171]. Dazu wurden verschiedene Mafinahmen zur pH-
Regulation getestet (vgl. Tabelle 3.5). Die auf dem Markt erhaltlichen Nasensprays
dienten in diesem Zusammenhang als Orientierung. Citronensdure, Salzsdure und
Citrat-Phosphatpuffer pH 5,5 sind in den kommerziell erhaltlichen Nasensprays
enthalten. Maleinsdure wurde in der Literatur als der Citronensaure iiberlegener,
pH-Wert-Stabilisator bewertet [171]. PA als wasserlosliches, saures Polymer wurde
als weiterer, speziell fiir die Herstellung filmférmiger Zubereitungen geeigneter pH-
Regulator eingesetzt. Als Negativkontrolle galt ein pH-Regulator-freier, nur auf
Wasser basierender Film. Die erforderliche Menge an pH-Regulator wurde durch
Herstellung von Konzentrationsreihen empirisch ermittelt.

Um den Einfluss des pH-Regulators zu testen, wurden zunéchst Einschichtfilme mit
einer Nassfilmdicke von 500 pm hergestellt (vgl. Abschnitt 6.2.2). Weiterhin
konnten so iiber polarisationsmikroskopische Aufnahmen Aussagen {iber das
Vorhandensein von Puffersubstanzkristallen, die nach dem Trocknen ausfallen
kénnen, getroffen werden. Dies wére bei Mehrschichtfilmen eventuell nur bedingt
moglich. Da Desmopressin in einer Dosierung von 240 ng/3 em? eingesetzt wurde,
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gut wasserloslich ist und zudem als gefriergetrocknetes Pulver bezogen wurde, ist
das Vorhandensein von Kristallen nach der Filmtrocknung eher unwahrscheinlich.

3.2.3.2 Morphologie

In Abbildung 3.14 sind die Massen und Dicken der Einschichtfilme mit HPMC (A)
und HPC (B) dargestellt (vgl. Abschnitt 6.2.4.1 und 6.2.4.2. Die HPMC-Filme
zeigen geringe Streuungen in der Masse und der Dicke. Bis auf Zubereitung Citrat-
a, welche eine hohere Pufferkonzentration aufweist, liegen alle Werte fiir Dicke und
Masse in einem vergleichbaren Bereich.
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Abbildung 3.14: Masse und Dicke der Eischichtfilme (3 ¢cm?) mit HPMC (A) und HPC (B); MW +
KI (0=0,05); n=10

Bei den Filmen mit HPC als filmbildendes Polymer wurde bei Zubereitung Citro-b
und Citrat-b ein Zusammenlaufen der Polymerlésung nach dem Ausziehprozess
beobachtet. Dies spiegelte sich auch in den hoheren Werten fiir Dicke und Masse
sowie der hoheren Streuung wieder. Alle anderen HPC-Einschichtfilme zeigten den
gleichen Trend wie die HPMC-Zubereitungen. Insgesamt waren die HPC-Filme
diinner und leichter als die vergleichbaren HPMC-Filme. Dies lasst sich durch den
Weichmacheranteil in den HPMC-Zubereitungen erklaren, wodurch zum einen mehr
Feststoff und zum anderen mehr Restwasser enthalten sind.

Citrat-b Citrat-b Wasser-b Wasser-b

Abbildung 3.15: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen und Fotografien der Einschichtfilme am
Beispiel von Citrat-b (links) und Wasser-b (rechts)

Abbildung 3.15 zeigt polarisationsmikroskopische Aufnahmen und Fotografien der
Einschichtfilme am Beispiel von Citrat-b und Wasser-b (vgl. Abschnitt 6.2.4.4 und
6.2.4.5. Die Einschichtfilme mit Citrat-Phosphatpuffer als pH-Regulator (Citrat-a
und-b) wiesen ein leicht tritbes Aussehen auf (links), wohingegen alle anderen Filme
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transparent waren. Auflerdem zeigten die Filme Citrat-a und -b eine hohe
Briichigkeit, was sich vor allem durch absplitternde Kanten beim Schneiden der
Filme bemerkbar machte. Polarisationsmikroskopische Aufnahmen wiesen nicht auf
eine Rekristallisation in den Filmen hin, was hier beispielhaft an Zubereitung

Citrat-b, welche den hochsten Salzgehalt aufweist, und Wasser-b ohne Puffersalze
belegt wurde.

3.2.3.3 Gehaltsbestimmung

Von allen Einschichtfilmen wurde eine Gehaltbestimmung durchgefithrt (vgl.
Abschnitt 6.2.7.4, UV-Detektion), die Gleichférmigkeit einzeldosierter Arzneiformen
gemaf 2.9.40 Ph. Eur. unter Berechnung des AVs zu bestimmen (vgl. Abschnitt
6.2.7.1). Die Ergebnisse des Desmopressingehalts der Einschichtfilme direkt nach der
Herstellung sind in Abbildung 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Desmopressingehalt der Einschichtfilme (3 cm?) mit HPMC (A) und HPC (B) (%]
bezogen auf den Sollwert; Gehaltsgrenze=100 % (gestrichelte Linie); MW + KI (0=0,05); n=10 und
AV gemall Ph. Eur. 2.9.40; AV=15 nach erster Priifvorschrift (durchgezogene Linie)

Hinsichtlich der Einschichtfilme mit HPMC als filmbildendes Polymer (Abbildung
3.16 A) konnte fiir Citronensédure, Maleinsdure und Citrat-Phosphatpuffer ein
Gehalt von anndhernd 100 % und ein AV < 15 erreicht werden, was den
Anforderungen des Ph. Eur. entspricht. Der Einschichtfilm ohne pH-Regulator
(Wasser-a) zeigte bereits nach der Herstellung einen niedrigen Desmopressingehalt
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von 92 %. Auf Grund der niedrigen Streuung der Werte entsprach dieser
Einschichtfilm jedoch der Monographie 2.9.40 (AV=12,5). Die HPMC- und HPC-
Einschichtfilme, die PA als pH-Regulator enthielten, zeigten einen zu geringen
Desmopressingehalt von nur etwa 60 %. Es wurde vermutet, dass sich wiahrend der
Herstellung ein Polyelektrolytkomplex zwischen der Desmopressinbase und dem
Polyacrylsdureanion bildet, der mit der verwendeten Analytikmethode nicht
komplett quantifiziert werden kann. Eine detaillierte Diskussion dieser Thematik
wird in Kapitel 3.2.5 vorgenommen.

Die Finschichtfilme mit HPC als filmbildendem Polymer und Puffersalzen
(Citronensaure, Maleinsdure und Natriummonohydrogenphosphat) als pH-
Regulatoren resultierten in Desmopressingehalten tiber 100 % und AVs auferhalb
der Grenze des Ph. Eur. Fiir Citro-b und Citrat-b wurde dieses Ergebnis auf Grund
des schlechten Spreitverhaltens dieser Zubereitungen auf der Intermediérfolie
wahrend der Filmherstellung erwartet. Bezieht man den Desmopressingehalt jedes
einzelnen Films nicht auf den Sollgehalt, sondern auf das tatsichlich gemessene
Filmgewicht, so erhdlt man einen Mittelwert (MW) von 107 + 13,54 %, welcher
immer noch hoch ist, aber deutlich ndher am Sollgehalt liegt. Im Fall der
Zubereitung mit Maleinsdure als pH-Regulator wurden keine Besonderheiten
wahrend des Ausrakelns festgestellt. Diese Ergebnisse lassen jedoch darauf schliefen,
dass das Spreitverhalten der HPC-Polymerlosungen von gelosten Puffersalzen
negativ beeinflusst wird. Die Zubereitung HCI-b entsprach den Anforderungen. Im
Gegensatz zu den HPMC-Filmen resultierte die pH-Regulator-freie Negativkontrolle
in einem Desmopressingehalt von etwa 110 % und entsprach mit einem AV von 14
noch der Monographie 2.9.40. Im Allgemeinen zeigten die HPC-Einschichtfilme
einen Desmopressingehalt iiber 100 %. Fir beide Polymere wurde die gleiche Menge
an Desmopressin eingewogen. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Menge
an benotigtem Wirkstoff fiir jedes Polymer bzw. fiir jede Zubereitung auf Grund der
vielen Einflussfaktoren wie Feststoffanteil, Scherung wahrend der Herstellung etc.
neu ermittelt werden muss [174]. Folglich miisste am FEnde der
Formulierungsentwicklung die Einwaage an Wirkstoff fiir die finale Zubereitung
erneut optimiert werden. Da es an diesem Punkt allerdings primér um die pH-
abhangige Stabilitat des Desmopressins in verschiedenen Matrices geht, wurde keine
Optimierung der Einwaage vorgenommen.

3.2.3.4 Lagerstabilitit

Da aus den Versuchen der Modellpeptide bekannt war, dass der pH-Wert eine
wichtige Rolle innerhalb der Lagerstabilitit wvon Peptiden in filmférmigen
Zubereitungen spielt, wurden die hergestellten Einschichtfilme nach einer
Einlagerungsperiode von 3 und 6 Monaten bei 21 °C und 45 % r.F. erneut
hinsichtlich Masse und Dicke sowie Desmopressingehalt und Stabilitdt untersucht.
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Dazu wurden die Einschichtfilme einzeln in offenen Glasgefdafien gelagert (vgl.
Abschnitt 6.2.8.2).
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Abbildung 3.17: Masse und Dicke der Eischichtfilme (3 cm?®) mit HPMC (A&B) und HPC (C&D)
vor und nach 3 sowie 6 Monaten offener Lagerung bei 21 °C und 45 % r.F.;
MW + KI («=0,05); n=10

Die Ergebnisse der Filmmassen und -dicken nach der Lagerung sind in Abbildung
3.17  dargestellt. Mit  Ausnahme der Charge Malein-a waren keine
lagerungsbedingten Verdanderungen der Massen (Abbildung 3.17 A) und Dicken
(Abbildung 3.17 B) der Einschichtfilme mit HPMC als Filmbildner zu verzeichnen.
Das Gewicht der HPMC- und HPC-Filme, die Maleinsdure als pH-Regulator
enthielten, nahm nach 3 Monaten Lagerung um 8-10 % zu, was fir eine
Feuchtigkeitsaufnahme spricht. Nach weiteren 3 Monaten Lagerung war keine
weitere Erhohung der Filmmassen mehr zu verzeichnen. Im Allgemeinen ist die
Hygroskopizitat von Maleinsdure nicht stark ausgeprigt, konnte aber dennoch die
Gewichtszunahme der Filme hervorgerufen haben.

Bei den Filmen mit HPC als filmbildendem Polymer und Citronenséure,
Citratpuffer sowie Salzsdure als pH-Regulatoren wurden ebenfalls keine
Verénderungen in Masse (Abbildung 3.17 C) und Dicke (Abbildung 3.17 D) nach
der Lagerung erkannt. Die Zubereitung Wasser-b zeigte eine leichte
Filmdickenabnahme nach 3-monatiger Lagerung, die auf eine Dehnung der Filme
hindeutet.

Polarisationsmikroskopische Untersuchungen zeigten keine Verdnderungen oder das
Vorhandsein von Kristallen in den Einschichtfilmen iiber die Lagerung von 3 bzw. 6
Monaten.
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Abbildung 3.18: Desmopressingehalt der Einschichtfilme (3 em?) mit HPMC (A) und HPC (B) [%]
bezogen auf den Sollwert; vor und nach 3 sowie 6 Monaten offener Lagerung bei 21 °C und
45 % r.F.; MW + KI («=0,05); n=10

Die Ergebnisse des Gehalts der Lagerungsstudie der offen gelagerten Einschichtfilme
bei 21 °C und 45 % r.F. sind in Abbildung 3.18 dargestellt. Auf Grund des niedrigen
Desmopressingehalts in den Filmen mit PA als pH-Regulator wurden diese nicht in
die Lagerungsstudie mit aufgenommen. Ziel war es, auf der Basis von
Lagerstabilitatsstudien einen geeigneten pH-Regulator sowie ein passendes Polymer
zur Stabilisierung von Desmopressin zu finden.

Wie zu erwarten, zeigte sich fiir beide Polymere ein starker Abbau des Peptids in
den Filmzubereitungen ohne pH-Regulator (Wasser-a und -b), wobei die
Degradation in den HPMC-Filmen besonders stark ausgepriagt war. Der pH-Wert
der Polymerlosungen lag bei 7-8. Abbauprodukte im HPLC-Chromatogramm
bestétigten die Instabilitdt des Desmopressins in den Einschichtfilmen ohne pH-
Anpassung (vgl. Abbildung 3.19).



48 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3.19: Abbaupeaks im HPLC-Chromatogramm mittels UV-Detektion am Beispiel von
Zubereitung Wasser-a nach 6-monatiger Lagerung bei 23 °C und 45 % r.F.

Mit Ausnahme von Zubereitung Citrat-a zeigten sowohl die HPMC- als auch die
HPC-Filme mit Puffersalzen als pH-Regulatoren eine ungeniigende Lagerstabilitét
fir ~ Desmopressin.  Eine mogliche Begriindung kann in der erhohten
Salzkonzentration liegen. Nach dem Trocknen kommt es innerhalb des Films zu
einer Aufkonzentrierung der Salze, was die Stabilitdt von Peptiden und Proteinen
negativ beeinflussen kann. Andererseits scheint die hoher konzentrierte Pufferlosung
(Citrat-Phosphatpuffer) des Films Citrat-a keinen Einfluss auf die Lagerstabilitat zu
haben. Der Gehalt an Desmopressin bleibt iiber 6 Monate unverdndert. Im Falle des
HPC-Pendants  hingegen ist nach 3 Monaten eine  Abnahme der
Desmopressinkonzentration um 13 % zu verzeichnen. Salzsdure hingegen eignete
sich im Fall des HPCs am besten zur pH-Wert-Einstellung und zeigte erst nach 6
Monaten offener Lagerung eine leichte Abnahme der Peptidkonzentration von 7 %.
Auf Grund der schlechten mechanischen Eigenschaften des Films Citrat-a und des
bestehenden Risikos einer Puffersalz-induzierten Instabilitit des Desmopressins
wurde auch im Falle des HPMCs die Salzsdure als der am besten geeignete pH-
Regulator bewertet.

Da HPMC in den Vorversuchen zu den Modellpeptiden bereits als problematisch
hinsichtlich der pH-abhéngigen Peptidstabilitat bewertet wurde, wurden an dieser
Stelle noch weitere Stabilitdtsuntersuchungen durchgefiithrt. Zur Auswahl des
Polymers wurden daher weiterhin HPMC- und HPC-Einschichtfilme auf
Salzsdurebasis offen und zusétzlich versiegelt in  Aluminiumsachets als
Primérpackmittel bei zwei verschiedenen Bedingungen (21 °C/45 % r.F. und
45 °C/75 % r.F.) fiir 3 Monate eingelagert und auf Verdnderungen in Masse und
Dicke sowie Desmopressingehalt und Stabilitat untersucht (vgl. 6.2.8.3).
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Abbildung 3.20: Massen (A) und Dicken (B) der Einschichtfilme (3 em?) HCl-a und HCI-b vor und
nach 3-monatiger Lagerung in Aluminiumsachets (alu) und offen in GlasgefiaBen (offen) bei

21 °C/45 % r.F. und 45 °C/75 % r.F.; MW + KI («=0,05); n=10

Ahnlich den Ergebnissen der Lagerungsstudie mit allen Einschichtfilmen waren auch
hier nach 3-monatiger Lagerung keine Verdnderungen in Masse oder Dicke zu
verzeichnen (vgl. Abbildung 3.20).

Hinsichtlich des Desmopressingehalts ist anzumerken, dass beide Filme nach
3 Monaten bei 40 °C und 75 % r.F. sowohl offen als auch im Primirpackmittel
gelagert eine deutliche Gehaltsabnahme zeigten (vgl. Abbildung 3.21). Die offen
gelagerten HPMC-Einschichtfilme wiesen den geringsten Gehalt von nur etwa 10 %
und einen im HPLC-Chromatogramm ersichtlichen starken Abbau auf. Im
Allgemeinen resultierte HPC als filmbildendes Polymer in einer hoheren
Lagerstabilitdt, was auch die Ergebnisse, die mit den Modellpeptiden erhalten
wurden, bestatigt und somit HPMC als filmbildendes Polymer fiir Desmopressin als
wenig geeignet erscheinen lasst.

Folglich wurde HPC als geeigneter Filmbildner fiir die weitere Entwicklung einer
padiatrischen, filmférmigen Zubereitung zur orotransmukosalen Anwendung von
Desmopressin ausgewéhlt.
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Abbildung 3.21: Desmopressingehalt der Einschichtfilme (3 cm?) HCl-a und HCI-b [%] bezogen auf
den Sollwert; vor und nach 3-monatiger Lagerung in Aluminiumsachets (alu) und offen in

GlasgefaBien (offen) bei 21 °C/45 % r.F. und 45 °C/75 % r.F.; MW + KI (0=0,05); n=10
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3.2.3.5 Zusammenfassung

Ziel dieses Kapitels war die Herstellung einschichtiger Filme  mit
Desmopressinacetat. Dabei wurde der Fokus auf die pH-Wert abhéngige Stabilitét
des  Arzneistoffs  gelegt, indem  verschiedene pH-Regulatoren in  die
Filmzubereitungen eingearbeitet wurden, um einen pH-Wert von 5 einzustellen. Es
wurden Puffersalze bzw. organische Sauren (Citronensdure, Maleinsdure und
Natriummonohydrogenphosphat), anorganische Sauren (Salzsdure) und ein saures
Polymer (Polyacrylsdure) zur pH-Einstellung sowie HPMC und HPC als
filmbildende Polymere verwendet.

Die Polymerlosungen mit HPC und Puffersalzen als pH-Regulatoren eigneten sich
nur bedingt zur Herstellung homogener und adaquater Filme, da die
Polymerlosungen auf Grund ihres schlechten Spreitverhaltens auf der
Intermediédrfolie an den Réndern zusammen lief. Dadurch kam es zu
Fehldosierungen durch ungleichméfig dicke Filme. Auflerdem wurde eine
Inkompatibilitat zwischen Desmopressin und PA beobachtet, die spater néher
beschrieben wird.

Untersuchungen zur Lagerstabilitit von Desmopressin in den Einschichtfilmen
kamen zu dem Ergebnis, dass Salzsdure am besten zur pH-Einstellung geeignet ist.
Puffersalze scheinen auf Grund der Aufkonzentrierung im Film bei der Trocknung
einen negativen Einfluss auf die Stabilitdt des Desmopressing zu haben. Weiterhin
konnten die Ergebnisse zu den Modellpeptiden hinsichtlich Eignung von HPMC zur
Herstellung filmformiger Zubereitungen fiir Peptide auch fiir Desmopressin bestatigt
werden. HPMC zeigte auch hier eine deutlich schlechtere Lagerungsstabilitat im
Vergleich zu HPC.

Auf Basis der Ergebnisse dieses Teils der Arbeit wurden im Folgenden ausschlieSlich
Mehrschichtfilme fiir die orotransmukosale Applikation von Desmopressin bei
Kindern entwickelt, deren Wirkstoffmatrix aus dem filmbildenden Polymer HPC
und Salzsdure als pH-regulierendem Agens bestehen.
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3.2.4 Dreischichtfilme

3.2.4.1 Formulierungsentwicklung und Herstellung der Dreischichtfilme
Da Peptide sensibel gegeniiber vielen Umgebungseinfliissen wie pH-Wert,
Temperatur, Feuchtigkeit usw. sind, wurden zunéchst Einschichtfilme hergestellt,
um eine moglichst optimale Filmmatrix hinsichtlich der Wirkstoffstabilitit zu
gewahrleisten. Im néchsten Schritt wurde sich den Anforderungen, die fiir die
orotransmukosale Applikation wichtig sind, gewidmet. Um einen ausreichend langen
Kontakt zwischen Film und Mukosa sicherzustellen, muss die Arzneiform
hinreichende mukoadhésive  Eigenschaften aufweisen. Weiterhin soll ein
Wirkstoffverlust {iber den GIT vermieden werden, wofiir eine verlangerte,
unidirektionale Peptidfreisetzung zur Mukosaseite von Vorteil ist. Um diesen
Anforderungen  gerecht zu werden, wurden mehrschichtige, filmférmige
Zubereitungen entwickelt, die aus einer oberen mukoadhésiven Schicht (MS), einer
mittleren Wirkstoffschicht (WS) und einer unteren Abdeckschicht (AS) bestehen.
Diese Dreischichtfilme wurden hinsichtlich morphologischer und mechanischer
Eigenschaften sowie des Zerfalls untersucht. Weiterhin wurde der Gehalt sowie an
einigen ausgewahlten Zubereitungen auch die Lagerstabilitdt nach ICH getestet. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurden auflerdem die mukoadhésiven Eigenschaften,
das Freisetzungsverhalten und die ex-vivo-Permeation untersucht.

Die Rationale fiir den dreischichtigen Aufbau des Films (MS + WS statt WS mit
mukoadhésiven Zusdtzen) lag zum einen in der bekannten Interaktion von
Desmopressin mit einigen anionischen Polymeren (z.B. PA). Zum anderen kann
unter Verwendung von nur einer mukoadhésiven, wirkstoffhaltigen Schicht der
Einsatz von Polymerkombinationen notwendig sein, wodurch unbekannte
Einflussfaktoren die Stabilitdat des Desmopressins beintrachtigen kénnen. Um diese
Aspekte zu umgehen, wurde eine zusitzliche MS implementiert.

Basierend auf der Formulierungsentwicklungsstudie in Abschnitt 3.2.2 wurden die
Substanzen HPC, HPMC, PVP, Chitosan, PA und CMC als mukoadhésive
Polymere in der MS eingesetzt. EC wurde auf Grund seiner guten filmbildenden
Eigenschaften ohne die Notwendigkeit weiterer Polymerzuséatze als wasserunlosliches
Polymer in der AS verwendet. Auflerdem ist EC das am weitesten verbreitete
Polymer in der Herstellung einer wasserunloslichen Abdeckschicht (AS) in der
Literatur 73, 100, 104]. HPC diente in den Filmzubereitungen weiterhin als Matrix
fiir die WS. Demnach wurden innerhalb dieses Kapitels nur die Polymere der MS
variiert. Die Zusammensetzung der WS und AS wurde konstant gehalten. Die
Zusammensetzung der Filmschichten der einzelnen Formulierungen ist in Tabelle
3.6 aufgelistet.
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Tabelle 3.6: Zusammensetzung der Polymerldsungen zur Herstellung der Filmschichten

Formulierung MS WS AS

HPC 15,0 %
Wasser 85,0 %

HPC

HPMC* 150 %

HPMC Glycerol 3,0 %
Wasser 82,0 %
PVP 16,0 %
PVP Glycerol 2,0 %
Wasser 82,0 % | Desmopressin 02% | EC 16,0 %
Chito 2.5 % HPC 15,0 % Glycerol 3.5 %
. HPMC** 6,0% |HCLIN 0,2 % | Wasser 5,0 %
Chito Glycerol 2.0 % | Wasser 84,6 % | Ethanol 75,5 %

HCI0,1N 895 %

PA 2,5 %
PA Glycerol 20%
Wasser 955 %
CMC 6,0 %
CMC Glycerol 2,0 %

Wasser 92,0 %

*Pharmacoat® 606; **Pharmacoat® 603; HPC: Klucel® ELF; PVP: Kollidon® 90; Chito:
Chitosan 85 % deacetyliert; PA: Carbopol® 971P NF; CMC; Walocel® C2000 PA07; EC:
Aqualon® N22; Ethanol: 99 %

Die untersuchten mukoadhésiven Polymere unterscheiden sich nicht nur in ihrer
chemischen Struktur, sondern auch in der Kettenlange und dem MG. Es musste
demnach empirisch ermittelt werden, welche Polymerkonzentration sich fiir das
Ausziehen zu einem Film eignet. In der Herstellung filmférmiger Zubereitungen
mittels Ausziehen einer Polymermasse mit einer Rakel muss ein Kompromiss
zwischen Viskositdt und Feststoffanteil gefunden werden. Bei einem Polymer mit
hohem MG und gutem Quellvermogen (z.B. CMC, Walocel® C2000 PA07) darf die
Konzentration des Polymers in der Losung nicht zu hoch gewéahlt werden, da die
Viskositat zu stark ansteigt und das Ausziehen erschwert. Es kann zur Aufstauung
der Polymermasse vor der Rakel kommen, wodurch zu diinne, teilweise l6chrige
Filme entstehen. Andererseits kann die Polymerkonzentration auch nicht zu niedrig
gewahlt werden, da sonst der Feststoffanteil zu gering ist und ebenfalls diinne oder
instabile Filme entstehen.
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Auf Grund dieser Kompromissfindung wurden die mukoadhésiven Polymere in
unterschiedlichen Konzentrationen (vgl. Tabelle 3.6) und Viskositéten (vgl. Tabelle
3.7) eingesetzt, um moglichst optimale Bedingungen zur Filmherstellung zu erzielen.
Da diese Polymerlosungen allerdings zur Bildung der MS dienten und keinen
Einfluss auf die Wirkstoffverteilung im Film haben sollten, wurden die dynamische
Viskositdten an dieser Stelle zwar bestimmt, die Unterschiede jedoch als unkritisch
bewertet.

Zur Verbesserung der Auszieh- und Filmbildungsfahigkeit musste fiir Chitosan eine
zusatzliche Erhohung des Feststoffanteils durch Zugabe von niedrig molekularer
HPMC vorgenommen werden. So konnte der zuvor beobachteten Bildung von
Lochern im Film entgegengewirkt werden. Trotz des niedrigen Feststoffanteils im
Fall der PA wurden hier keine Locher beobachtet und es war kein Zusatz von
HPMC notwendig.
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Abbildung 3.22: Rheogramme der Polymerlosungen zur Herstellung der MS (Tabelle 3.6); PVP (A);
Chito (B); PA (C); CMC (D)

Tabelle 3.7: Viskositaten der Polymerlésungen zur Herstellung der MS; Scherrate 20 s1; MW; n=3

MS HPC HPMC PVP Chito PA CMC

Viskositiat [Pa*s| 0,9 1,5 2,1 2,5 3,6 4,8

Die Untersuchungen zum FlieSverhalten der Polymerlosungen (vgl. Abschnitt
6.2.1.3) in Abbildung 3.22 bzw. Abbildung 3.13 B (vgl. Abschnitt 3.2.3.1) zeigen
grofie Unterschiede zwischen den Polymeren. Wahrend PVP (Abbildung 3.22 A),
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HPC und HPMC (Abbildung 3.13 A und B) ein iiberwiegend idealviskoses
FlieBverhalten zeigen, wurde bei Chitosan (Abbildung 3.22 B) und CMC
(Abbildung 3.22 D) ein pseudoplastisches Flieverhalten beobachtet. PA
(Abbildung 3.22 C) verhielt sich plastisch wie ein Casson-Kérper mit einer
FlieBgrenze von etwa 50 Pa. AufBerdem kann bei CMC ein leichter Thixotropie-
Effekt erkannt werden. Es ist bekannt, dass bei hoherer Viskositdt der Losung oder
hoherem Anteil der dispersen Phase sich das idealviskose zu einem
pseudoplastischen Flie3verhalten verschieben kann [173]. Vergleicht man die
erhaltenen Rheogramme (Abbildung 3.22) mit den gemessenen dynamischen
Viskositédten bei 20 s (Tabelle 3.7), so ist zu erkennen, dass die hoher viskosen
Polymerlosungen (Chitosan, PA und CMC) ein pseudoplastisches bzw. plastisches
FlieBverhalten zeigen und sich die Proben mit der niedrigeren Viskositat eher
idealviskos verhalten (HPMC, HPC und PVP).

Nach Einstellung der geeigneten Viskositdt wurden Dreischichtfilme hergestellt,
indem zunéchst die AS (300 pm Nassfilmdicke) ausgezogen und getrocknet wurde.
AnschlieBend wurden die WS (500 pm Nassfilmdicke) und nach dem Trocknen die
MS (300 pm Nassfilmdicke) tibereinander ausgezogen (vgl. Abschnitt 6.2.3).

3.2.4.2 Morphologie

In Abbildung 3.23 sind die Massen und Dicken der Dreischichtfilme dargestellt (vgl.
Abschnitt 6.2.4.1 und 6.2.4.2). Es wurde eine Filmgrofie von 3 em? gewéhlt, da diese
in der Literatur fiir die Anwendung als akzeptabel beschrieben wird [63]. Der
Aspekt der Textur bzw. Palatibilitat ist wichtig zu beriicksichtigen, denn die
Arzneiform verbleibt auf Grund der angestrebten orotransmukosalen Permeation
des Desmopressins iiber einen ldngeren Zeitraum in der Mundhohle.
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Abbildung 3.23: Masse und Dicke der Dreischichtfilme (3 cm?) mit unterschiedlichen mukoadhésiven
Polymerschichten; MW+ KI (¢=0,05); n=10

Mit Ausnahme von Formulierung PA wiesen alle Filme eine vergleichbare Masse
zwischen 33 und 35 mg/3 em? auf. Die geringere Masse und Dicke der PA-Filme
kann mit dem niedrigeren Feststoffanteil der MS erklart werden. Die
Dreischichtfilme wiesen eine Dicke zwischen 95 und 120 pm auf und lagen somit
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unter der in der Literatur angegebenen maximal tolerierten Akzeptanzgrenze von
350 ym [175]. Die Filme HPC und HPMC waren dicker als die anderen
Zubereitungen. Eine mogliche Begriindung kann in der niedrigeren Viskositat der
beiden Losungen liegen (vgl. Tabelle 3.7). Niedrig viskose Losungen konnen nach
dem Ausrakeln der Polymerlosung ein leichtes Zusammenlaufen zeigen. Visuelle
Beurteilungen bestéitigten dies zwar nicht, allerdings ist zu beachten, dass die
Losung nicht auf einer glatten Intermedidrfolie, sondern auf der WS ausgezogen
wurde, wodurch ein leichtes Zusammenlaufen schwieriger zu erkennen ist.

Die REM wurde als bildgebende Analysemethode herangezogen, um zu iiberpriifen,
ob die Filmschichten getrennt voneinander vorliegen oder ob wéhrend des
Herstellungs- und Trocknungsprozesses Uberginge zwischen den Filmschichten
stattgefunden haben (vgl. Abschnitt 6.2.4.6). Dies kann besonders dann auftreten,
wenn beide in Kontakt stehenden Polymere in den verwendeten Losungsmitteln
16slich sind oder der Trocknungsprozess der ersten Schicht beim Kontakt mit der
nichsten Polymerlésung noch nicht abgeschlossen ist [119]. Die Filmschichten der in
dieser Arbeit hergestellten filmférmigen Zubereitungen sollten nach Méoglichkeit
getrennt voneinander vorliegen, um die Wirkstoffdiffusion aus der mittleren WS in
die untere AS auszuschliefen. Auflerdem sollte die Stabilitit des Desmopressins
durch in der MS befindliche Hilfsstoffe, wie beispielsweise PA, nicht beeinflusst
werden.

cMC

Abbildung 3.24: REM-Aufnahmen der Dreischichtfilme mit unterschiedlichen mukoadhésiven
Schichten

Demnach wurden REM-Aufnahmen von den Filmrandern angefertigt, die in
Abbildung 3.24. dargestellt sind. Die Oberseite stellt dabei die obere Filmschicht
(MS) dar. Bei den Filmen HPC, HPMC, PVP und Chitosan kann leicht zwischen
den Filmschichten differenziert werden. Durch das Zerschneiden der Filme kann sich
die Oberseite am Rand der Filme etwas nach oben wolben, wodurch die MS in der
seitlichen Perspektive dick und pords erscheint. Diese Beobachtung wurde bei PVP
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besonders deutlich. Bei den Filmen mit PA und CMC sind die Filmschichten nicht
klar voneinander abzugrenzen. Auf Grund des geringen Feststoffanteils der
Polymerlosungen mit PA und CMC wurde bereits beim Ausziehvorgang beobachtet,
dass die Polymermassen zu viskos waren, um gleichméaflig unter der Rakel im Spalt
herzulaufen. Angesichts der Flie3grenze der PA-Masse musste diese zu Beginn
manuell vor der Rakel verteilt werden, bevor das automatische Ausziehen begonnen
werden konnte. Das Resultat waren diinne Filme mit einer ungleichméfigen

Oberflache.

3.2.4.3 Mechanische Eigenschaften

Die in dieser Arbeit entwickelten dreischichtigen filmférmigen Zubereitungen sollen
die finale Arzneiform zur orotransmukosalen Applikation des Peptids Desmopressin
darstellen. Geeignete mechanische Eigenschaften der Filme sind von essentieller
Bedeutung. Beginnend beim Herstellungsprozess in der pharmazeutischen Industrie
bis hin zur Anwendung durch den Patienten durchlaufen die Filme viele Schritte, an
denen sie mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt sind. Auflerdem verlangt das
Ph. Eur. eine ausreichende mechanische Festigkeit fiir filmférmige Zubereitungen.
Angaben zu Grenzwerten oder Testmethoden werden allerdings nicht zur Verfiigung
gestellt. Die in der Literatur veroffentlichten Methoden zur Charakterisierung der
mechanischen Eigenschaften bedienen sich daher meist den standardisierten
Testverfahren aus anderen industriellen Bereichen wie beispielsweise der DIN EN
ISO Norm 14477 ,Verpackung, Flexible Packstoffe - Bestimmung der
DurchstoB3festigkeit* des Deutschen Instituts fiir Normung [176, 177], die fiir die in
dieser Arbeit verwendete Methode von Preis et al. modifiziert wurde [146]. Der Film
wird waagerecht in einen Probenhalter eingespannt und mit einem Stempel
durchstoen, wobei Kraft und Weg aufgezeichnet werden (vgl. Abschnitt 6.2.13).
Diese Methode wurde bisher nur fiir einschichtige, orodispersible Film genutzt und
im Rahmen dieser Arbeit erstmals fiir mehrschichtige Filme angewendet. Die in der
Literatur verwendeten Methoden zur mechanischen Charakterisierung von
Mehrschichtfilmen beschrianken sich auf Zugpriifungen [84, 88| oder Untersuchungen
zum  Faltungsverhalten der Mehrschichtfilme 1[99, 103], wodurch eine
Vergleichbarkeit der Messergebnisse nur bedingt gegeben ist.

Laut Literatur sollen die mechanischen Eigenschaften filmférmiger Zubereitungen
durch eine hohe Bruchspannung, eine hohe Dehnung und einen niedrigen
Elastizitatsmodul charakterisiert sein [9, 62]. Generell ist ein Vergleich mit
Literaturdaten nur bedingt moglich, da die mechanischen Eigenschaften zum einen
von der Zubereitung (Restwassergehalt, Weichmacherzusatz oder
Weichmachereigenschaften von Wirk- bzw. Hilfsstoff) und deren Lagerungs- bzw.
Umgebungsbedingungen (Raumtemperatur und Feuchte) und zum anderen von der
verwendeten Methode (Durchstof3festigkeit oder Zugfestigkeit) abhangig sind. Die
hier vermessenen Filme wurden vor der Messung unter kontrollierten Bedingungen
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gelagert (21 °C/45 % r.F.). Zur Beurteilung der mechanischen FEigenschaften
wurden die DurchstofSkraft, die maximale Dehnung bis zum Bruch, die Arbeit sowie
die Steigung herangezogen (vgl. Abschnitt 6.2.13). Aus Vergleichsgriinden wurde
auch ein Einschichtfilm (HCI-b) vermessen. Alle Filme waren mit einem Anteil von
240 pg  Desmopressin - vergleichsweise niedrig dosiert. Ein Einfluss der
Arzneistoffbeladung auf die mechanischen Eigenschaften des Films wurde damit
ausgeschlossen. Die Frgebnisse sind in Abbildung 3.25 und Abbildung 3.26
dargestellt.
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Abbildung 3.25: Durchstoflkraft und maximale Dehnung bis zum Bruch der Ein- und
Dreischichtfilme; MW + KI (=0,05); n=6
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Abbildung 3.26: Arbeit und Steigung des linearen Abschnitts des Kraft-Weg Diagramms der Ein-
und Dreischichtfilme; MW + KI (0=0,05); n=6

Der FEinschichtfilm HCl-b zeigte auf Grund der geringsten Dicke (20 um) die
niedrigste DurchstoBkraft von 4,5 N (bzw. Durchstofifestigkeit 0,3 N/mm?). Die
Bruchkrafte der Dreischichtfilme lagen in einem Bereich zwischen 12 und 23 N
(bzw. Durchstofifestigkeit 0,7-1,3 N/mm?). Auf Grund der hohen Streuung waren
kaum Unterschiede in den DurchstofSkrédften der Dreischichtfilme zu verzeichnen.
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PA und CMC zeigten tendenziell niedrigere Durchstof3krafte, was wiederum mit den
niedrigeren Filmdicken erklart werden kann. Literaturdaten zu mechanischen
Eigenschaften orodispersibler Einschichtfilme, die ebenfalls mit der hier verwendeten
Methode untersucht wurden, zeigten, dass die gemessenen Durchstofifestigkeiten von
0,7-1,3 N/mm? vergleichbar sind [146, 178]. Die maximale Dehnung war mit einem
Wert von etwa 65 % bei allen Filmen &hnlich. Die meisten Literaturdaten liegen
unterhalb der in der vorliegenden Arbeit gemessenen Werte. Im Allgemeinen ist eine
hohe Dehnung der Filme erwiinscht. Allerdings kénnte eine zu starke Dehnung der
Filme wahrend des Ablosens von der Intermedidrfolie zu einer Unterdosierung der
Filme fiihren. Da wéhrend der weiteren Behandlung der Filme weder Probleme
auftraten noch Unterdosierungen oder signifikante Gehaltsschwankungen auftraten,
wurde die vergleichsweise hohe Dehnung als unkritisch bewertet. Die Arbeit, als
Flache unter der Kraft-Weg-Kurve dargestellt, zeigte teils hohe Streuungen bei den
einzelnen Filmzubereitungen. Wahrend der Messungen wurden bei einigen
Dreischichtfilmen zwei Peaks im Kraftverlauf detektiert (vgl. Abbildung 3.27). Der
zweite Kraftpeak konnte damit erklart werden, dass bei dem Kraftmaximum noch
nicht alle Schichten durchtrennt wurden und zur Durchtrennung der letzten
Schichten bzw. des gesamten Films ein weiter leichter Kraftanstieg notwendig ist.
Bei der nachtréiglichen visuellen Begutachtung der Filme konnten allerdings keine
Anzeichen einer Schichtentrennung festgestellt werden. Durch einen zweiten
Kraftanstieg erhoht sich die Flache unter der Kurve. Es wird allerdings kein
Einfluss auf die DurchstofSkraft, maximale Dehnung oder die Steigung genommen.
Im Allgemeinen sind die gemessenen Wert fiir die Arbeit mit Literaturdaten,
einschlielich Marktprodukten, vergleichbar [146, 178|.
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Abbildung 3.27: Kraft-Weg-Diagramm und Markierung der beiden Peaks im Kraftverlauf am Beispiel
eines PVP-Dreischichtfilms

Die Steigung wurde als Maf fiir die Steifigkeit beschrieben [178]. Der Einschichtfilm
und die Dreischichtfilme mit HPC, HPMC sowie PVP als mukoadhésive Polymere
wiesen eine hohere Steigung auf als die Filme mit PA, Chitosan und CMC. Die
Filme mit Chitosan, PA und CMC als mukoadhésive Polymere enthielten einen, auf
die Feststofffraktion bezogen, hoheren Weichmacheranteil (2 % Glycerol auf
8,5/2,5/6 % Feststoff, vgl. Tabelle 3.6) verglichen mit den Filmen mit HPC, PVP
und HPMC (2/3 % Glycerol auf 15/16/15 % Feststoff, vgl. Tabelle 3.6). Glycerol
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wirkt als duflerer Weichmacher, indem es die molekularen Wechselwirkungen der
Polymerketten reduziert. FEin auf die Polymerfraktion bezogener hoherer
Glycerolanteil kann sich demnach auf die Anordnung der Polymerketten ausiiben
und somit die Steifigkeit der Filme beeinflussen. Zu erwahnen bleibt an dieser Stelle
jedoch, dass der hohere Glycerolanteil keinen Einfluss auf die Dehnung, d.h. die
Langendnderung der Filme, wohl aber auf die Durchsto8kraft zu haben scheint (vgl.
Abbildung 3.25).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Dreischichtfilme hinsichtlich ihrer
mechanischen Figenschaften als gut geeignet zu bewerten sind. Die mechanische
Charakterisierung der Durchsto3kraft, Dehnung, Arbeit und Steifigkeit ergab
vergleichbare FErgebnisse zu Literaturdaten orodispersibler Filme, Marktprodukte
eingeschlossen.

3.2.4.4 Zerfall

Dreischichtfilme wurden unter anderem mit der Intention entwickelt, nicht schnell
im Mund zu zerfallen und den Wirkstoff iiber einen angemessenen Zeitraum iiber
die orale Schleimhaut zur Absorption zu bringen. Die nicht wasserlosliche AS sollte
demnach einem schnellen Zerfall entgegen wirken, was im Folgenden mit drei in der
Literatur beschriebenen Methoden zur Bestimmung der Zerfallszeit orodispersibler
Filme (vgl. Abschnitt 6.2.14) untersucht wurde [110, 113, 179].

Weder bei der Diarahmenmethode (vgl. Abschnitt 6.2.14.1) oder der
Petrischalenmethode (vgl. Abschnitt 6.2.14.2 [110, 113]) noch unter Verwendung
des modifizierten Zerfallstesters fiir Tabletten nach Preis et al. [179] (vgl. Abschnitt
6.2.14.3), der eine zusétzliche mechanische Beanspruchung der Probe bewirkt,
wurde ein Zerfall der Dreischichtfilme innerhalb 20 min Messzeit detektiert. Die
Dreischichtfilme wurden nach der Messzeit noch weiter im Messaufbau beobachtet
und zeigten auch danach noch keinen Zerfall. Es wurden zuséatzlich vergleichende
Untersuchungen an dem Einschichtfilm HCI-b durchgefiihrt. Diese Untersuchungen
ergaben einen fiir orodispersible Einschichtfilme typischen schnellen Zerfall (Tabelle
3.8).

Tabelle 3.8: Zerfallszeiten des Einschichtfilms HCl-b; MW + s; n=6

Diarahmenmethode Petrischalenmethode Modifizierter Zerfallstester

53 £ 2,1s 8,6+ 6,9s 8,7+ 0,7s

3.2.4.5 Gehaltsbestimmung

Die Ergebnisse der Gehaltsbestimmung und der Priifung auf Gleichformigkeit
einzeldosierter Arzneiformen (vgl. Abschnitt 6.2.7.1 und 6.2.7.4, UV-Detektion) der
Dreischichtfilme ist in Abbildung 3.28 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass, mit
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Ausnahme der Formulierung PA, alle Dreischichtfilme einen Desmopressingehalt
zwischen 93 und 100 % aufwiesen und den Anforderungen des Ph. Eur. entsprachen
(AV < 15). Trotz des etwas niedrigeren Desmopressingehalts des PVP-Films von
etwa 93 % entsprach dieser auf Grund geringer Gehaltsunterschiede der
Monographie 2.9.40. Der Chitosan-Film lag mit einem AV von 14 nur leicht
unterhalb der Grenze im ersten Priifschritt. Sollte dieser Film als finale Zubereitung
fiir die orotransmukosale Applikation von Desmopressin ausgewéhlt werden, wére in
weiteren Schritten eine Optimierung der Zubereitung hinsichtlich Gleichférmigkeit
des Gehaltes von Noéten. Bei keiner der Zubereitungen waren Abbaureaktionen im
HPLC-Chromatogramm ersichtlich. Der Dreischichtfilm mit PA als mukoadhésives
Polymer resultierte in einem =zu niedrigen und stark schwankenden Gehalt
(AV>15). Bereits die Untersuchungen zu einschichtigen Desmopressinfilmen mit PA
als pH-Regulator zeigten einen zu niedrigen Wirkstoffgehalt (vgl. Abbildung 3.16).
Die Vermutung der Bildung eines nicht nachweisbaren Polyelektrolytkomplexes
zwischen Desmopressin und PA wurde demnach weiterhin verstarkt und in Kapitel
3.2.5 ndher erlautert.
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Abbildung 3.28: Desmopressingehalt der Dreischichtfilme mit unterschiedlichen mukoadhéasiven
Polymerschichten (3 em?) [%] bezogen auf den Sollwert; Gehaltsgrenze (100 %; gestrichelte Linie);
MW =+ KI (0=0,05); n=10 und AV gemafl Ph. Eur. 2.9.40; AV-Grenze (15; durchgezogene Linie)

Es wurden Dreischichtfilme mit verschiedenen mukoadhésiven Schichten hergestellt,
um diese im weiteren Verlauf hinsichtlich der mukoadhésiven Eigenschaften zu
charakterisieren. Die Literatur bietet eine Vielzahl an Moglichkeiten zur
Bestimmung der Mukoadhéasion von halbfesten oder festen Zubereitungen. Vor
allem im Bereich der verwendeten Mukosamaterialien bzw. der Ersatzmaterialien
stoBt man innerhalb der Literatur auf eine hohe Variabilitiat. Aus diesem Grund
wurden innerhalb der Methodenentwicklung zur Bestimmung der mukoadhésiven
Eigenschaften der Dreischichtfilme verschiedene Materialien hinsichtlich ihrer
Eignung getestet. Dies ist Bestandteil des ausfiihrlichen Kapitels 3.2.6. Zur
Erklarung des weiteren Vorgehens muss den Ergebnissen der Mukoadhésionsstudien
zu den Dreischichtfilmen an sublingualer Mukosa (Abbildung 3.46 und Abbildung
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3.47) und Gelatinegel 10 % (vgl. Abbildung 3.48 und Abbildung 3.49) bereits an
dieser Stelle vorweggegriffen werden. Auf der Basis dieser Studien wurde eine
Auswahl an Dreischichtfilmen getroffen, die auf Grund ihrer am stérksten
ausgebildeten mukoadhésiven Eigenschaften fiir Lagerungsstudien nach ICH [180]
herangezogen wurden. Folglich wurden die Dreischichtfilme mit PVP, Chitosan und
PA als mukoadhésive Polymerschichten in die Lagerungsstudie mitaufgenommen.

3.2.4.6 Lagerstabilitit nach ICH

Zur Untersuchung der Lagerstabilitdit wurden demnach die Dreischichtfilme mit
PVP, Chitosan und PA fiir 3 und 6 Monate offen in einem Glasbehélter und in
Aluminiumsachets als Primarpackmittel bei 21 °C/45 % r .F. und 40 °C/75 % r.F.
eingelagert. Es wurde eine an die QlA-ICH Leitlinie angeglichene Lagerungsstudie
durchgefithrt [180]. Diese Leitlinie beinhaltet die fiir die Zulassung eines
Arzneimittels notwendigen Stabilitdtspriifungen. Unter anderem wird eine Priifung
des Arzneimittels im Primérpackmittel unter Stressbedingungen (40 °C/75 % r.F.)
liber mindestens 6 Monate gefordert.

Trotz des niedrigen Desmopressingehalts der Filme mit PA wurden diese in die
Lagerungsstudie mit aufgenommen, um zu testen, ob Desmopressin auf Grund der
beobachteten Interaktion in der Anwesenheit von PA Unterschiede in der
Lagerungsstabilitat zeigt (vgl. Abschnitt 6.2.8.3). AnschlieBend wurden die Filme
hinsichtlich Verdnderungen der morphologischen FEigenschaften (Aussehen der
Filme, Masse- und Dickenbestimmung, REM-Aufnahmen) sowie der Stabilitat
(Desmopressingehalt und Abbauprodukte im HPLC-Chromatogramm) untersucht.
Die Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt und diskutiert.

Abbildung 3.29: Visuelle Bewertung der Dreischichtfilme (3 em?) PVP, Chitosan und PA nach 3
Monaten Lagerung bei 21° C/45 % r.F. in Aluminiumsachets und offen in Glasbehaltern sowie bei
40 °C/75 % r F. in Alumiumsachets und offen in Glasbehaltern (von links nach rechts)

Abbildung 3.29 zeigt die Verdnderungen des Aussehens der Dreischichtfilme unter
den unterschiedlichen Lagerungsbedingungen 21 °C/45 % r.F. im Aluminiumsachet
und offen gelagert sowie 40 °C/75 % r.F. im Aluminiumsachet und offen gelagert
(von links nach rechts). Allgemein konnte bei allen Dreischichtfilmen nach offener
Lagerung unter beiden Bedingungen ein Zusammenrollen der Filme beobachtet
werden, wohingegen die im Primérpackmittel gelagerten Filme diese Verdnderung
nicht zeigten. Filmférmige Zubereitungen werden auf Grund der hohen spezifischen
Oberflache von Umgebungsbedingungen wie Temperatur und relativer Feuchte
beeinflusst. Bei der Lagerung in Aluminiumsachets werden die Filme unter
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Ausschluss grofler Luftmengen eingeschweifit, wodurch sie zum einen {iiber die
Lagerungszeit in Form gehalten werden und zum anderen fast kein Luftaustausch
moglich ist. Die Raumfeuchte nimmt demnach einen weniger starken Einfluss auf
die Filme im Vergleich zur offenen Lagerung. Um ein Zusammenrollen oder
Verkleben der Filme wéihrend der offenen Lagerung zu vermeiden, wurden sie oft in
Diarahmen eingespannt [173, 181]. Auf Grund der GréBe der Dreischichtfilme von 3
cm? war das in diesem Fall nicht moglich. Die Dreischichtfilme, die bei
21 °C/45 % r.F. gelagert wurden, zeigten keine Verdnderungen in Farbe oder
Triibung. Die Lagerung im Aluminiumsachet bei 40 °C/75 % r.F. fiithrte nur bei
Chitosan zu einer leichten Gelbfirbung der Filme. Das Aussehen aller anderen
Filme blieb unverdndert. Die Loslichkeit von Chitosan ist pH-abhéngig (pH < 6,5)
[182]. Eine erhthte Raumfeuchte kénnte demnach Einfluss auf die Loslichkeit des
Chitosans haben. Auflerdem wurde fiir Chitosan eine Temperaturempfindlichkeit
beschrieben, die ebenfalls fiir die Gelbfarbung der Filme verantwortlich sein kann
[182]. Alle offen gelagerten Filme zeigten bei 40 °C/75 % r.F. eine Triibung,
wodurch sie weifier oder im Fall des Chitosans gelber erschienen. Diese Beobachtung
kann mit der hoheren Luftfeuchte erklart werden. Bei Kontakt mit Wasser kam es
in der Abdeckschicht, bedingt durch die wasserunloésliche EC, zu einer stéirker
ausgeprigten Trilbung.

Die Ergebnisse der Filmmassen und Dicken nach 3- und 6-monatiger Lagerung
unter den beiden Bedingungen sind in Abbildung 3.30 dargestellt (vgl. Abschnitt
6.2.4.1 und 6.2.4.2). Die waagerechte gestrichelte Linie markiert das Gewicht bzw.
die Filmdicke vor der Lagerung. Trotz der teils stark ausgepragten Verdnderung des
auleren Erscheinungsbildes der Dreischichtfilme waren nach der Lagerung bei keiner
der Versuchsbedingungen Unterschiede in den Filmmassen und -dicken zu
verzeichnen. Im Fall der Filme, die offen bei 40 °C/75 % r.F. gelagert wurden, war
es nicht moglich, die Dicke zu bestimmen. Die Filme lagen in einem stark
zusammengerollten  Zustand vor und beim Versuch des Auseinanderfaltens
zerbrachen sie. Um die Filme fiir die weitere Gehaltsbestimmung nicht zu zerstoren,
wurde daher auf eine Dickenbestimmung verzichtet. Die Filme wiesen demnach,
entgegen den FErwartungen, eine hohere Sprodigkeit auf. Man wiirde davon
ausgehen, dass die Filme Wasser aus der Umgebung aufnehmen und ein eher
flexibleres Verhalten zeigen. Auf der anderen Seite kann es durch die hoéhere
Temperatur zu einem Wasserverlust der Filme kommen, wodurch das briichige
Verhalten erklart werden konnte. Da die Unterseite der Filme aus wasserunloslicher
EC besteht, die bei Wasseraufnahme eine Triibung zeigt (vgl. Abbildung 3.29), was
auf eine Ausfallung oder das Vorhandensein von EC-Partikeln hindeutet, kann dies
zum Herabsenken der Elastizitdt der Filme fithren. Ahnliche Beobachtungen wurden
bereits fiir einschichtige Suspensionsfilme mit dem Wirkstoff Loperamid gemacht
[173]. Auch hier wurde das briichige Verhalten nach Lagerung bei 40 °C/75 % r.F.
auf einen moglichen Wasserverlust bei hohen Temperaturen zuriickgefiihrt.
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REM-Aufnahmen (vgl. Abschnitt 6.2.4.6) der Dreischichtfilme nach 6-monatiger
Lagerung unter beiden Bedingungen zeigten keine Verdnderungen, die auf eine
Vermischung der Schichten hindeuten (Ergebnisse nicht gezeigt). Demnach fithren
selbst hohe Raumfeuchten von 75 % r.F. zu keiner Verdnderung der
Schichtenstruktur der Filme.
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Abbildung 3.30: Massen und Dicken der Dreischichtfilme (3 em?) ,PVP“ (A), , Chito®* (B) und ,PA*
(C) nach 3 und 6 Monaten Lagerung in Aluminiumsachets (alu) und offen in Glasgefafien (offen) bei
21 °C/45 % r.F. und 45 °C/75 % r.F.; (- -) Masse bzw. Dicke vor der Lagerung; MW + KI
(0=0,05); n=10

Die Ergebnisse der Lagerstabilitdt einschliefllich des Desmopressingehalts und der
beobachteten Abbauprodukte im HPLC-Chromatogramm sind in Abbildung 3.31,
Abbildung 3.33 und Abbildung 3.34 dargestellt und werden im Folgenden getrennt
fir jede Formulierung diskutiert (vgl. Abschnitt 6.2.7.4, UV-Detektion). Die
gestrichelten  Linien in den Sdulendiagrammen markieren jeweils den
Ausgangsgehalt der Filme vor der Lagerung. Die gestrichelten Késtchen sollen die
entstandenen Abbauprodukte im HPLC-Chromatogramm hervorheben. Begonnen
wird mit PVP (Abbildung 3.31). Es ist zu erkennen, dass der PVP-Dreischichtfilm
selbst bei offener Lagerung iiber einen Zeitraum von 6 Monaten bei 21 °C/45 % r.F.
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keine Verdnderungen der Konzentration zeigte. Auch die Untersuchung der HPLC-
Chromatogramme bestétigte dies. Die Lagerung der Filme bei 40 °C/75 % r.F.
zeigte hingegen bereits nach 3-monatiger Lagerung im Primérpackmittel einen
reduzierten Desmopressingehalt von etwa 85 %, der nach weiteren 3 Monaten
Lagerung eine weitere Abnahme auf 46 % zeigte. Die offene Lagerung resultierte in
einem noch starker ausgepragten Abfall der Desmopressinkonzentration auf 34 %
(3 Monate) bzw. 12 % (6 Monate). Diese Ergebnisse lassen darauf schliefien, dass
die Kombination aus erhohter Temperatur und erhéhter Luftfeuchte (offene
Lagerung 40 °C/75 % r.F.) eine starkeren Einfluss auf die Lagerstabilitat des
Desmopressins iiber 6 Monate nimmt als die erhthte Temperatur als alleiniger
Stressfaktor (Primarpackmittel 21 °C/45 % r.F.). Law et al. untersuchten das
Degradationsverhalten von Desmopressinlosungen bei 37 °C sowie 80 °C  bei
verschiedenen pH-Werten iiber 3 Tage [183]. Es zeigte sich bei 37 °C nur ein leichter
Abbau, wohingegen die Lagerung bei 80 °C in einem starken Abbau resultierte. Der
Abbau wurde durch eine Kinetik pseudo-erster Ordnung definiert.
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Abbildung 3.31: Lagerstabilitat des Dreischichtfilms PVP (3 cm?) iiber 3 und 6 Monate in
Aluminiumsachets (alu) und offen in GlasgefdBen (offen) bei 21 °C/45 % r.F. und 45 °C/75 % r.F.;
Desmopressingehalt [%] bezogen auf den Sollwert; (- -) Gehalt vor der Lagerung; MW + KI
(0=0,05); n=10 (A); Chromatogramme (UV) mit Abbaupeaks bei 40 °C/75 % r.F. (B)

Der beobachtete drastische Abfall des Desmopressingehalts bei 40 °C/75 % r.F.
wurde in beiden Féllen (offen und im Primérpackmittel) durch das Auftreten von
zusétzlichen Abbaupeaks im HPLC-Chromatogramm bestatigt (Abbildung 3.31 B).
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Nach 3 Monaten Lagerung im Aluminiumsachet traten neue Verbindungen bei
niedrigen Retentionszeiten auf (1,7 und 2 min), deren Flache nach 6 Monaten weiter
anstieg. AuBlerdem entstanden iiber die Lagerung weitere Abbauprodukte bei
Retentionszeiten von etwa 4, 5 und 6 min. Die PVP-Filme, die offen gelagert
wurden, wiesen ebenfalls Abbauprodukte bei Retentionszeiten zwischen 1,7 und
2 min auf. Aulerdem lief hier ein breiter Abbaupeak bei 5 min auf ein oder mehrere
zusitzliche Abbauprodukte schlieen. Auch hier nahm die Fliche der Peaks nach
weiteren 3 Monaten Lagerung zu.

Die Literatur bietet nur wenige Daten zu Abbaureaktionen von Desmopressin. In
den meisten Fallen beschranken sich die Stabilitdtsuntersuchungen auf
Gehaltsbestimmungen. Abbauprodukte werden hingegen kaum analysiert [183-185].
Im Allgemeinen beruhen chemische Abbaureaktionen von Peptiden und Proteinen
auf B-Eliminations-, Desaminierungs-, Racemerisierungs-, Disulfidaustausch- und
Oxidationsreaktionen [183, 186|. Es sind 5 Abbauprodukte des Desmopressing
bekannt, die sich alle von dem Grundgeriist des Desmopressing ableiten [171].
Abbildung 3.32 zeigt anhand der Strukturformel des Desmopressins, welche
funktionellen Gruppen betroffen sind (links) und welche Abbauprodukte dabei
entstehen (rechts). Demnach beruht der Grofiteil der Abbaureaktionen des
Desmopressins auf Desaminierungs- und Racemerisierungsreaktionen.
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Abbildung 3.32: Abbauprodukte von Desmopressin

Auf Grund der wenigen publizierten Daten iiber Degradationsprozesse des
Desmopressins war es nicht moglich, alle entstandenen Abbauprodukte zu
identifizieren. Die chromatographischen Untersuchungen konnten allerdings
Informationen iiber die Anzahl sowie eine grobe KEinschatzung iiber die Menge an
entstandenen Abbauprodukten liefern. So zeigt der PVP-Film nach 3 Monaten
Lagerung lediglich Abbauprodukte, die bei niedrigeren Retentionszeiten eluieren und
demnach weniger lange auf der Umkehrphasensaule verbleiben, was fiir hydrophilere
Molekiilstrukturen spricht. Innerhalb einer weiteren 3-monatigen Lagerungsperiode
liefen weitere Abbaureaktionen ab, die zu Abbaupeaks hoherer Retentionszeiten
fithrten, was fiir lipophilere Molekiile sprechen wiirde. Scheidl et al. lagerten eine
wéssrige Desmopressinzubereitung fiir eine Zeit von 10 Monaten bei 50 °C ein und
quantifizierten die in Abbildung 3.32 aufgefiihrten Abbauprodukte. Es wurden die
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Abbauprodukte (D) zu 5%, (E) zu 25 %, (A) zu 2% und (C) zu 12 %
nachgewiesen [171]. Eine Ubertragung dieser Daten auf die hier erhaltenen
Ergebnisse kann auf Grund unterschiedlicher Versuchsbedingungen allerdings nicht
vorgenommen werden. Massenspektroskopische Untersuchungen konnten im
Rahmen von Folgeuntersuchungen zur Aufkldrung des Degradationsverhaltens von
Desmopressin in den Filmzubereitungen herangezogen werden.
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Abbildung 3.33: Lagerstabilitat des Dreischichtfilms Chito (3 cm?) iiber 3 und 6 Monate in
Aluminiumsachets (alu) und offen in GlasgefaBen (offen) bei 21 °C/45 % r.F. und 45 °C/75 % r.F.;
Desmopressingehalt [%] bezogen auf den Sollwert; (- -) Gehalt vor der Lagerung; MW + KI
(=0,05); n=10; fiir 40°C/75 % r.F. offen 6Monate n=6; (A); Chromatogramme (UV) mit
Abbaupeaks bei 40 °C/75 % r.F. (B)

Abbildung 3.33 stellt die Lagerstabilitdt des Dreischichtfilms mit Chitosan als MS
dar. Vergleichbar zu den FErgebnissen des PVP-Films wurden auch hier keine
Verdnderungen der Desmopressinstabilitdt bei 21 °C/45 % r.F. festgestellt. Die
Lagerung iiber 3 bzw. 6 Monate bei erhohter Temperatur und Raumfeuchte
resultierte in einer Abnahme des Desmopressingehalts um etwa 10 % (3 Monate)
bzw. etwa 25 % (6 Monate). Verglichen mit dem PVP-Film, bei dem nach
6 Monaten ein Abbau von etwa 60 % (Priméarpackmittel) bzw. etwa 90 % (offen) zu
verzeichnen war, erwies sich der Chitosan-Film als deutlich stabiler. Auflerdem
zeigte die offene Lagerung im Gegensatz zu den PVP-Filmen keine weitere
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Reduktion des Desmopressingehalts. An dieser Stelle muss jedoch angemerkt
werden, dass bei 4 von 10 Filmen nach 6-monatiger Lagerung verbreiterte, teils
deformierte Desmopressinpeaks im Chromatogramm beobachtet wurden. Diese
wurden bei der Auswertung ausgeschlossen, um keine falsch  hohen
Desmopressinkonzentrationen zu erhalten. Gleichwohl kann im Fall des Chitosan-
Films von einer deutlich hoheren Lagerstabilitdt des Desmopressins ausgegangen
werden. Eine mogliche Begriindung fiir die verbesserte Stabilitdt kann in der
schlechten Wasserloslichkeit des Chitosans liegen. Es kann somit innerhalb der
Arzneiform als Feuchtigkeitsbarriere fiir die mittlere Desmopressinfilmschicht
dienen. Folglich kann Umgebungsfeuchte weder von oben (,,Chitosanbarriere“) noch
von unten (,Ethylcellulosebarriere“)  hydrolytische — Abbaureaktionen, wie
beispielsweise die Desaminierung des Asparagins oder Glutamins, verursachen. Zur
Uberpriifung der Annahme, dass die erhohte Lagerstabilitdt des Desmopressins bei
40 °C/75 % r.F. wirklich auf die schlechte Wasserloslichkeit der Polymere
zuriickzufithren ist, waren in Folgeuntersuchungen Lagerstudien mit weiteren
wasserunloslichen Polymeren notwendig.

Auch beim Chitosan-Film waren Abbauprodukte im Chromatogramm ersichtlich
(Abbildung 3.33. B). Es wurden Abbaupeaks bei vergleichbaren Retentionszeiten
erhalten. Die Signalflichen waren allerdings geringer als bei den PVP-Filmen, was
auch mit dem hoheren Gehalt der Chitosan-Filme iibereinstimmt. Wie bereits
erwahnt konnte keine Identifizierung der Abbaupeaks vorgenommen werden.

In Abbildung 3.34 sind die Lagerstabilititsergebnisse der Dreischichtfilme mit PA
als MS dargestellt. Auch hier war eine hinreichende Lagerstabilitdt des Peptids bei
21 °C/45 % r.F. gegeben, wohingegen hohere Temperaturen und Luftfeuchten
(40°C/75 % r.F.) wiederum zu einer Degradation des Desmopressins fithrten. Die
PA-Filme zeigten ein vergleichbares Verhalten wie die PVP-Filme. Beide
resultierten  bei  fortschreitender Lagerungszeit in einer Abnahme der
Desmopressinkonzentration von bis zu 90 % (40°C/75 % r.F., offene Lagerung). PA
und PVP sind wasserlosliche Polymere, die somit nicht in der Lage sind, die
mittlere  Desmopressinfilmschicht vor  Luftfeuchtigkeit abzuschirmen, was
hydrolytische Abbaureaktionen zur Folge haben kann. Hinsichtlich der diskutierten
Bildung eines Polyelektrolytkomplexes zwischen PA und Desmopressin wurde kein
Einfluss auf die Lagerstabilitit festgestellt, da die PA-Filme weder eine
vergleichsweise schlechte noch gute Lagerstabilitiat aufwiesen.
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Abbildung 3.34: Lagerstabilitit des Dreischichtfilms PA (3 cm?) iiber 3 und 6 Monate in
Aluminiumsachets (alu) und offen in Glasgefaen (offen) bei 21 °C/45 % r.F. und 45 °C/75 % r.F.;
Desmopressingehalt [%] bezogen anf den Sollwert; (- -) Gehalt vor der Lagerung; MW + KI
(=0,05); n=10 (A); Chromatogramme (UV) mit Abbaupeaks bei 40 °C/75 % r.F. (B)

Die erhohte Temperatur von 40 °C fiihrte bei allen untersuchten Dreischichtfilmen
zur Degradation des Desmopressin, was allerdings auf Grund der bekannten
Hitzeempfindlichkeit anzunehmen war [183]. Es traten bei allen Filmzubereitungen,
die bei 40 °C/75 % r.F. gelagert wurden, dhnliche Abbauprodukte auf, die eventuell
auf hydrolytische Spaltungsreaktionen der Amidfunktionen des Glutamins und des
Asparaging hindeuten. Der Anteil der entstandenen Abbauprodukte war allerdings
im Fall des Chitosans deutlich geringer.

Auf Basis der hier durchgefithrten Lagerungsstabilitatsstudie sollten die
Dreischichtfilme im  Primérpackmittel trocken, vor Licht geschiitzt bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden, was einem typischen Lagerungshinweis von
auf dem Markt befindlichen oralen Filmzubereitungen entspricht.
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3.2.4.7 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Entwicklung dreischichtiger, filmférmiger
Zubereitungen mit Desmopressin beschrieben, die aus einer mukoadhésiven, einer
Wirkstoff- und einer wasserunloslichen Abdeckschicht bestehen. Die Komposition
der mukoadhédsiven Schicht wurde variiert und deren FEinfluss auf die
morphologischen und mechanischen Eigenschaften sowie die Desmopressinstabilitét
getestet. An ausgewéhlten Zubereitungen wurde auflerdem die Lagerstabilitat nach
ICH evaluiert.

Morphologische Untersuchungen deuteten darauf hin, dass die Filmschichten
getrennt voneinander vorlagen und keine Vermischungen mit der WS stattgefunden
haben. Die Dreischichtfilme zeigten geeignete, mit Marktprodukten vergleichbare
mechanische Eigenschaften.

Mit Ausnahme des PA-Dreischichtfilms entsprachen alle Zubereitungen der Ph.
Eur. Monographie 2.9.40 hinsichtlich der Gleichformigkeit des Gehalts. Die in
Kapitel 3.2.3 beobachtete Interaktion zwischen PA und Desmopressin schien auch
hier wiederum fiir den niedrigen Desmopressingehalt verantwortlich zu sein.

Lagerstabilitatsstudien nach ICH zeigten eine hinreichende Stabilitdt des
Desmopressins in allen Dreischichtfilmen bei 21 °C/45 % r.F. Die Lagerung unter
Stressbedingungen (40 °C/75 % r.F.) resultierte in allen Filmzubereitungen in einer
Degradation des Peptids. Die Chitosan-Filme wiesen dabei allerdings eine deutlich
héhere Lagerstabilitdit im Vergleich zu den PVP- und PA- Filmen auf. Diese
Beobachtung wurde auf eine mogliche Barrierefunktion des Chitosans gegeniiber
Feuchtigkeit zuriickgefiihrt, wodurch die fiir Desmopressin typischen hydrolytischen
Desaminierungsreaktionen unterdriickt werden kénnten.

Auf der Basis dieser Ergebnisse folgten nun zum einen weitere Untersuchungen, die
die Inkompatibilitdt zwischen Desmopressin und PA nédher beleuchten sollten. Zum
anderen wurden die entwickelten und fiir stabil befundenen Dreischichtfilme
weiteren  Untersuchungen  unterzogen, die zur  Charakterisierung  des
Freisetzungsverhaltens und der ez-vivo-Permeation dienen.
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3.2.5 Interaktion von Desmopressinacetat mit Polyacrylsidure

3.2.5.1 Einleitung und Problematik

Carbomer, chemisch als Polyacrylsdure (PA) bezeichnet, gilt als eines der Polymere
mit den besten mukoadhésiven Eigenschaften und wird im Zusammenhang mit der
oralen oder transmukosalen Peptidapplikation oft als vielversprechender Hilfsstoff
eingestuft [156, 187-189]. Weiterhin eignet sich PA im Fall des Desmopressinacetats
(Desmopressin) auf Grund der sauren Eigenschaften nicht nur als mukoadhésiver
Zusatz (vgl. Abschnitt 3.2.4.1), sondern im Rahmen der vorgestellten
Untersuchungen auch als pH-Regulator (vgl. Abschnitt 3.2.3.1). Allerdings wurde
eine manifeste Interaktion zwischen Desmopressin und PA beobachtet. Sowohl die
Einarbeitung von PA in die Desmopressinschicht (Abbildung 3.16) als auch die
Verwendung als mukoadhésive Schicht (MS) innerhalb der Entwicklung der
Dreischichtfilme (Abbildung 3.28) resultierte in niedrigen Desmopressingehalten.

Wahrend der Herstellung der Einschichtfilme in Kapitel 3.2.3 wurde eine Triibung
der zuvor klaren, wéssrigen Desmopressinlosung (Abbildung 3.35 A) bereits nach
Zugabe von PA festgestellt (Abbildung 3.35 B), welche allerdings nach Zugabe des
filmbildenden Polymers (HPMC/HPC) wieder verschwand (Abbildung 3.35 C).
Somit konnte zundchst davon ausgegangen werden, dass alle Komponenten in
gelostem Zustand in der Polymerlésung vorlagen. Die hergestellten Filme hatten ein
klares und homogenes Aussehen. Polarisationsmikroskopische Aufnahmen der Filme
bestatigten die Abwesenheit von kristallinen Strukturen, was die Ausbildung eines
unloslichen, nicht kristallinen Komplexes im Film allerdings nicht ausschlief3t.

Abbildung 3.35: Herstellungsschritte der Polymerlosung von Formulierung PA-a und- b (vgl. Tabelle
3.5); Losen von Desmopressin in Wasser (A); Zugabe von PA (B) und Zugabe des Polymers HPMC
oder HPC (C)

Auf Grund des zu niedrigen Wirkstoffgehalts der Filme wurde angenommen, dass
sich in wéssriger Losung ein schwerloslicher Polyelektrolytkomplex zwischen der
protonierten Guanidinstruktur des Desmopressins und den freien Sduregruppen der
PA als Anion ausbildet, was einem Anionenaustausch zwischen Acetat und
Polyacrylat entsprechen wiirde. Der mogliche Reaktionsablauf ist in Abbildung 3.36
gezeigt. Ein Acetatnachweis konnte nicht als Beweis herangezogen werden, da auf
Grund von Dissoziationsvorgingen stets Acetat in der Losung vorhanden ist und
demnach in jedem Fall zu einem Positivnachweis fiihrt.



Ergebnisse und Diskussion 71

OH
CH,COO fk o $
. N
— A T N
S NH

g M HQN\I// i HzNi?NH 0
o '_3'-::-. ) 1\ C\ I M — -1 e -.':_. ) HN $ o OMNHz + CH,COO
e H " L )KE( _HE H In o L C\N ‘J\N NH ¢}
- - N A O CHg NH H = : )
HoN \Th"‘ o AN A0 cHy Lonm,
o HoN jﬁu o
o o

Abbildung 3.36: Mégliche Polyelektrolytkomplexbildung zwischen Desmopressinacetat und PA

Die Bildung eines Polyelektrolytkomplexes zwischen Arzneistoff und Polymer wurde
bereits an einigen Stellen in der Literatur beschrieben [190-192]. In den meisten
Fallen handelte es sich dabei allerdings um eine gezielte Mafinahme, um
beispielsweise die Loslichkeit eines schlecht loslichen sauren oder basischen
Arzneistoffs zu erhohen und/oder die Freisetzung zu steuern. Die Arzneistoffe
wurden dabei als freie Sduren oder Basen und nicht wie in dieser Arbeit als Salz
eingesetzt. Um die Bildung eines Polyelektrolytkomplexes nachzuweisen, wurden in
der Literatur spektroskopische Analysemethoden wie IR-, FTIR, oder Raman-
Spektroskopie  herangezogen, um  Wirkstoff-Polymer-Interaktionen und die
Ausbildung einer Salzbindung anhand charakteristischer Valenzschwingungen fiir
ionische Bindungen zu zeigen [192]. Da in dieser Arbeit allerdings schon zu Beginn
das Desmopressinsalz der Essigsiaure (Desmopressinacetat) eingesetzt wurde, kénnen
diese Charakterisierungsmethoden hier nicht als Analyseverfahren herangezogen
werden, da keine Verdnderungen im Schwingungsmuster zu erwarten sind.

Da es sich bei der Bildung des Polyelektrolytkomplexes um eine
Verdriangungsreaktion handelt, die geméfl des Massenwirkungsgesetzes bei einem
Uberschuss an Acetat wieder reversibel sein sollte, wurde dieser Ansatz als
Nachweismethode der Aushildung eines Polyelektrolytkomplexes genutzt.

3.2.5.2 Konzentrationsreihen

Es wurden Konzentrationsreihen von Desmopressin und PA zu verschiedenen
Anteilen in Wasser und Acetatpuffer pH 4,5 (vgl. Tabelle 6.5) hergestellt. Der
Puffer sollte dazu dienen, die mogliche Bildung des Polyelektrolytkomplexes zu
verhindern, indem das im Uberschuss vorhandene Acetat die Bildung des
Prazipitats  zuriickdrangt und das Gleichgewicht auf die Seite des
Desmopressinacetats verschiebt. Da es sich um eine Saure-Base-Reaktion handelt,
wurde angenommen, dass der pH-Wert der Medien einen Einfluss auf die Reaktion
hat. Der pH-Wert des Puffers (4,5) wurde demnach dem pH-Wert der wéssrigen
PA-Losungen angepasst. Aus diesem Grund enthielten alle Lésungen 1 Teil PA und
nur der Anteil an Desmopressin wurde zwischen 0,3; 0,5; 1; 2; und 3 Teilen variiert,
da davon ausgegangen wurde, dass der Anteil an Desmopressin weniger Einfluss auf
den pH-Wert nimmt. Die Polymerketten von PA weisen einen Anteil von 56-68 %
freier Sauregruppen auf [193]. Es wurden zwei PA-Arten fiir die Versuche der
Konzentrationsreihen verwendet: das kurzkettige Carbopol® 971P NF mit einer
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Viskositat von 4000-11000 mPa*s (2 %-ige Losung) und das langkettige 974P NF
mit  einer  Viskositdt  von = 29400-39400 mPa*s (2 %-ige Losung). Die
Konzentrationsreihen wurden abschlieBend hinsichtlich des pH-Werts (vgl
Abschnitt 6.2.1.4), Aussehens und Desmopressingehalts (vgl. Abschnitt 6.2.7.4, UV-
Detektion) untersucht.

Die Ergebnisse zu Carbopol® 971P NF (71) sind in Abbildung 3.37 und zu
Carbopol® 974P NF (74) in Abbildung 3.38 dargestellt. Die Fotos auf der linken
Seite zeigen jeweils die Erscheinung der Losungen bzw. Suspensionen mit
steigendem Desmopressinanteil von links nach rechts. Fiir (74) in Abbildung 3.38
wurde im linken, unteren Teil aulerdem die Veranderung der Losungen mit 1, 2
und 3 Teilen Desmopressin iiber eine Standzeit von 3 Tagen und das dabei
entstandene Prézipitat abgebildet, da dies im Fall des (74) besonders deutlich zu
erkennen war. Die rechte Graphik beinhaltet jeweils die Korrelation des
Desmopressingehalts in Abhangigkeit vom Desmopressinanteil der Probe.

Es ist zu erkennen, dass unter Verwendung des Acetatpuffers (obere Fotoreihen)
sowohl bei (71) als auch bei (74) bei einem Anteil von 0,3/1 und 0,5/1
Desmopressin /PA klare, leicht opake Losungen entstanden sind, wobei die (74)-
Ansétze eine vergleichsweise starker ausgeprigte Opaleszenz zeigten als die (71)-
Pendants (die weilen Kérper auf dem Boden des Glases sind Rithrelemente). Ab
einem Verhéltnis von 1/1 werden triibe, fein disperse Suspensionen erhalten. Das
Verhaltnis 3/1 Desmopressin/PA fiithrte bei (74) zu einer Ausflockung bzw. zur
Sedimentation des Préazipitats, was bei (71) nur leicht ausgepragt war. Je nach
Verhéltnis von Desmopressin zu PA zeigt sich demnach ein unterschiedliches
Verhalten in Acetatpuffer. Die Proben mit Wasser als Dispersionsmittel (untere
Fotoreihen) waren deutlich triiber und zeigten eine stirkere Prézipitatbildung als
die  Acetatpufferproben.  Auflerdem  konnte im  Fall des niedrigsten
Desmopressinanteils (0,3 Teile) ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden PA-
Arten beobachtet werden. Die PA mit der hoheren Viskositdt (74) zeigte eine
stiarker ausgepragte Triibung im Vergleich zu (71). Die Prézipitate der Ansétze mit
0,3 und 0,5 Teilen Desmopressin und 1 Teil PA fiir (74) und bzw. 0,5 Teile fiir (71)
waren fein dispers innerhalb der Suspension verteilt, wohingegen eine Erhohung des
Desmopressinanteils wiederum zu einer Ausflockung bzw. Sedimentation des
Prézipitats fithrte. Nach lingerer Ruhezeit wurde der Uberstand komplett klar und
das Préazipitat befand sich auf dem Boden des Gefafies (Abbildung 3.38, unten). Wie
bereits erwahnt, war eine spektroskopische Analyse des Prézipitats nicht moglich,
da keine eindeutigen Unterschiede in den charakteristischen Banden fiir
Saurefunktionen oder ionische Bindungen zu erwarten waren.
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Abbildung 3.37: Fotos der Konzentrationsreihen mit Desmopressin und Carbopol® 971P NF in
Acetatpuffer und Wasser (A); Desmopressingehalt in Abhingigkeit vom Anteil an Desmopressin auf
1 Teil Carbopol® 971P NF (71) in Acetatpuffer (Acetat) und Wasser; MW n=2 (B)
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Abbildung 3.38: Fotos der Konzentrationsreihen mit Desmopressin und Carbopol® 974P NF in
Acetatpuffer, in Wasser und der Niederschlag am Beispiel von Wasser-2 Teile (unten) (A);
Desmopressingehalt in Abhéngigkeit vom Anteil an Desmopressin auf 1 Teil Carbopol® 974P NF (74)
in Wasser und Acetatpuffer (Acetat); MW; n=2 (B)

Betrachtet man sich die Desmopressinwiederfindung in den einzelnen
Acetatpufferproben (rechte Abbildungen, nicht ausgefiillte Symbole), so ist bei
beiden PA-Arten eine lineare Abnahme der Wiederfindung mit steigendem Anteil
an Desmopressin zu verzeichnen (R=0,936 fiir 71-Acetat und R=0,923 fiir 74-
Acetat). Nur zwischen den letzten beiden Punkten (2 und 3 Teile Desmopressin)
zeigt sich  keine weitere Abnahme. Der letzte Punkt (3 Teile) ist sogar
deckungsgleich ~ mit  der  Desmopressinkonzentration in ~ Wasser.  Die
Desmopressinwiederfindung in Wasser zeigt das genau gegenséatzliche Verhalten
(rechte Abbildungen, ausgefiillte Symbole). Unter Verwendung von Wasser als
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Dispersionsmittel nimmt die wiedergefundene Konzentration mit steigendem
Desmopressinanteil in der Probe zu, wobei auch hier ein linearer Zusammenhang
zwischen Konzentration und Desmopressinanteil besteht (R=0,923 fiir 71-Wasser
und R=0,948 fiir 74-Wasser). Insgesamt wurden allerdings nur maximal ca. 60 % in
Acetatpuffer und ca. 30 % in Wasser nachgewiesen (Desmopressinanteil 0,3).
Unterschiede zwischen den PA-Arten waren dabei trotz des unterschiedlichen
Tribungsgrades der Dispersionen nicht zu verzeichnen, was moglicherweis an
Unterschieden in der Partikelgrofle oder des Zetapotentials der Proben liegen
koénnte.

Das gegensétzliche Verhalten in den beiden Dispersionsmitteln kann folgendermafien
erklart werden. Acetationen im Puffer sind in der Lage, die Bildung des
Polyelektrolytkomplexes zwischen Desmopressin und PA zuriickzudridngen und zu
Gunsten  von  Desmopressinacetat  zu  verschieben.  Allerdings ist die
Acetatkonzentration im Medium selbst bei einem Verhdltnis von 0,3/1
Desmopressin/PA zu niedrig, um eine quantitative Verdrangung zu erzielen, sodass
nur etwa 60 % an Desmopressinacetat nachgewiesen werden konnten. Bei
steigendem Desmopressinanteil liegen mehr basische Guanidingruppen vor, die mit
den Sauregruppen der PA reagieren konnen. Dadurch verschiebt sich das
Gleichgewicht immer weiter in Richtung des Polyelektrolytkomplexes und die
Konzentration an Desmopressin nimmt ab. Ab einem Verhdltnis von 2/1
(Desmopressin/PA) gleicht sich die Desmopressinkonzentration im Acetatpuffer an
die des Wassers an. Die Acetationen des Puffers haben keinen Einfluss mehr auf die
Gleichgewichtsreaktion. Nach Henderson-Hasselbach liegt das Verhaltnis von Acetat
zu Essigsdure bei einem pH-Wert von 4,5 bei 0,56/1 Salz/Séure, was in diesem Fall
einer Konzentration von etwa 36 mM Acetat zu 64 mM Kssigsdure entspricht. Ein
Anteil von 2 Teilen Desmopressin entspricht einer 4,4 mM Losung. Da das MG der
PA nicht bekannt ist, kann an dieser Stelle keine Aussage iiber die Molaritdt der
PA gemacht werden. Allerdings kann eine Spanne der Molaritdt der freien
Carboxylgruppen berechnet werden, da diese laut Herstellerangaben zwischen 56
und 68 % liegen. Umgerechnet entspricht das einer Spanne von 30-38mM freier
Carboxylgruppen in den hier hergestellten Ansatzen. Es wéiren demnach hohere
Stoffmengen an Acetat notwendig, um die Lage des Gleichgewichts zu verschieben.

Im Fall des Wassers zeigte sich den Erwartungen entsprechend bei beiden PA-Arten
eine Zunahme der Wiederfindung bei Erhohung des Desmopressinanteils, da das
Gleichgewicht zu Gunsten des Demopressinacetats verschoben wird. Trotzdem
werden bei Erhohung des Anteils um 100 % (z.B. Erhohung von 1 zu 2 Teilen
Desmopressin bei (71)) nur 7 Prozentpunkte mehr Desmopressin nachgewiesen (von
12 % auf 19 %). In der Gesamtheit betrachtet entsteht demnach mehr Prézipitat,
was auch die beobachtete Ausflockung erklaren kann. Wenn sich mehr
Desmopressinmolekiile an die PA-Polymerketten anlagern, kann das zu einer
Anderung der rdumlichen Struktur der Polymerketten fithren. Im wissrigen Milieu
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entknaulen sich die PA-Polymerketten nur leicht, was auch ohne Neutralisation zu
einer Erhohung der Viskositédt fithrt. In der Anwesenheit von Desmopressin wurde
hingegen  keinerlei =~ Quellung  beobachtet,  was  ebenfalls fiir eine
Polyelektrolytkomplexbildung sprechen kann, da das Desmopressin durch
Interaktion mit den PA-Sauregruppen die Streckung der Polymerketten behindern
kann. PA wurde bereits in zahlreichen Arbeiten, die sich mit der peroralen
Peptidapplikation beschéaftigt haben, verwendet. So entwickelten Ilan et al. orale
Emulsionen mit Desmopressin und PA zur Verbesserung der oralen BV [188].
LueBlen et al. berichteten positive Effekte von PA als mukoadhésives auf die
Stabilitat sowie intestinale in-vivo-Resorption fiir ein, dem Desmopressin dhnliches,
Vasopressinderivat (DGAVP) sowie Buserelin [189, 194]. Beide weisen ein basisches
Guanidinstrukturelement auf und wurden als entsprechende Acetatsalze verwendet.
Eine Interaktion zwischen PA und den Peptiden wurde allerdings nicht beschrieben.

Um zu iiberpriifen, ob héhere Desmopressinanteile in beiden Féallen (Wasser und
Acetatpuffer) zu einer Erhoéhung des Desmopressingehalts fithren und die
Acetatpufferproben weiterhin vergleichbare Ergebnisse zu Wasser zeigen, wurden fiir
(74) zusétzlich hohere Desmopressinkonzentrationen untersucht (vgl. Abbildung
3.39). Wie durch die vorherigen Ergebnisse zu erwarten, wurde sowohl bei Wasser
als auch bei Acetatpuffer (ab 4,4 mM Desmopressin) mit steigender Molaritdt mehr
Desmopressin nachgewiesen.
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Abbildung 3.39: Desmopressinwiederfindung in Abhéngigkeit vom Anteil an Desmopressin und
Carbopol® 974P NF in Wasser und Acetatpuffer (Acetat); MW; n=2

3.2.5.3 Freisetzungsuntersuchungen

Anhand von Freisetzungsuntersuchungen (vgl. 6.2.11.1) sollte die Bildung des
vermeintlichen Polyelektrolytkomplexes im wassrigen Medium iiberpriift werden.
Dieses Verfahren wurde bereits zur Charakterisierung von Polyelektrolytkomplexen
und deren Freisetzungsverhalten genutzt [190, 191|. Zur Untersuchung des
Einflusses von Acetat im Medium wurde die Freisetzung zundchst in
demineralisiertem Wasser durchgefiihrt, was weniger der Imitation der in-vivo
Bedingungen sondern viel mehr dem Nachweis des Polyelektrolytkomplex dienen
sollte. Anschlielend wurde nach einer Zeit von 20 min 0,66 g Natriumacetat in das
Medium gegeben. Diese Menge entspricht bei einem Volumen von 80 g
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Freisetzungsmedium einer 0,1 M Natriumacetatlosung, um einen Uberschuss an
Acetationen im  Freisetzungsmedium zu gewéhrleisten. AuBlerdem  wurde
Phosphatpuffer pH 6,8 in 400 mM und 40 mM Konzentration als
Freisetzungsmedium verwendet. Phosphatpuffer pH 6,8 findet in der Literatur oft
als  kiinstlicher Speichel“ Verwendung [93, 195, 196]. Es wurden sowohl
Einschichtfilme mit PA als auch ohne PA als Referenz untersucht (vgl. Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9: Einschichtfilme fiir die Freisetzungsuntersuchungen

Einschichtfilm Zusammensetzung

HPC+PA Desmopressin 0,19 %; HPC 15 %; PA 0,2 %;
Wasser dest. 84,61 %

HPC Desmopressin 0,19 %; HPC 15 %; Wasser
dest. 84,81 %

HPC: Klucel® ELF; PA: Carbopol® 974P NF

Abbildung 3.40 A enthalt die Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen in Wasser
(nach Acetatzugabe), B in Phosphatpuffer pH 6,8 400 mM und C in Phosphatpuffer
pH 6,8 40 mM. Wie zu erwarten zeigt die Zubereitung HPC+PA in Wasser (vgl.
Abbildung 3.40 A) eine langsame und inhomogene Freisetzung mit teils starken
Abweichungen und einer maximalen Desmopressinfreisetzung von nur etwa 30 %
nach 60 min. Die Zugabe von Natriumacetat nach 20 min (HPC+PA-
Wasser+Acetat) resultierte in einem rapiden und steilen Anstieg der
Desmopressinfreisetzung auf tber 90 %. Nach Acetatzugabe wurde somit eine
vergleichbare maximale Freisetzung von Desmopressin in Wasser erreicht, wie es
auch bei dem HPC-Film ohne PA als Referenz (HPC-Wasser) beobachtet wurde.
Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Jimenez-Kairuz et al. mit PA-Hydrogelen, die
Lidocain oder Metoclopramid als Wirkstoffe enthielten. Dabei resultierte eine
Natriumchloridzugabe in einem starken Freisetzungsanstieg [191, 197]. Die
vergleichenden Untersuchungen in Phosphatpuffer pH 6,8 (Abbildung 3.40 B)
ergaben ahnliche Freisetzungsprofile fiir HPC-Puffer und HPC+PA-Puffer. Eine
Natriumacetatzugabe  resultierte  in  keiner = weiteren = KErhohung  der
Desmopressinfreisetzung. Freie Phosphatanionen im Freisetzungsmedium konnen,
ahnlich dem Acetat, ebenfalls als eine Art Anionenaustauscher fungieren und die
Bildung eines Polyelektrolytkomplexes zuriickdrangen. Auflerdem muss erwéahnt
werden, dass im Fall des Wassers als Freisetzungsmedium keine pH-Anpassung
vorgenommen wurde. Nach 60 min Freisetzungszeit lag der pH-Wert des Wassers
bei 5,6, wohingegen der des Phosphatpuffers keine Verdnderung zeigte (pH 6,8).
Hohere pH-Werte fiihren zu einem Verschieben des Dissoziationsgleichgewichts von
Essigsdure zu Acetat, wodurch mehr freies Acetat vorliegt, was wiederum die
Bildung des Komplexes zuriickdrangen und zu einer hoheren Freisetzung fiihren
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kann. Im Allgemeinen wurde jedoch fiir beide Einschichtfilme eine relativ langsame
Freisetzung von teilweise nur 80 % in Phosphatpuffer pH 6,8 erreicht.
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Abbildung 3.40: Freisetzungsprofile von Einschichtfilmen (30 cm?)mit HPC & PA (HPC+PA) und
ohne PA (HPC) in Wasser mit (+Acetat) und ohne Acetatzugabe (A), Phosphatpuffer pH 6,8
400 mM (B) und Phosphatpuffer pH 6,8 40 mM (C); MW =+ s; n=3
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Untersuchungen in einem niedriger konzentrierten Puffer (40 mM) ergaben eine
deutlich schnellere und hoéhere Freisetzung beider Einschichtfilme (Abbildung
3.40 C). Die langsamere und niedrigere Freisetzung in dem hoher konzentrierten
Phosphatpuffer kann durch einen Aussalzeffekt der HPC in Gegenwart hoherer
Konzentrationen anorganischer Salze erkldrt werden. Laut Herstellerangaben
konnen diese Inkompatibilitaten bereits ab einer Konzentration von 2 % an
Natriummonohydrogenphosphat auftreten [198|. Die hier verwendete Konzentration
(400 mM) lag bei 3,5 %. Eine Triibung bzw. Ausflockung der beiden untersuchten
Filme wéhrend der Freisetzung bestétigte diese Annahme (vgl. Abbildung 3.41). Im
Gegensatz zum Phosphatpuffer 40 mM zeigten die Filme nach Kontakt mit
Phosphatpuffer 400 mM eine sofortige Triibung. Nach 60 min zerfiel der Film. Fine
Auflésung blieb allerdings aus.

Folglich konnte auch anhand von Freisetzungsdaten belegt werden, dass
Desmopressin  und PA im wiéssrigen Milieu zu einem Polyelektrolytkomplex
reagieren (vgl. Abbildung 3.36), dessen Bildung durch die Anwesenheit geloster
Anionen (Acetat oder Phosphat) beeinflusst wird.

Abbildung 3.41: Aussalzen der HPC in 400 mM Phosphatpuffer pH 6,8

3.2.5.4 Zusammenfassung

Auf Grund der stark ausgepragten mukoadhéisiven Eigenschaften wurde
Polyacrylsdure (PA) in der Vergangenheit oft als Hilfsstoff in der peroralen
Peptidapplikation verwendet. Innerhalb dieser Arbeit wurde allerdings eine
manifeste Inkompatibilitdt zwischen PA und Desmopressinacetat (Desmopressin)
unter Bildung eines Prézipitats festgestellt, was sich unter anderem in zu niedrigen
freien Desmopressingehalten in den hergestellten Filmen auflerte. Die Vermutung,
dass es sich hierbei um einen nicht wasserloslichen Polyelektrolytkomplex zwischen
den Saurefunktionen der PA und der basischen Guanidinstruktur des Desmopressins
handelt, konnte anhand von Verdridngungsreaktionen bestatigt werden.
Freisetzungsuntersuchungen an Einschichtfilmen haben zudem gezeigt, dass eine
Zugabe von Natriumacetat in das Freisetzungsmedium zu einem rapiden und steilen
Anstieg der Desmopressinfreisetzung fiihrte.
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3.2.6 Mukoadhisionsuntersuchungen

3.2.6.1 Einleitung

Um die orotransmukosale Permeation des Desmopressins zu ermoglichen, ist eine
ausreichend lange Kontaktzeit zwischen dem  Dreischichtfilm und der
Mundschleimhaut notwendig [199]. Folglich miissen hinreichende mukoadhésive
Eigenschaften der Arzneiform sichergestellt werden. Unter Mukoadhésion versteht
man den Kontakt zwischen einem Material und Mukus bzw. Mukosa [137]. Der
Mechanismus der Interaktion zwischen Mukosa und dem mukoadhésiven Material
ist bisher noch nicht vollstandig geklart. Im Allgemeinen kann der Mechanismus der
Mukoadhésion in zwei Schritte unterteilt werden: den Kontaktschritt, der auch als
Benetzungsschritt bezeichnet werden kann, und den Konsolidierungsschritt, der die
physikochemische Interaktion zwischen den Materialien darstellt und fiir die
verlangerte Verweilzeit verantwortlich ist [137, 200]. Der Kontaktschritt spielt
beispielsweise bei Arzneiformen eine Rolle, die iilber den oralen Weg appliziert
werden und sich an die gastroenterale Mukosa anheften sollen. Im Fall der
orotransmukosalen Applikation kommt dem Konsolidierungsschritt eine wichtigere
Rolle zu, da der Kontakt zwischen Arzneiform und Mukosa vom Anwender selbst
oder der Betreuungsperson hergestellt wird.

In der Monographie ,Mukoadhésive Zubereitungen“ des Ph. Eur. sind keine
Methoden zur Bestimmung der Mukoadhésion beschrieben. Zur Beurteilung der
mukoadhésiven Materialeigenschaften konnen zwei verschiedene Ansatze verfolgt
werden. Zum einen kann iiber verschiedene Methoden, wie beispielsweise die
Abziehmethode oder die Oszillationsrheologie, die Starke der mukoadhésiven
Bindung bzw. der Interaktion zwischen Mukosamaterial und Probe bestimmt
werden [138, 201|. Zum anderen koénnen Verweilzeitmessungen der Probe an
geeigneten Materialen (z.B. tierische Mukosa) herangezogen werden, um indirekt
Informationen iiber die mukoadhéasiven Eigenschaften zu erhalten [8, 140]. Es muss
allerdings beachtet werden, dass alle Methoden zu unterschiedlichen Ergebnissen
mit teils starken Abweichungen fithren [134], was nicht zuletzt durch die hohe
Variabilitdit der verwendeten Mukosamaterialien bedingt ist. Verschiedene
Mukosamaterialien tierischen Ursprungs sowie Mukosaersatzmaterialien wurden in
der Literatur beschrieben [202]. Das am héaufigsten genutzte tierische
Schleimhautgewebe zur Beurteilung der oromukosalen Mukoadhésion ist die
Schweinewangenschleimhaut 194, 203, 204]. Auf  Grund fehlender
Standardisierungsmoglichkeiten von tierischem Material besteht allerdings ein
wachsendes Interesse an Ersatzmaterialien fiir tierische Gewebe [202]. Dazu wurden
bereits Gelatinegele [196], Presslinge aus Mucinpulver des Schweinemagens [205],
geziichtete intestinale Zellreihen [206] und synthetische Mukosamaterialien [207],
beispielsweise basierend auf Hydroxyethylmethacrylat, genutzt.
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Innerhalb dieser Arbeit wurden unterschiedliche tierische Schleimhautgewebe und
Ersatzmaterialien untersucht. Da fiir das Lyophilisat eine oropharyngeale
Permeation von Desmopressin angenommen wird [164], wurden bukkale (Wange),
sublinguale (Zungenunterseite) und Osophageale (Speiserohre) Schleimhéute des
Schweines als tierische ex-vivo-Modellmaterialien verwendet (vgl. Abschnitt
6.2.10.1). AuBerdem wurden Gelatinegele und Presslinge aus Mucinpulver des
Schweinemagens als Mukosaersatzmaterialien getestet (vgl. Abschnitt 6.2.10.2 und
6.2.10.3). In der Literatur sind unterschiedliche Vorgehensweisen hinsichtlich der
Vorbehandlung der Mukosamaterialien bzw. der zu testenden Proben vertreten. Aus
diesem Grund wurde im Zuge der Testung zuséatzlich der Einfluss einer vorherigen
Benetzung mit einer Dispersion aus Mucin des Schweinemagens und Phosphatpuffer
(pH 6,8) evaluiert. Auf Basis dieser Untersuchungen zur Methodenentwicklung
wurde sowohl ein Schweineschleimhautgewebe als ex-vivo-Modellmaterial als auch
ein Schleimhautersatzmaterial fiir die Charakterisierung der mukoadhésiven
Eigenschaften der Dreischichtfilme mit Desmopressin gewéahlt. Die Testmethode zur
Bestimmung der Mukoadhésion basierte auf der Abziehmethode zur Bestimmung
der Adhésionskraft (vgl. Abschnitt 6.2.10.4) [199].

3.2.6.2 Texturprofilanalyse von Gelatinegelen und Schweinemukosa

An einigen Stellen in der Literatur wurden im Zusammenhang mit der hier
verwendeten Abziehmethode Gelatinegele als Mukosaersatzmaterial beschrieben [41,
134, 196]. Gelatine soll auf Grund der methioninreichen, kollagenartigen Struktur
geeignet sein, die orale Mukosa zu imitieren [196]. Die in der Literatur am
haufigsten gewéhlte Konzentration der Gelatinegele lag bei 6,67 %, welche
wahrscheinlich der Methode der Bloom-Wert-Bestimmung zugrunde liegt. Eine
Begriindung fiir diese Auswahl wird allerdings nicht angegeben. Im Rahmen von
Vorversuchen wurde bereits eine Abhéngigkeit der mukoadhésiven Eigenschaften
von der Dicke bzw. Festigkeit des Mukosamaterials festgestellt, da diese einen
Einfluss auf die Elastizitat des Materials nimmt. Um moglichst vergleichbare
Verhéltnisse zwischen Gelatine als FErsatzmaterial und Schweinemukosa zu
gewdhrleisten, wurde daher im Vorfeld eine Texturprofilanalyse von Gelatinegelen
verschiedener Konzentrationen durchgefiihrt und mit dem Texturprofil sublingualer
Mukosa  verglichen (vgl. Abschnitt 6.2.10.2). Texturprofilanalysen finden
Verwendung zur Charakterisierung halbfester Zubereitungen wie Gele, Salben oder
Cremes [205, 208]. Die Probe durchlauft wéahrend der Messung zwei
Kompressionszyklen, in denen sie bis zu einem zuvor festgelegten Grenzwert (z.B.
15 % Deformation, vgl. Tabelle 6.8) deformiert wird. Dabei ist darauf zu achten,
dass die Proben vergleichbare Dicken aufweisen, da das Texturprofil von der Dicke
des Materials beeinflusst werden kann. Aus den generierten Kraft-Zeit Diagrammen
(vgl. Abbildung 6.8) konnen die Harte, die Klebrigkeit, die Kohésivitdt und die
Elastizitat des Materials bestimmt werden.
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Die Ergebnisse der Texturprofilanalyse unterschiedlich konzentrierter Gelatinegele
(2,5 - 20 %) sind in Abbildung 3.42 dargestellt. Wie zu erwarten, stieg die Hérte,
bestimmt als Maximalkraft der ersten Kompression, mit steigender Konzentration
der Gelatinegele an (Abbildung 3.42 A). Die Hérte der sublingualen Mukosa war
mit 0,44 + 0,03 N &hnlich der Hérte des 10 %-igen Gelatinegels (0,40 + 0,01 N).
Mit Ausnahme des 20 %-igen Gelatinegels zeigten alle Gele eine vergleichbare
Klebrigkeit wie die sublinguale Schweinemukosa (Abbildung 3.42 B). Die
Kohésivitat ist ein Maf3 fiir die Verformung des Materials. Liegt der Wert fiir die
Kohasivitat nahe bei 1, wie es bei allen Gelatinegelen sowie der Mukosa der Fall
war, hat keine irreversible Verformung der Probe wahrend der ersten Kompression
stattgefunden (Abbildung 3.42 C). Dies wiirde fiir ein rein elastisches Verhalten
sprechen. Die Elastizitat gibt die Riickdehnung des Materials nach der Deformation
an (Abbildung 3.42 D). Verhalt sich die Probe zu 100 % elastisch, wére ein Wert
von etwa 0,5 zu erwarten (vgl. auch Abbildung 6.8). Mit Ausnahme des 2,5 %-igen
Gelatinegels, das ein rein elastisches Verhalten aufwies, zeigten alle anderen
Gelatinegele sowie die Mukosa ein viskoelastisches Verformungsverhalten, da die
Ergebnisse der Kohésivitat ergaben, dass keine plastische Verformung stattgefunden
hat. Ein rein elastisches Verhalten ist anhand dieser Ergebnisse jedoch ebenfalls
auszuschlieen, was auf eine zeitabhangige elastische Riickdehnung hindeuten kann.
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Basierend auf den Frgebnissen der Texturprofilanalyse wurde fiir folgende
Mukoadhéasionsuntersuchungen das 10 %-ige Gelatinegel herangezogen. Es muss
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allerdings beachtet werden, dass die Ergebnisse dieser Studie auf Referenzwerten
beruhen, die mit praparierten Schweinemukosastiicken erhoben werden, die von nur
einer Schweinezunge stammten. Tierisches Material zeigt bedingt durch eine
Vielzahl an Faktoren, wie beispielsweise die Praparation oder interindividuelle
Schwankungen der Schleimhautbeschaffenheit, eine hohe Variabilitdt. Die
Texturprofilanalyse sollte allerdings in erster Linie zur Auswahl der
Gelatinekonzentration des Gels dienen.

3.2.6.3 Untersuchungen an unterschiedlichen Schleimhautgeweben des
Schweins und an Schleimhautersatzmaterialien

Die verschiedenen Schleimhautgewebe des Schweins (Wange, Zungenunterseite und
Speiserohre) und die beiden Schleimhautersatzmaterialien (Gelatinegel 10 % und
Mucinpresslinge) wurden hinsichtlich der Eignung zur Bestimmung der
mukoadhésiven Eigenschaften untersucht. FEs wurde zum einen auf die
Differenzierbarkeit zwischen positiver und negativer Referenz und zum anderen auf
die Auspriagung der mukoadhésven Eigenschaften der zu testenden Proben geachtet.
Es wurde die Abziehmethode zur Bestimmung der Adhésionskraft beim
Auseinanderziehen von Probe und Schleimhautmaterial verwendet (vgl. Abschnitt
6.2.10.4). Teflon® wurde als negative Referenz herangezogen, da davon ausgegangen
wird, dass es keine Adhésion zur Probe zeigt. Da die auf dem Markt befindlichen
mukoadhésiven Filme (Breakyl™, Onsolis®, Belbuca® und Bunavil™) unter das
Betdaubungsmittelgesetz fallen, konnten diese Produkte nicht als Referenzmaterialien
bezogen werden. Es wurde auf die kommerziell erhéltliche mukoadhésive Tablette
Aftab® (Meda) als positive Referenz zuriickgegriffen. AuBlerdem wurde ein
dreischichtiger Placebofilm, der der Formulierung ,,Chito“ in Tabelle 3.6 entspricht,
in die Untersuchungen mit aufgenommen, um auch eine filmférmige Arzneiform im
Rahmen dieser Studie zu testen. Chitosan wurde verwendet, da dieses in der
Literatur als eines der Polymere mit den stérksten mukoadhéasiven Figenschaften
gilt [182, 209]. Alle Proben wurden zusétzlich vor Beginn der Messung mit einer
Mucindispersion benetzt, um den Einfluss auf die mukoadhésiven Eigenschaften zu
testen. Des Weiteren wurde fiir jedes Mukosamaterial ein Nullwert bestimmt, indem
die Adhéasionskraft des Stempels ohne Probe gemessen wurde. Hinsichtlich der
Adhasionskraft wurde eine Grenze definiert, die der maximalen Zungenkraft bei
Erwachsenen von 0,7 N (42,7 kPa) entspricht und als gestrichelte Linie in die
Diagramme eingezeichnet wurde [210]. Da das Ph. Eur. keine Referenzwerte angibt
und ein Vergleich mit Literaturdaten auf Grund unterschiedlicher Testbedingungen
nur eingeschriankt moglich ist, wurde diese Zungenkraft als Richtwert fiir die
Bewertung der Adhésionskraft genutzt. Liegt die Adhésionskraft im Bereich dieser
Zungenkraft, kann davon ausgegangen werden, dass die Arzneiform selbst bei
Beanspruchung durch die Zunge des Patienten an der Mundschleimhaut verbleibt.
Weitere in-vivo-Einfliisse wie Speichelfluss oder die erhohte Feuchtigkeit in der
Mundhohle werden bei diesen Modelluntersuchungen allerdings nicht beriicksichtigt.
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Die FErgebnisse der Bestimmung der Adhésionskrafte und der Arbeit unter
Verwendung der verschiedenen Mukosamaterialien sind in Abbildung 3.43
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei allen Schweineschleimhautgeweben ohne
vorherige Benetzung mit Mucindispersion (Abbildung 3.43 A-F, gefiillte Séulen)
eine Differenzierung zwischen Nullwert bzw. Teflon® als Negativreferenz und den
beiden mukoadhésiven Proben (Aftab® und Chito) moglich war. Die
Zungenschleimhaut resultierte in den héchsten Adhésionskréften fiir Aftab® und den
Chitosan-Film, wobei auf Grund der hohen Streuungen keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Proben bestanden. Auch die Adhésionskrafte, die mit
der Wangenschleimhaut erhalten wurden, ergaben keine Unterschiede fiir die beiden
Proben. Die absoluten Werte waren hingegen geringer fiir die bukkale Schleimhaut
(Abbildung 3.43 B) verglichen zur sublingualen Schleimhaut (Abbildung 3.43 A)
und lagen unterhalb des Richtwertes der maximalen Zungenkraft. An dieser Stelle
muss allerdings erneut betont werden, dass die Arbeit mit tierischem, prapariertem
Material mit hoher Variabilitat behaftet ist. Aussagen iiber absolute Werte fiir die
mukoadhéasiven Eigenschaften von Materialien konnen unter nicht standardisierten
Bedingungen nur schwer getroffen werden. Mogliche Griinde fiir die geringeren
Adhésionskréfte der bukkalen Schweinschleimhaut kénnen somit Schwankungen der
Mukosadicke, der Mukosabeschaffenheit, der Lagerungsdauer (Zeitpunkt der
Schlachtung  kann  variieren) oder die unterschiedliche Anatomie der
Wangenschleimhaute sein. Die bukkale Mukosa besteht im Gegensatz zur
sublingualen Mukosa aus mehr Zellschichten (4-5-fache Anzahl an Zellschichten)
[55, 211], wodurch die Elastizitdt der Mukosa beeinflusst werden kénnte. Bei den
Messungen mit der Osophagusschleimhaut ohne Benetzung mit Mucindispersion
wurden geringere Werte fiir Aftab® erhalten (Abbildung 3.43 C, gefiillte Séulen).
Die Adhéasionskrafte des Chitosan-Films waren mit denen der Zungenschleimhaut
vergleichbar. Die Speiserohrenschleimhaut des Schweins dhnelt dem Aufbau der
bukkalen Schleimhaut [211], wodurch auch hier Zellstrukturen-bedingte Einfliisse
auf die Adhéasionskrafte nicht auszuschlielen wéren.

Die Arbeit, die der Flache unter der Kraft-Weg-Kurve entspricht, beriicksichtigt
zusiatzlich den Weg des Stempels, der benoétigt wurde, um die mukoadhésive
Bindung zwischen beiden Parteien zu l6sen. Osophagus- und Zungenschleimhaut
resultierten ohne die vorherige Benetzung mit Mucindispersion in vergleichbaren
Werten fiir die Arbeit (Abbildung 3.43 B und D, gefiillte Sdulen). Unterschiede
zwischen Aftab® und Chitosan wurden nicht festgestellt. Bei beiden Proben sowie
bei beiden Schleimhautgeweben wurden hoéhere Streuungen der Werte beobachtet.
Diese konnen dadurch erklart werden, dass die Schleimhaut beim Abziehen
(Aufwartsbewegung des Stempels, vgl. Abbildung 3.44, rechts) noch so stark an der
Probe haftete, dass die Schleimhaut teilweise weiter nach oben gezogen wurde. Da
dieser Vorgang allerdings nicht bei allen Messungen gleich stark beobachtet wurde,
kam es zu starken Schwankungen der AUCs.
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Kontaktzeit

Abziehen

Abbildung 3.44: Mukoadhésionsmessung eines Chitosan-Placebofilms unter Verwendung von
sublingualer Mukosa; Stempel mit Film wahrend der Kontaktzeit von 60 s (links);

Aufwartshewegung des Stempels wihrend des Abzichens (rechts)

Trotz der vergleichsweise niedrigen Adhéasionskraft fiir Aftab® unter Verwendung
von bukkaler Schleimhaut wurden tendenziell die hochsten Werte fiir die Arbeit
erhalten (Abbildung 3.43 F, gefiillte Saulen). In Abbildung 3.45 ist ein Kraft-Weg-
Diagramm von Aftab® unter Verwendung bukkaler Mukosa (links) und sublingualer
Mukosa  (rechts) dargestellt. Schon wéahrend Kontaktphase kann ein
unterschiedlicher Verlauf der beiden Kurven festgestellt werden. Durch die
Krafteinwirkung (1 N) wahrend dieser Phase scheint die bukkale Mukosa dem
Druck mehr nachzugeben als die sublinguale Mukosa. Dies ist erkennbar an der
Zunahme der positiven Strecke auf der Abszisse, wobei es sich wahrscheinlich um
eine elastische Verformung der Mukosa handelt. Dadurch kann es zu einer
Verdrangung oder Strukturdnderung der bukkalen Mukosa kommen, wodurch sich
die Kontaktfliche des Stempels andern kann. Eine verringerte Kontaktfliche
zwischen der am Stempel fixierten Arzneiform und der Mukosa wirkt sich stark auf
den gemessenen Kraftverlauf aus, was auch die geringeren Adhésionskrafte beider
Arzneiformen im Vergleich zur Osophagealen und sublingualen Mukosa erklaren
konnte (Abbildung 3.43 E im Vergleich zu A und C). AuBlerdem ist in Abbildung
3.45 (links) zu erkennen, dass im Fall der bukkalen Schleimhaut ein ldngerer Weg
notwendig war, um die mukoadhésiven Bindungen zu trennen, was die erhoéhte
Arbeit im Vergleich zur sublingualen Mukosa erklart. Zudem zeigte die sublinguale
Mukosa sofort beim Beginn des Abziehvorgangs einen rapiden Kraftanstieg,
wohingegen die bukkale Mukosa erst nach einer Strecke von etwa 1,2 mm das
Kraftmaximum erreichte. Auch hier kénnen die bereits oben genannten Punkte wie
Schwankungen der Mukosadicke, der Mukosabeschaffenheit, der Lagerungsdauer
(Zeitpunkt der Schlachtung kann variieren) oder die unterschiedliche Zellstruktur
der Wangenschleimhaut als mogliche Griinde aufgefithrt werden. Es wurden
Schleimhautgewebe von mindestens 2 Tieren in diese Studie mitaufgenommen. Um
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die beobachteten Unterschiede zwischen den Schweineschleimhautgeweben zu
verifizieren, wéren  zusidtzliche Untersuchungen unter Verwendung von
Schleimhautgeweben mehrerer Ursprungsquellen sowie die Testung weiterer
Materialien notwendig.

bukkale Schleimhaut 15 - sublinguale Schleimhaut 15 -
1 1 5 1 1 S
- -
0542 05 1{|| 2
5 4 3 2 1 1 -5 4 3 2 1 1
Weg [mm] -0,5 - Weg [mm] 0,5 |
1 -1 1
Kontaktphase Kontaktphase
1,5 4 -1,5 -

Abbildung 3.45: Kraft-Weg-Diagramm von Aftab® unter Verwendung von bukkaler Schleimhaut
(links) und sublingnaler Schleimhaut des Schweins (rechts)

Die Untersuchungen an den Mukosaersatzmaterialien ergaben fiir das Gelatinegel
ohne vorherige Benetzung mit Mucindispersion (Abbildung 3.43 G und H, gefiillte
Saulen) geringere Werte fiir Adhésionskriafte und die Arbeit im Vergleich zur
sublingualen und 6sophagealen Schleimhaut, jedoch vergleichbare Werte zur
bukkalen Schleimhaut. Auch hier war eine Differenzierung zwischen der negativen
Referenz Teflon® und den beiden mukoadhésiven Proben (Aftab® und Chito)
moglich. Die Adhésionskraft des Nullwertes war hingegen hoher als bei den
Schweineschleimhauten und iiberraschenderweise nicht signifikant unterschiedlich zu
dem Chitosan-Film, obwohl dieser unter Verwendung der Schweineschleimhéaute
eine stark ausgepriagte Mukoadhésion zeigte. Die Eignung des Gelatinegels als
Mukosaersatzmaterial zur Bestimmung der mukoadhéasiven Figenschaften von
Filmen sollte demnach an weiteren filmformigen Polymerzubereitungen iiberpriift

werden.

Bei den Messungen mit Mucinpresslingen ohne vorherige Benetzung der Probe mit
Mucindispersion fand keine messbare Interaktion zwischen Probe und
Mucinpressling statt. Frst nach einer Befeuchtung der Probematerialien mit
Mucindispersion konnten Kraft-Weg-Diagramme aufgenommen werden (Abbildung
3.43 T und J, schraffierte Saulen). Es wurden hohe Adhésionskrafte im Bereich von
1 - 1,2 N mit teils starken Streuungen gemessen. Fine Diskriminierung zwischen
negativer und positiver Referenz war allerdings nicht mehr gegeben. Auch die Werte
fiir die Arbeit belegten das unterschiedliche, teils widerspriichliche Verhalten der
Mucinpressilinge. So zeigte der Nullwert hohe und Aftab® als positive Referenz
niedrige Werte fiir die bestimmte Arbeit. Baloglu et al. verglichen bukkale Mukosa
vom Rind mit Mucinpresslingen und konnten ebenfalls eine stirker ausgepragte
Mukoadhésion der Mucinpresslinge feststellen [205]. Eine Differenzierung zwischen
verschiedenen Probenmaterialien war auch hier nicht gegeben. Allerdings wurde
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weder eine negative noch eine positive Referenz zur Einordung der Ergebnisse
angegeben.

Die vorherige Benetzung der Proben mit Mucindispersion fithrte bei allen anderen
Mukosamaterialien zu einer Senkung der mukoadhésiven Eigenschaften, wodurch
eine Differenzierung der verschiedenen Proben auch hier nur noch bedingt oder gar
nicht mehr moglich war. Diese Beobachtungen lassen darauf schlieflen, dass die
mukoadhésiven Eigenschaften nach Befeuchtung der Proben mit Mucindispersion
vornehmlich durch die Interaktion zwischen Mucin und Mukosamaterial und
weniger von der Probe selbst bestimmt werden. Eventuell reicht eine Kontaktzeit
von 60 s (vgl. Tabelle 6.9) unter diesen Umsténden nicht aus, um eine Interaktion
zwischen Probe und Mukosamaterial zu gewahrleisten, da die Penetration der
Polymerketten in die Mukusschichten der Mukosa ein zeitabhangiger Prozess ist
[212]. Ein weiterer Grund fiir die reduzierten mukoadhésiven Eigenschaften nach
Befeuchtung der Proben mit Mucindispersion kann eine Uberhydratation der
Proben sein, die in der Aushildung eines rutschigen Schleims mit reduzierter
Adhésion fiihren kann [212]. In der Literatur wird héaufig ein vorheriger
Benetzungsschritt mit Mucindispersionen vorgenommen (208, 213, 214]. FKine
Untersuchung des Finflusses auf die mukoadhésiven Eigenschaften wurde allerdings
noch nicht beschrieben. Zur FErklarung der beobachteten Reduktion der
Mukoadhéasion nach Benetzung mit Mucin kénnten demnach Untersuchungen zu
variierenden Gerdteparametern, wie beispielsweise der Kontaktzeit, beitragen.
Auflerdem konnte die Benetzung der Proben mit Wasser oder Puffer ohne Mucin
Aufschliisse iiber eine mogliche Uberhydratation der Polymere bieten.

Auf Basis der Untersuchungen an den Schweineschleimhautgeweben und
Ersatzmaterialien wurde die sublinguale Schleimhaut des Schweines als tierisches
ex-vivo-Modellmaterial fiir die folgende Untersuchung der mukoadhésiven
Eigenschaften der Dreischichtfilme aus Kapitel 3.2.4. ausgewéahlt. Auf eine vorherige
Befeuchtung der Proben mit Mucindispersion wurde auf Grund der beobachteten
stark reduzierten Mukoadhésion verzichtet. Aulerdem wurden die hochsten Werte
fiir Adhésionskraft und Arbeit erhalten und der zuvor definierte Richtwert der
Zungenkraft erreicht. Als nicht tierisches Schleimhautersatzmaterial wird fiir die
folgenden Untersuchungen auBlerdem das 10 %-ige Gelatinegel herangezogen, da
Mucinpresslinge auf Grund der fehlenden Diskriminierung zwischen positiver und
negativer Referenz als ungeeignet bewertet wurden.

3.2.6.4 Vergleich unterschiedlicher mukoadhisiver Polymerschichten

Die in Kapitel 3.2.4 beschriebenen Dreischichtfilme mit Desmopressin als Wirkstoff
wurden hinsichtlich ihrer mukoadhésiven Eigenschaften unter Verwendung von
sublingualer Schweineschleimhaut und einem Gelatinegel als Mukosamaterialien
evaluiert. Dazu wurde die Abziehmethode verwendet und die Adhésionskraft sowie
die Arbeit bestimmt (vgl. Abschnitt 6.2.10.4). Die waagerechten, gestrichelten
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Linien markieren die zuvor gemessenen Referenzwerte fiir Teflon® als negative und
Aftab® als positive Referenz. Im Fall der Adhésionskraft wurde auch hier die
maximale Zungenkraft bei Erwachsenen als weiterer Richtwert fiir die Bewertung
der Ergebnisse herangezogen (vgl. Abschnitt 3.2.6.3). Neben den in Kapitel 3.2.4
beschriebenen mukoadhésiven Polymeren wurde auflerdem EC als nicht
mukoadhéasives Polymer in die Mukoadhésionsstudien aufgenommen. Die
Zusammensetzung der Polymerlosung fiir die mukoadhésive, obere Schicht
entsprach der AS der Dreischichtfilme (vgl. Tabelle 3.6) und wird in den folgenden
Diagrammen als ,EC“ abgekiirzt. Alle anderen Filmschichten waren mit den
iibrigen Dreischichtfilmen vergleichbar.

Die FErgebnisse der Mukoadhéasionsuntersuchungen der Dreischichtfilme unter
Verwendung von sublingualer Schweineschleimhaut sind in Abbildung 3.46
(Adhéasionskraft) und in Abbildung 3.47 (Arbeit) dargestellt. Die mukoadhésiven
Eigenschaften aller getesteten Dreischichtfilme lagen oberhalb der negativen
Referenz, wobei EC den Erwartungen entsprechend die niedrigste Adhésionskraft
aufwies (vgl. Abbildung 3.46). Die Filme mit HPC und HPMC resultierten in
niedrigeren Adhéasionskriften im Vergleich zu den restlichen mukoadhésiven
Polymeren. HPC, HPMC und PVP sind nicht geladene Polymere. Hinsichtlich einer
gesteigerten Mukoadhésion wurden ionische Polymere im Allgemeinen als vorteilhaft
beschrieben, da sie auf Grund ihrer Ladung ionische Wechselwirkungen mit den
Glykoproteinen des Mukus eingehen kénnen [209, 212]. Dies kénnte die niedrigeren
Adhésionskrafte der HPC- und HPMC-Filme im Vergleich zu CMC, PA und
Chitosan erklaren, da es sich hier um ionische Polymere handelt, nicht aber die
hohe Adhésionskraft der PVP-Filme. Neben der Ladung der Polymere spielen
allerdings noch weiter Faktoren eine Rolle. Dazu gehtren unter anderem das MG
und die eingesetzte Konzentration der Polymere [212, 215]|. Eine allgemein giiltige
Aussage tliber den KEinfluss des MGs auf die mukoadhésiven Polymereigenschaften
kann allerdings nicht getroffen werden. Manche Polymere, wie beispielsweise
Macrogol, zeigen verbesserte mukoadhéasive FEigenschaften mit steigendem MG,
andere Polymere hingegen verhalten sich genau gegensétzlich [136, 212].
Hinsichtlich der Konzentration der Polymere wurde ein polymerspezifisches
Konzentrationsoptimum beschrieben, um moglichst stark ausgepragte mukoadhésive
Eigenschaften zu erhalten [136]. Die molare Masse der verwendeten HPC war mit
80000 g/mol [198] geringer als die des PVPs (1000000-1500000 g/mol) [216]. Das
MG der HPMC war nicht genau bekannt, wird vom Hersteller aber als ,,hoch®
bewertet. Die unterschiedlichen Konzentrationen und molaren Massen koénnen
demnach zu unterschiedlich stark ausgepragten mukoadhésiven Eigenschaften der
Polymere fithren. So konnte vermutet werden, dass fiir PVP die optimale
Konzentration gefunden wurde, fiir HPC und HPMC hingegen nicht.
Untersuchungen an Polymeren mit unterschiedlichen MGs oder Konzentrationen
wurden nicht durchgefithrt, koéonnten aber in Zukunft Aufschliisse iiber das
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unterschiedliche Verhalten der hier verwendeten nicht ionischen Polymere bieten.
Chitosan und PA zeigten zusammen mit PVP die hoéchsten Adhéasionskrafte und
erreichten den Richtwert der Zungenkraft (lag bei PA innerhalb der Streuung).
Chitosan und PA gehoren zu den ionischen Polymeren und wurden bereits an vielen
Stellen in der Literatur als stark mukoadhésive Polymere beschrieben [102, 182, 209,
217]. Im Fall des kationischen Polymers Chitosan wird von einer elektrostatischen
Interaktion zwischen Polymer und Mukus ausgegangen, wohingegen fiir die
anionische PA die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen diskutiert wurde
[212]. Keiner der Dreischichtfilme iiberschritt die positive Referenzlinie der Aftab®-
Tablette, welches ebenfalls PA als mukoadhésives Polymer enthalt. MG und
Konzentration der PA sind allerdings nicht deklariert. Wie oben bereits diskutiert,
kénnen unterschiedliche Konzentrationen und MGs der Polymere zu unterschiedlich
stark ausgeprigten mukoadhésiven Eigenschaften fiihren. Ein weiterer Grund fiir
die niedrigeren Adhésionskrifte der Filme im Vergleich zu Aftab® kénnte die hohere
Dicke der Tablette im Vergleich zu den Filmen sein.
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Abbildung 3.46: Adhéasionskraft unterschiedlicher mukoadhéasiver Polymerschichten unter
Verwendung von sublingualer Mukosa von Schweinen; MW + KI {«=0,05); n=6

Arbeit [N*mm)]

0,4 T T pos. Referenz

1 S

negd. Referenz

=5

HPC HPMC PVP Chito PA cMmC EC

Abbildung 3.47: Adhéasionsarbeit unterschiedlicher mukoadhéasiver Polymerschichten unter
Verwendung von sublingualer Mukosa von Schweinen; MW + KI (a=0,05); n=6
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Hinsichtlich der aufgewendeten Arbeit, bestimmt als Flache unter der Kraft-Weg-
Kurve (Abbildung 3.47), waren im Allgemeinen weniger Unterschiede zwischen den
Polymeren festzustellen. PA und PVP als mukoadhésive Polymerschichten
resultierten wiederum in den hochsten Werten, wohingegen HPC, CMC und
Chitosan niedrigere Werte zeigten. Trotz der hohen Adhésionskraft des Chitosans
wurde eine niedrigere Arbeit gemessen als bei den restlichen Polymeren, wie
beispielsweise PA. Bei HPMC, PVP und PA wurden beim Abziehen der Probe
wéahrend der Aufwéartsbewegung des Stempels Polymerfiden beobachtet, die an der
Mukosa haften blieben und sich erst spéter ablosten. Es war demnach ein langerer
Weg notwendig, um die Interaktion zwischen Polymer und Mukosa zu losen, was
auch die hoheren Werte fiir die Arbeit erklart. Fiir Chitosan wurde diese
Beobachtung hingegen nicht gemacht, was auch fiir die vergleichsweise geringere
Arbeit spricht.

Da es sich bei tierischer Mukosa um kollagenhaltiges, flexibles Gewebe handelt, sind
vor allem hinsichtlich der Flache unter der Kraft-Weg-Kurve hohe Variabilitdten
moglich.  Zum Teil wurde die Mukosa mit der Probe wahrend der
Stempelaufwirtsbewegung weit nach oben gezogen. Es wurde innerhalb der
Messungen darauf geachtet, dass die Messstelle der Mukosa gewechselt wurde,
trotzdem konnen Schwankungen in der Flexibilitdt des verwendeten Mukosastiicks
zu starken Abweichungen fithren. Generell wurde ein grofler Kinfluss der
Kontaktflache zwischen Mukosa und Stempel festgestellt. Es musste vor jeder
Messung erneut sichergestellt werden, dass die Mukosaoberfliche glatt und ohne
Unebenheiten war. Vor allem durch die Befestigung in der Mukosahalterung (vgl.
Abbildung 3.44) kann es zu einem Herausquellen der Mukosa aus der Offnung
kommen. War dies der Fall, konnte die Messung nicht fortgefithrt werden. Dennoch
kann es durch die Krafteinwirkung des Stempels zu einer Verschiebung des
Mukosastiicks kommen. Insbesondere fiir aufgewendete Arbeit koénnen demnach
Methoden-bedingte-Faktoren wie Oberflache und Beschaffenheit des Mukosastiicks
einen starken Einfluss nehmen. Die Adhésionskraft hingegen erschien innerhalb der
hier durchgefiihrten Untersuchungen als robuster.

Die Ergebnisse der Mukoadhéasionsuntersuchungen der Dreischichtfilme unter
Verwendung des Gelatinegels als Schleimhautersatzmaterial sind in Abbildung 3.48
(Adhésionskraft) und in Abbildung 3.49 (Arbeit) dargestellt. Es ist zu erkennen,
dass im Vergleich zur sublingualen Mukosa sowohl die Adhésionskrifte als auch die
Arbeit geringer waren. Dieser Trend wurde auch in den vorherigen Untersuchungen
anhand des Chitosan-Placebofilms festgestellt (Abbildung 3.43 G und H im
Vergleich zu A und B). Alle untersuchten Dreischichtfilme resultierten zwar in
hoéheren mukoadhésiven Eigenschaften als die negative Referenz, eine
Differenzierung der Polymere war allerdings nur bedingt gegeben. Die
Adhasionskrafte der HPMC-, PVP-, PA- und CMC-Filme waren vergleichbar hoch,
erreichten jedoch weder die Werte der positiven Referenz noch die der maximalen
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Zungenkraft. Chitosan hingegen, welches unter Verwendung der sublingualen
Schweinemukosa die héchsten Adhésionskréifte zeigte, resultierte hier in geringeren

Adhasionskréften. Hinsichtlich der Arbeit (Abbildung 3.49) erschien lediglich der
PA-Film als geeignet mukoadhésiv.
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Abbildung 3.48: Adhéasionskraft unterschiedlicher mukoadhésiver Polymerschichten unter
Verwendung von Gelatinegelen; MW + KI (@ =0,05); n=6
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Abbildung 3.49: Adhésionsarbeit unterschiedlicher mukoadhésiver Polymerschichten unter
Verwendung von Gelatinegelen; MW + KI (o=0,05); n=6

In der oberen Mukusschicht der Schleimhaute befinden sich zahlreiche, fiir die
Mukoadhésion  wichtige Glykoproteine. Dies ist bei der Gelatine als
Mukosaersatzmaterial nicht der Fall und kann zu den reduzierten mukoadhésiven
Eigenschaften fiihren. Auflerdem konnen die starken Unterschiede in den
Ergebnissen der Mukoadhédsionsmessungen der Dreischichtfilme mit beiden
Mukosamaterialien moglicherweise mit der unterschiedlichen FElastizitdt von
Schweinemukosa im Vergleich zu Gelatinegelen erklart werden. Die Oberflache der
Gelatine war glatt und wenig flexibel, wohingegen die sublinguale Schleimhaut eine
hohe Flexibilitdit aufwies, was durch den hoheren Kollagenanteil der
Schweinemukosa bedingt ist. Kollagen ist als Strukturprotein hauptsachlich fiir die
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Elastizitdt von Geweben verantwortlich. Gelatine besteht aus denaturiertem,
tierischem Kollagen. Durch die hydrolytische Gewinnung werden die Kollagenfasern
allerdings bis zur Primérstruktur der Polypeptidketten zerstort. Nach Quellung
sorgt ein dem Kollagen &hnliches Tripelhelixgitter mit flexiblen, geknaulten
Proteinketten fiir die Gelstruktur der Gelatine [218]. Untersuchungen zur Elastizitét
von Gelatinegelen lassen darauf schlielen, dass sich vor allem die fiir die Elastizitat
ausschlaggebenden geknéulten Strukturen von denen des nativen Kollagens
unterscheiden [219]. Durch die vergleichsweise starre Struktur des Gelatinegels war
zum einen ein kiirzerer Weg notwendig, um die Bindung zwischen Gel und Film zu
trennen (geringere Arbeit, Abbildung 3.49). Zum anderen konnte die Starrheit des
Gelatinegels auch eine verminderte mukoadhésive Interaktion zwischen Gelatinegel
und Film zur Folge haben, was die geringen Adhésionskrifte erklaren konnte
(Abbildung 3.48). Texturprofilanalysen in Abschnitt 3.2.6.2 wiesen auf eine
vergleichbare FElastizitdt des Gelatinegels und der sublingualen Mukosa hin.
Allerdings wurden diese Untersuchungen nicht an mukoadhésiven Proben, sondern
nur mit Hilfe eines Stempels durchgefiihrt. Eine mukoadhésive Interaktion zwischen
Probe und Mukosamaterial war demnach nicht moglich.

Basierend auf den Mukoadhésionsuntersuchungen an sublingualer Schweinemukosa,
erwiesen sich die Dreischichtfilme PVP, Chitosan und PA hinsichtlich der
mukoadhésiven FKigenschaften am geeignetsten. Die Adhésionskrifte lagen im
Bereich des zuvor definierten Richtwerts, der der maximalen Zungenkraft von
Erwachsenen entspricht. Sowohl PVP als auch Chitosan sowie PA finden in der
Literatur oft Verwendung als mukoadhédsive Polymere in verschiedenen
Arzneiformen [102, 182, 209, 217, 220, 221]. Auch als mukoadhésive, filmbildende
Polymere in Mehrschichtfilmen fanden sie bereits Einsatz [68, 88, 90].

Ziel der Mukoadhésionsuntersuchungen war es, aus den zuvor entwickelten
Dreischichtfilmen mit den unterschiedlichen mukoadhésiven Schichten diejenigen
auszuwahlen, die geeignete mukoadhéasive Eigenschaften aufwiesen und somit fiir
weitere Untersuchungen herangezogen werden sollten. Die Messungen mit den
Gelatinegelen fithrten im Allgemeinen zu weniger diskriminierenden Ergebnissen.
Dadurch wurde die Bewertung der Dreischichtfilme hinsichtlich der mukoadhésiven
Eigenschaften nur auf der Basis der Ergebnisse vorgenommen, die mit der
sublingualen Schweinemukosa erhalten wurden. Aus diesem Grund wurden die
Dreischichtfilme PVP, Chitosan und PA fiir weitere Untersuchungen hinsichtlich
der Lagerstabilitdit von Desmopressin nach ICH-Richtlinie ausgewéhlt (vgl.
Abschnitt 3.2.4.6).



Ergebnisse und Diskussion 93

3.2.6.5 Zusammenfassung

Zur  Evaluierung  mukoadhésiver  Kigenschaften  wurde eine  Auswahl
unterschiedlicher Schweineschleimhautgewebe (Zunge, Wange und Osophagus) und
Schleimhautersatzmaterialien (Gelatinegel und Mucinpresslinge) untereinander
verglichen. Die Materialien wurden hierbei insbesondere hinsichtlich ihrer
Differenzierbarkeit bei der Messung von positiven und negativen Referenzen
untersucht. Auf Grund der Ergebnisse wurde die sublinguale Schweinemukosa als
ex-vivo-Modellmaterial und ein 10 %-iges Gelatinegel als Mukosaersatzmaterial
ausgewéahlt.

Eine vorherige Benetzung der Probe mit Mucindispersion fiithrte zu einer
Verringerung der mukoadhéasiven Figenschaften, wodurch eine Differenzierung
zwischen nicht mukoadhésiven und mukoadhésiven Materialien nicht mehr gegeben
war. Mogliche Griinde sind eine Uberhydratation der Polymere oder eine
ungeniigende Interaktionszeit zwischen Probe und Mukosamaterial.

Die  Mukoadhésionsuntersuchungen  der  Dreischichtfilme an  sublingualer
Schweinemukosa  zeigten, dass die  mukoadhédsiven  Eigenschaften  der
Dreischichtfilme PVP, Chitosan und PA am stirksten ausgepragt waren. Der zuvor
definierte  Richtwert der maximalen Zungenkraft beim Erwachsenen als
Adhéasionskraft zwischen Film und Mukosa konnte erreicht werden. Die
Mukoadhédsionsmessungen an den Gelatinegelen resultierten in geringeren
Adhésionskraften der Dreischichtfilme und fithrten im Allgemeinen zu weniger
diskriminierenden Ergebnissen im Vergleich zur sublingualen Mukosa.

Basierend auf den Mukoadhésionsdaten der sublingualen Schweinemukosa fiel die
Auswahl auf die Zubereitungen PVP, Chitosan und PA als Dreischichtfilme fiir die
weitere Charakterisierung der Lagerstabilitdt des Desmopressins nach ICH iiber
6 Monate.
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3.2.7 Ex-vivo-Permeations- und Freisetzungsuntersuchungen

3.2.7.1 Einleitung

Das Hauptziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung und Charakterisierung
einer mukoadhésiven, filmformigen Zubereitung zur orotransmukosalen Applikation
des Wirkstoffs Desmopressin bei Kindern und Erwachsenen. Entwicklung (vgl.
Abschnitt 3.2.2 bis 3.2.4) sowie Charakterisierung, (vgl. Abschnitt 3.2.4.2 bis
3.2.4.6) und mukoadhésive Eigenschaften (vgl. Abschnitt 3.2.6.4) der entwickelten
Dreischichtfilme waren bereits Bestandteile vorheriger Kapitel. Auf Basis dieser
Studien wurden die Dreischichtfilme PVP und Chitosan als am besten geeignet
bewertet und als Basisformulierungen fiir die weitere Charakterisierung der
orotransmukosalen ex-vivo-Permeation sowie Al Freisetzungsversuchen
herangezogen. Diese Dreischichtfilme werden deshalb als ,Basisformulierungen®
bezeichnet, da im Zuge der Optimierung des Permeations- und
Freisetzungsverhaltens, zusatzliche Modifikationen in der Komposition der
Dreischichtfilme vorgenommen wurden, die Bestandteil dieses Kapitels sind. Der
Dreischichtfilm mit PA wurde auf Grund der Ausbildung eines schwer loslichen
Polyelektrolytkomplexes nicht in die Permeations- und Freisetzungsstudien
mitaufgenommen.

Studien zur orotransmukosalen ez-vivo-Permeation von Desmopressin wurden bisher
nicht verdffentlicht, sodass zunachst Untersuchungen zur Methodenentwicklung
durchgefiihrt wurden. Es sollte zu Beginn generell iiberpriift werden, ob
Desmopressin als ,nicht Lipinski“ Peptidmolekiil mit einer hohen molaren Masse
(1069 g/mol) und einer ausgepragten Hydrophilie in der Lage ist, die lipophilen
Biomembranen der Mukosa zu permeieren. Auf Grund der hydrophilen
Molekiilstruktur wurde in Studien zur intestinalen Desmopressinpermeation ein
passiver, transzellularer Permeationsweg beschrieben. Ein aktiver Transport wurde
demnach ausgeschlossen [222-224].

3.2.7.2 Methodenentwicklung zur ex-vivo-Permeationsuntersuchung

Zur Charakterisierung der orotransmukosalen Permeation des Peptids Desmopressin
wurden ex-vivo-Permeationsuntersuchungen unter Verwendung von
Schweinemukosa als Modellmembran herangezogen, da die Schleimhautgewebe des
Schweins denen des Menschen am é&hnlichsten sind [225]. Die Literatur bietet
hinsichtlich Untersuchungen zum Permeationsverhalten des Desmopressins nur
wenig publizierte Daten. Diese beschranken sich auf nasale [226], dermale [227, 228]
und intestinale [222, 224, 229] Permeationsstudien. Untersuchungen zur
oromukosalen Permeation wurden bisher nicht beschrieben. Aus diesem Grund
wurden innerhalb dieser Arbeit Untersuchungen an unterschiedlichen Zellmodellen
sowie  Donor- und  Akzeptormedien  durchgefithrt, um  bestmogliche
Versuchsbedingungen zur Testung der Dreischichtfilme zu gewéhrleisten.
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Es wurde jeweils ein horizontales und ein vertikales Zellmodell fiir die Versuche
verwendet (vgl. Abbildung 6.11), wobei die Bezeichnung ,horizontal* und ,vertikal®
entsprechend der Permeationsrichtung gewédhlt wurde. Die Osmolaritdten der
verwendeten Akzeptor- und Donormedien sind in Tabelle 3.10 aufgelistet.
Citratpuffer pH 5,5 wurde auf Grund der bekannten Stabilitdt des Desmopressins
als  Donor- und Akzeptormedium gewéahlt. Da die Osmolaritdt und
Zusammensetzung des kiinstlichen Speichels (vgl. Tabelle 6.5) den in-vivo-
Bedingungen nahe kommt, wurde dieser ebenfalls als Donormedium herangezogen.
Phosphatpuffer pH 6,8 wurde innerhalb dieser  Arbeit bereits als
Freisetzungsmedium verwendet. Auch Polnok et al. nutzten Phosphatpuffer pH 6,8
als Akzeptormedium fiir intestinale Permeationsversuche mit Desmopressin [229].
Folglich wurden Desmopressindonorlosungen (5 mg/ml, Citratpuffer und Speichel)
mit Citratpuffer und Phosphatpuffer als Akzeptormedien unter Verwendung beider
Zellmodelle getestet. Sublinguale Schweineschleimhaut diente auf Grund der
vielversprechenden FEignung zur Bestimmung der Mukoadhésion als Membran. Es
wurde die unter Abschnitt 6.2.7.4 beschriebene Methode unter Verwendung der
FLD-Detektion zur Gehaltsbestimmung herangezogen.

Tabelle 3.10: Osmolaritditen der Donor- und Akzeptormedien zur Entwicklung der
Permeationsmethode fiir Desmopressin (vgl. auch Tabelle 6.5 und Abschnitt 6.2.12)

Donormedien Osmolaritat Akzeptormedien Osmolaritit
mosmol /L] mosmol /L]

Citratpuffer pH 5,5 29 Citratpuffer pH 5,5 29

Kinstlicher Speichel 313 Phosphatpuffer pH 6,8 669

Abbildung 3.50 enthéalt die Permeation von Desmopressin zu beiden Donor- und
Akzeptormedien-Kombinationen unter Verwendung des vertikalen Zellmodells. Zur
Ansicht der Einzelkurven wird auf Abbildung 7.1 im Anhang verwiesen.
Aufgetragen ist die Masse an permeiertem Desmopressin bezogen auf die
Permeationsflache (0,82 ¢cm?) (vgl. Formel 6.4) gegen die Zeit. Die oromukosale ez-
vivo-Permeation des Desmopressins ist nur iiber eine Zeit von 4 h dargestellt. Es
wurden im Rahmen dieser Versuche Profile iiber 24 h aufgenommen. Es zeigte sich
allerdings, dass die Werte nach 4 h stark in beide Richtungen schwanken, was fiir
eine Zerstorung der Mukosamembranen spricht. Vorversuche zeigten, dass der pH-
Wert der Krebs-Ringer-Pufferlosung nach 6 h Lagerzeit der Mukosa stark abfallt.
Dies kann auf einen bakteriellen Abbau der Mukosa schlieflen lassen. Aus diesem
Grund wurden die Versuche nur iiber eine Messzeit von 4 h durchgefiihrt.

Tabelle 3.11 enthalt die Korrelationskoeffizienten (R) der Permeationsprofile, den
Flux (F1) sowie die scheinbaren Permeabilitatskoeffizienten (Kp) (vgl. Formeln 6.5,
und 6.6 in Abschnitt 6.2.12.1). Kp wird als ,scheinbarer® Permeabilitdtskoeffizient



96 Ergebnisse und Diskussion

bezeichnet, da  der  ,wahre® Wert auf Grund von  potentiellen
Metabolisierungsreaktionen des Desmopressins in der Mukosa nicht zugénglich ist.
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Abbildung 3.50: Permeationskinetiken von Desmopressin geldst in Citratpuffer pH 5,5 und
kiinstlichem Speichel als Donormedien (5 mg/ml); Akzeptormedium Citratpuffer pH 5,5 (A);
Akzeptormedium Phosphatpuffer pH 6,8 (B); vertikales Zellmodell; sublinguale Schweineschleimhaut
MW =+ s; n=3

Trotz der nachteiligen Strukturattribute wie hohes MG, ausgepréigter Hydrophilie
oder der Sensitivitat gegeniiber proteolytischen Enzymen wurde eine oromukosale
ex-vivo-Permeation des Desmopressins beobachtet. Es ist zu erkennen, dass die
Permeation des Desmopressins im Fall des Donormediums Citratpuffer einer Kinetik
0. Ordnung folgt, wohingegen es fiir den kiinstlichen Speichel iiber den
Messzeitraum von 4 h nicht moglich war, eine eindeutige Kinetik zuzuordnen (vgl.
R in Tabelle 3.11). Da es sich um eine Membran-kontrollierte Diffusion handelt, in
der pro Zeiteinheit eine konstante Menge an Wirkstoff durch die Membran
diffundiert, wére eine Kinetik 0. Ordnung zu erwarten [43, 226|. Unter Verwendung
von Citratpuffer als Donor- und Akzeptormedium (Abbildung 3.50, links) zeigte
Desmopressin die hochste Permeation von etwa 6 % im Vergleich zu den anderen
Versuchsbedingungen. Dies spiegelte sich auch in héheren Werten fiir Kp und Fl
wieder als ein Maf3 fiir die Menge, die pro Zeiteinheit in der Gleichgewichtsphase
permeiert (Tabelle 3.11). Auf Grund der hohen Streuungen der Ergebnisse und der
geringen Stichprobenanzahl kénnen allerdings keine Aussagen iiber Signifikanzen
getroffen  werden. Im  Allgemeinen zeigte sich unter Verwendung des
Phosphatpuffers als Akzeptormedium allerdings eine tendenziell geringere
Permeation des Desmopressins im Vergleich zum Citratpuffer. Ein moglicher Grund
kann in den stark unterschiedlichen Osmolaritidten der Akzeptormedien liegen (vgl.
Tabelle 3.10). Der Phosphatpuffer wies von allen genutzten Medien die hochste
Osmolaritat und somit, als kolligative Eigenschaft, auch den hochsten osmotischen
Druck auf. Demnach koénnen die gelosten lonen des Phosphatpuffers auf der
Akzeptorseite durch die Mukosa in die Donorseite diffundieren, wodurch die
Diffusion der gelosten lonen (einschlieflich des Desmopressins) von der Donorseite
auf die Akzeptorseite gestort werden kann. Hinsichtlich Citratpuffer als Akzeptor
wurde eine leicht verminderte Permeation unter Verwendung von Speichel als
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Donormedium beobachtet. Die Osmolaritdt des Speichels lag mit etwa 300
mosmol/L. nahe dem physiologischen Bereich (300-320 mosmol/L). Auch hier kann
eine lonendiffusion aus dem Akzeptormedium (29 mosmol/L) in die Donorkammer
die Permeation des Desmopressins beeintrachtigen. Unter Verwendung von
Citratpuffer als Akzeptor- und als Donormedium herrscht das geringste
Konzentrationsgefélle zwischen beiden Kammern, das lediglich durch Desmopressin
auf der Donorseite bestimmt wird. Demnach erschien die Wahl des Citratpuffers als
Donor- und Akzeptormedium unter Verwendung des vertikalen Zellmodells am
geeignetsten. Auch in der Literatur wird meist mit nur einem Medium, das
gleichzeitig als Donor und Akzeptor dient, gearbeitet [18, 19, 32].

Tabelle 3.11: Korrelationskoeffizient (R), scheinbarer Permeabilitatskoeffizient (Kp) und Flux (Fl)

von Desmopressin in unterschiedlichen Akzeptor- und Donormedien; MW +s; n=3

Akzeptor-Donormedium R Kp +s [cm/h] FI +s [pg/h]
Citratpuffer-Citratpuffer 0,9979 2,7%102 4 0,5%10°2 111,3 4 20,6
Citratpuffer-Speichel 0,9721 1,2%¥10% £ 0,8*10°2 49,3 + 33,6
Phosphatpuffer-Citratpuffer 0,9887 2,0%102 4 0,5%10°2 84,1 + 221
Phosphatpuffer-Speichel 0,9743 1,6%10% £ 0,5%102 68,6 = 22,9

Unter Verwendung des horizontalen Zellmodells wurden hohe Permeationen von
tiber 30 % mit starken Abweichungen erhalten (Daten nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse konnten auf nicht intakte Mukosamembranen zuriickgefiihrt werden. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Mukosa bereits nach 30 min Messzeit poros
wurde oder sogar gerissen ist. Die erhaltenen Permeationen sind demnach fehlerhaft
und koénnen nicht zur Auswertung herangezogen werden. Aus diesem Grund wurden
weder Kp noch FI berechnet.

Die schlechtere Eignung des horizontalen Zellmodells im Vergleich zum vertikalen
Zellmodell kann moglicherweise auf die unterschiedlichen Druckverteilungen der
Desmopressinlosung in der Donorkammer zuriickgefiihrt werden. Im vertikalen
Zellmodell (vgl. Abbildung 6.11, links) verteilt sich der Druck, der durch die
Donorlosung ausgeiibt wird, gleichméafig auf die Mukosa. Beim horizontalen
Zellmodell hingegen (vgl. Abbildung 6.11, rechts) kommt es zu einer
ungleichméfigen Druckbelastung auf die Mukosamembran, was zur Ausbildung von
Rissen an den Stellen der Mukosa fithren kann, die einem hoheren hydrostatischen
Druck ausgesetzt waren.

Demzufolge wurde fiir folgende Untersuchungen das vertikale Zellmodell zur
Charakterisierung der oromukosalen ez-vivo-Desmopressinpermeation genutzt, wobei
Citratpuffer pH 5,5 sowohl als Donor- als auch als Akzeptormedium diente.
AuBlerdem wurde die Mukosadicke erhoht, da es auch im Fall des vertikalen
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Zellmodells an einigen Stellen zum Reiflen der Mukosa kam. Um dies zu verhindern
wurde fiir die folgenden Untersuchungen eine Mukosadicke von 200-400 pum
angestrebt. Zuvor lag die Dicke der Mukosa bei 100-300 pm.

3.2.7.3 Permeationsuntersuchungen an verschiedenen
Schleimhautgeweben

Die verbesserte BV des sublingual zu applizierenden, schnell zerfallenden
Lyophilisats (Minirin® Lyophilisat zum Einnehmen, Ferring) im Vergleich zur oralen
Tablette kann mit einer moglichen oropharyngealen Absorption des Desmopressins
erklart werden [164]. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die sublinguale und
die 6sophageale Schleimhaut des Schweines als Modellschleimhaute zur
Untersuchung der ez-vivo-Permeation des Desmopressins verglichen (vgl. Abschnitt
6.2.9). In der Literatur wird haufig die bukkale Schleimhaut des Schweines genutzt
[19, 25, 32]. Allerdings ist aus der Praxis bekannt, dass es im Fall der bukkalen
Schleimhaut oft zu Lésionen durch den Schlachtprozess kommen kann, wenn sich
das Tier auf die Wange beifit, wodurch die Schleimhaut unbrauchbar wird.
Auflerdem bietet die bukkale Mukosa nur eine geringe Oberflache fiir ez-vivo-
Permeationsversuche, wodurch eine grofle Anzahl an Wangen gebraucht wird,
sodass dies einen weiteren Grund fiir die Auswahl der ¢sophagealen Schleimhaut
darstellte. Zudem é&hnelt die Speiserohrenschleimhaut dem histologischen Aufbau
und der Permeabilitdt der bukkalen Mukosa [211, 230], wodurch auch Riickschliisse
auf die bukkale Permeation des Desmopressins moglich wéaren.

Der Fokus lag dabei zum einen auf der Entwicklung einer geeigneten
Permeationsmethode zur Charakterisierung der Filmzubereitungen. Im Hinblick auf
die angestrebte orotransmukosale Anwendung am Patienten sollten diese Versuche
zum anderen dazu genutzt werden, FEmpfehlungen fiir einen geeigneten
Applikationsort (sublingual oder bukkal /6sophageal) aussprechen zu konnen.

Zur Untersuchung der Permeabilitit der Schleimhéute wurden wiederum
Desmopressindonorlésungen  verwendet (5 mg/ml, Citratpuffer pH 55) und
hinsichtlich Permeationskinetik Kp und F1 analysiert (vgl. Abschnitt 6.2.12). Die
Permeationsprofile einer Desmopressindonorlésung unter Verwendung von
sublingualer (A) und 6ésophagealer Schweinemukosa (B) sind in Abbildung 3.51
dargestellt. Zur Ansicht der Einzelkurven wird auf Abbildung 7.2 im Anhang
verwiesen. Unter Verwendung beider Schleimhautgewebe wurde wiederum eine
Permeationskinetik 0. Ordnung festgestellt (vgl. R in Tabelle 3.12).

Auf Grund der Erhohung der Dicke der sublingualen Schleimhaut im Vergleich zu
den vorangegangenen Versuchen in Abschnitt 3.2.7.2 wurde eine Verringerung der
Desmopressinpermeation festgestellt (5 % bei 100-300 pm im Vergleich zu 2 % bei
200-400 pm  Mukosadicke). Es wurden allerdings auch deutlich weniger
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Mukosabriiche beobachtet, sodass die Stichprobenanzahl von 3 auf 7 (sublingual)
bzw. 6 (6sophageal) erhoht werden konnte (vgl. Abbildung 3.51).
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Abbildung 3.51: Permeationskinetiken einer Desmopressindonorlosung (5 mg/ml) unter Verwendung
von sublingualer (A) und 6sophagealer Schweineschleimhaut (B); MW + KI (o=0,05); n=7
(sublingual); n=6 (6sophageal)

Insgesamt zeigte sich eine signifikant hohere Desmopressinpermeation durch die
sublinguale Schleimhaut im Vergleich zur o6sophagealen Mukosa (p<0,05). Es
permeierten etwa 2 % durch die sublinguale und nur etwa 0,2 % durch die
Osophagusschleimhaut. Der Hauptgrund dieses Ergebnisses liegt wahrscheinlich in
dem unterschiedlichen zelluliren Aufbau und den daraus resultierenden
unterschiedlichen Schleimhautdicken. Die sublinguale Mukosa ist aus etwa 8-12
Zellschichten aufgebaut (200-400 pm Dicke) [55], wohingegen die 6sophageale
Schleimhaut dem Aufbau der bukkalen Schleimhaut mit 40-50 Zellschichten dhnelt
[230, 231] (500-700 pm Dicke), was das unterschiedliche Permeationsverhalten des
Desmopressins erkldren kann.

Auflerdem wurde unter Verwendung der ¢sophagealen Schleimhaut eine zeitliche
Verzogerung der Desmopressinpermeation festgestellt, was aus pharmakokinetischer
Sicht eine Verzogerung des Wirkeintritts bedeuten konnte. Der Gleichgewichtsflux
von 0,7 ng/h (vgl. Tabelle 3.12) wurde erst nach 1 h erreicht. Die sublinguale
Mukosa erreichte hingegen bereits zu Beginn den Gleichgewichtsflux und zeigte eine
gleichméflige Permeation.
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Tabelle 3.12: Korrelationskoeffizienten (R), Permeabilitiatskoeffizienten (Kp) und Flux (Fl) einer
Desmopressindonorlésung unter Verwendung von sublingualer und &sophagealer
Schweineschleimhaut; MW + KI; («=0,05); n=7 (sublingual); n= 6 (8sophageal)

Mukosa R Kp + KI [cm /h] FI + KI [pg/h]
Sublinguale Mukosa 0,9992 8,7%10% 4+ 3,4*10°% 36,2 £+ 13,9
Osophageale Mukosa 0,9984 1,6%10* + 0,8%10* 0,7+ 0,3

Vergleicht man die Kp-Werte der sublingualen Permeation mit Literaturwerten der
intestinalen Desmopressinpermeation (1,8 - 3,610 cm/h [224]; 2,2%10° em/h [184];
4,3*%10% em/h [232]), konnte von einer erhthten sublingualen exz-vivo-Permeation des
Desmopressing  ausgegangen  werden  (8,7%10° em/h). Trotz der hoheren
Permeabilitdt der nasalen Schleimhaut waren die gemessenen K,-Werte der
oromukosalen Permeation vergleichbar mit der Desmopressinpermeation unter
Verwendung von Nasenschleimhaut des Kaninchens (2,8-10,8%10% em/h) [226]. Es
muss allerdings beachtet werden, dass die Versuchsbedingungen wie Mukosadicke
oder Tierspezies (z.B. Schwein, Kaninchen) innerhalb der Studien variierten,
wodurch ein direkter Vergleich der Daten nur bedingt moglich ist. Vor dem
Hintergrund dieser Einschrankung wurden sie trotzdem zur Einschétzung der in
dieser Arbeit gemessenen Permeation herangezogen, da keine oromukosalen
Permeationsprofile fiir Vergleichszwecke zur Verfiigung standen. Li et al.
untersuchten das bukkale Permeationsverhalten des Peptids Oxytocin, welches der
Molekiilstruktur des Desmopressins ahnelt [43]. Es wurde ein Kp von 7,2%10* em/h
unter Verwendung von 600 pm dicker, bukkaler Schleimhaut des Kaninchens
beschrieben. Obwohl ein direkter Vergleich zur oromukosalen Permeation des
Desmopressins nicht moglich ist, konnen Literaturdaten dazu genutzt werden die
erhaltenen Werte einzuordnen, da Molekiilgrole und Mukosa dhnlich sind.

Anhand von Versuchen zu Desmopressindonorlésungen konnte eine erhohte
Permeabilitdt der sublingualen im Vergleich zur osophagealen Mukosa gezeigt
werden. In Anbetracht des Ziels der Entwicklung einer filmformigen Zubereitung
zur orotransmukosalen Administration kann auf Basis dieser Ergebnisse die
sublinguale Applikation von Desmopressin empfohlen werden. Vor diesem
Hintergrund  wurde fiir die folgenden  Permeationsuntersuchungen der
Dreischichtfilme nur die sublinguale Schweineschleimhaut als Modellmembran
verwendet.

3.2.7.4 Permeations- und Freisetzungsuntersuchungen

Das Permeationsverhalten von Arzneiformen ist nicht nur von der Permeabilitat des
Schleimhautgewebes fiir den jeweiligen Wirkstoff abhingig, sondern auch durch das
Freisetzungsverhalten der Arzneiform bedingt. Die Mukosa fungiert als Barriere, die
die Permeation der Wirkstoffmolekiile kontrolliert, sodass im Gleichgewichtszustand
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pro Zeiteinheit nur eine bestimmte Menge Wirkstoff durch die Mukosa diffundieren
kann (Flux). Insbesondere bei grofien, ,nicht-Lipinski® Molekiilen (Desmopressin)
ist die Membrankontrolle von grofier Bedeutung. Eine schnelle Freisetzung aus der
Filmmatrix in Richtung Mukosa kann demnach dazu fithren, dass die
Desmopressinmolekiile schneller freigesetzt werden, als sie durch die Mukosa
permeieren konnen. Die Folgen wéaren Wirkstoffverluste durch
Speichelauswascheffekte oder Degradationsprozesse durch proteolytische Enzyme,
die sich in der Mukusschicht der Schleimhaut befinden. Andererseits sollte die
Freisetzung des Desmopressins aus der Filmmatrix nicht in dem Mafle verlangsamt
werden, dass die Freisetzung den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt innerhalb
der oromukosalen Permeation einnimmt, da so die Permeation ebenfalls negativ
beeinflusst werden kann. Aus diesem Grund wurden die Permeation und die
Freisetzung der entwickelten Dreischichtfilme nachfolgend zusammenhéangend
betrachtet.

Die in dieser Arbeit verwendeten Freisetzungsmethoden mussten eine
unidirektionale Freisetzung der niedrig dosierten Dreischichtfilme ermoglichen. Die
Anwendung einer Blattrithrer- oder Drehkorbchenapparatur  mit  hohen
Freisetzungsvolumina, die oft fiir filmférmige Zubereitungen Verwendung finden [93,
103], war demnach nicht zielfilhrend. Aus diesem Grund wurde eine
Freisetzungsmethode entwickelt, die dem Aufbau des ,rotierenden Zylinders“ nach
USP nachempfunden wurde (vgl. Abschnitt 6.2.11.1). Diese ermoglicht eine
unidirektionale Freisetzung der niedrig dosierten Dreischichtfilme mit dem
vornehmlichen Ziel der Qualitdatskontrolle, da in-vivo-Bedingungen vernachlassigt
werden.  Folglich  wurde noch eine  weitere  Freisetzungsmethode  zur
Charakterisierung der Filme herangezogen, die die biorelevanten Verhaltnisse in der
Mundhohle imitieren sollte. Dazu wurde die Methode nach Krampe et al. an die
hier erforderlichen Gegebenheiten (niedrig dosierte Filme) angepasst (vgl. Abschnitt
6.2.11.2) [127].

Zur Untersuchung der ez-vivo-Permeation der Dreischichtfilme musste ein hoherer
Desmopressingehalt gewahlt werden, um eine valide Analytik zu ermdglichen.
Folglich wurden Dreischichtfilme mit einem Gehalt von 2,5 mg/0,82 ¢cm? hergestellt.
Auf Grund des hoheren Feststoffanteils wurde Glycerol als Weichmacher
hinzugegeben. Die Komposition der Filmzubereitungen ist in Tabelle 3.13 erlautert.
Neben den Dreischichtfilmen PVP und Chitosan wurde auch der Einschichtfilm
HCI-b, der demnach nur aus der WS bestand, getestet, um den FEinfluss des
dreischichtigen Aufbaus auf die Permeation und Freisetzung des Desmopressinsg zu
evaluieren.

Zur Messung der ex-vivo-Permeation wurden die Filme mit der oberen Filmschicht
(MS) auf die Mukosaoberflaiche gelegt und kurz vor der Messung mit 200 pl
Akzeptormedium benetzt (vgl. Abschnitt 6.2.12.1).
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Tabelle 3.13: Zusammensetzung der Losungen zur Herstellung der Filmschichten zur Untersuchung

des Permeations- und Freisetzungsverhaltens von Desmopressin

Formulierung | MS WS AS
PvVP 16,0 %
PVP Glycerol 2,0 %
Wasser 82.0 % Desmopressin =~ 7,3 % | EC 16,0 %
HPC 15,0 % | Glycerol 35 %
Chit 2,5
o o HCI 1IN 02 % | Wasser 50 %
HPMC 6,0 %
Chito G]ycero] 370 % Ethanol 7575 9%
Glycerol 2,0 %
Wasser 74,5 %
HCIO0O, 1IN 895 %
HCl-b - -

HPMC: Pharmacoat® 603; HPC: Klucel® ELF; PVP: Kollidon® 90; Chito: Chitosan 85 %
deacetyliert; EC: Aqualon® N22; Ethanol: 99 %

Abbildung 3.52 enthélt die Permeationsprofile der Dreischichtfilme PVP (A) und
Chitosan (B) sowie des Einschichtfilms HCI-b (C) (vgl. Abschnitt 6.2.12). Zur
Ansicht der Einzelkurven wird auf Abbildung 7.3 im Anhang verwiesen. Trotz der
Applikation als Film und der niedrigeren Menge an Desmopressin im Vergleich zu
den zuvor untersuchten Donorlésungen (2,5 mg im Vergleich zu 7,5 mg) war es
auch mit den entwickelten Filmzubereitungen moglich, eine Permeation des
Desmopressing durch die sublinguale Schweinemukosa zu erzielen. Von allen
untersuchten Filmen zeigte nur der Dreischichtfilm PVP eine zeitliche Verzogerung
der Desmopressinpermeation. Erst nach etwa 1 h wurde der Gleichgewichtsflux von
10,3 ng/h erreicht (vgl. Tabelle 3.14 und Abbildung 3.52 A). Ein méglicher Grund
fiir die zeitliche Verzogerung der Desmopressinpermeation kénnte in der héheren
Feststofffraktion und der damit verbundenen héheren Dicke der oberen Filmschicht
(MS), die mit der Mukosa in Kontakt ist, liegen. Der Feststoff- bzw. Polymeranteil
des PVP-Films lag bei 16 %, wohingegen die Chitosanschicht nur insgesamt 8,5 %
Polymer enthielt (vgl. Tabelle 3.13). Bei Kontakt mit Akzeptormedium kommt es
zur Quellung der PVP-Schicht, wodurch sich eine Gelschicht zwischen Film und
Mukosa ausbilden kann, die wiederum die Permeation des Desmopressins zu Beginn
verzogern kann. Geht man davon aus, dass die Dicke der Gelschicht neben des
Polymertyps auch von dem Polymeranteil abhéngt, ware im Fall des Chitosans eine
diinnere Gelschicht zu erwarten, was auch die sofortige Desmopressinpermeation
nach 0,5 h erklaren konnte. Untersuchungen zum Quellverhalten der Polymere
wurden allerdings in dieser Studie nicht vorgenommen.
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Abbildung 3.52: Permeationskinetiken des Dreischichtfilms PVP (A); Chito (B) und des

Einschichtfilms HCl-b (C) unter Verwendung von sublingualer Schweineschleimhaut; MW + s; n=3
(PVP, Chito); n=4 (HCI-b); Einzelkurven in Abbildung 7.3 im Anhang enthalten
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Allgemein zeigte der Dreischichtfilm mit Chitosan in der MS die Tendenz einer
geringeren Desmopressinpermeation nach 4 h (etwa 0,5 %) im Vergleich zum PVP-
Film (etwa 1,5 %). Auch die Streuungen waren im Fall des Chitosan-Films deutlich
ausgepragter. Dies kann anhand der Einzelkurven in Abbildung 7.3 B (Anhang)
erklart werden, da zu erkennen ist, dass eines der drei Permeationsprofile deutlich
hoher lag als die anderen beiden. Da allerdings nach der Permeation keine Risse in
der Mukosa festgestellt wurden und auch der Integritatstest (vgl. Abschnitt
6.2.12.2) keine Hinweise auf Mukosadefekte lieferte, wurden die Ergebnisse in die
Auswertung mitaufgenommen.

Trotz des beschriebenen permeationsférdernden Effekts des Chitosans [182] wurde
innerhalb dieser Arbeit eine tendenziell geringere Permeation des Desmopressins im
Vergleich zum PVP-Film beobachtet. Aussagen iiber Signifikanzen waren allerdings
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auf Grund des niedrigen Stichprobenumfangs nicht moglich. Bereits in Kapitel
3.2.4.6 wurde im Zusammenhang mit der hoheren Lagerstabilitdt des Desmopressins
in dem Chitosan-Dreischichtfilm die Wirkung des Chitosans als schiitzende Barriere
gegeniiber Luftfeuchtigkeit diskutiert. Kommt es auch im Fall der oromukosalen
Permeation zu einer Barrierewirkung des Chitosans, konnte dies die tendenziell
geringere Desmopressinpermeation erklaren.

Tabelle 3.14: Korrelationskoeffizienten (R) und Flux (Fl) des Desmopressins aus den Drei- bzw.
Einschichtfilmen; MW + s; n=3 (PVP, Chito); n=4 (HCI-b)

Formulierung R FI + s [pg/h]
PVP 0,9971 10,3 + 4,0
Chito 0,9982 23429
HCLb 0,9549 22+ 1.4

Das Permeationsverhalten des einschichtigen Films HCIl-b war ebenfalls geringer
ausgeprigt als das des PVP-Films (vgl. Tabelle 3.14 und Abbildung 3.52 C). Auf
Grund der fehlenden MS sowie AS wire eine hohere ez-vivo-Permeation zu erwarten
gewesen. Vergleicht man die Konzentrationen an Desmopressin, die am Ende der
Permeationsmessung (nach 4 h) in der Mukosa nachgewiesen wurden (vgl
Abschnitt 6.2.12.1), so konnten fiir den Einschichtfilm tendenziell hohere Werte
beobachtet werden als fiir die beiden Dreischichtfilme (vgl. Abbildung 3.53). Ist der
Anteil an freigesetztem Desmopressin hoher als der Anteil, der pro Zeiteinheit durch
die Mukosa permeieren kann, liegt Desmopressin im ,Uberschuss® in bzw. an der
Mukosa vor, wodurch ein vermehrter enzymatischer Abbau des ,iiberschiissigen*
Desmopressins moglich wére. Ein verstarkter Desmopressinabbau konnte somit auch
die verminderte Permeation im Vergleich zum PVP-Film erklaren. Allerdings wére
unter dieser Annahme auch ein verstarkter hydrolytischer Abbau des Desmopressins
unter der Verwendung der Donorlosungen zu erwarten, da auch hier ein
,Desmopressiniiberschuss® vorlag. Daten zur Desmopressinkonzentration in der
Mukosa stehen im Fall der Desmopressinlosungen nicht zur Verfiigung und miissten
noch erhoben werden. Andererseits bestand der Unterschied zwischen der
Desmopressindonorlosung und dem Einschichtfilm in der héheren Konzentration des
gelosten Films von 12,5 ng/pl (2,5 mg/Film benetzt mit 200 pl Akzeptormedium)
im Vergleich zu 5 pg/ul der Donorlosung. Dadurch war im Fall des Einschichtfilms
mehr Desmopressin pro Mukosaflache vorhanden.

Freisetzungsuntersuchungen unter Verwendung der Stempel-und-Filter-Methode
konnten Hinweise fiir diese Annahme liefern (vgl. Abbildung 3.54 A). Es wurde eine
vollstandigere Freisetzung fiir den einschichtigen Film HCI-b erhalten, wohingegen
die Dreischichtfilme Chitosan und PVP eine langsamere Freisetzung iiber 60 min
zeigten. AuBlerdem ergab die Analyse der Abdeckschichten, dass bei beiden
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Dreischichtfilmen selbst nach 4 h Messzeit immer noch ein Teil des Desmopressins
im Film verblieb, was wiederum fiir eine langsamere Freisetzung des Desmopressins
wahrend den Permeationsmessungen spricht.

Im Fall des Chitosan-Films wurde ein hoherer Anteil (5 %) an Desmopressin in der
AS  nachgewiesen. Dies  spiegelt  die  bereits  erwdhnte  niedrigere
Desmopressinpermeation des Chitosan-Films wider. FEs wurden jedoch keine
Unterschiede im Freisetzungsverhalten beider Dreischichtfilme festgestellt (vgl.
Abbildung 3.54 A). Beide zeigten unter Verwendung der Stempel-und-Filter-
Methode eine Freisetzung von etwa 70 % nach 1 h. Auch die nachgewiesene
Desmopressinkonzentration in der Mukosa war bei beiden Dreischichtfilmen
vergleichbar. Der hohere Desmopressinanteil in der AS des Chito-Films ldsst zwar
eine geringere Freisetzung vermuten, diese Annahme konnte allerdings mit den hier
verwendetet Freisetzungsmethoden nicht bestédtigt werden.
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Abbildung 3.53: Wiedergefundene Desmopressinkonzentration im Akzeptormedium, in der AS und in
der sublingualen Mukosa nach 4 h ez-vivo-Permeation bezogen auf den gemessenen Gehalt der Filme;

MW =+ s; n=3 (PVP, Chito); n=4 (HCI-b)

Aus Abbildung 3.53 geht auBlerdem hervor, dass bei allen Filmen nach der
Permeation nur etwa 10-15 % des Desmopressins wiedergefunden wurde, was auf
einen starken hydrolytischen Abbau von bis zu 90 % des Desmopressins wahrend
der Permeationsmessung hindeuten kann. Die enzymatische Flora der oralen
Mukosa ist im Vergleich zur intestinalen Mukosa hinsichtlich der Peptidapplikation
zwar besser geeignet [12], trotzdem finden sich auch hier fiir einen enzymatischen
Abbau verantwortliche Aminopeptidasen, Carboxypeptidasen und
Dipeptidylpeptidasen [61]. So wurde fiir Desmopressin und Strukturanaloga des
Desmopressins in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren eine erhohte intestinale
Permeation erreicht, was durch eine verminderte Degradation der Peptide erklért
wurde [233]. Auch Bird et al. zeigten einen vergleichsweise hohen Abbau des
Peptids Endorphin  von etwa &80 % nach 6h Kontakt mit bukkaler



106 Ergebnisse und Diskussion

Schweineschleimhaut, der ebenfalls auf die Anwesenheit proteolytischer Enzyme
zuriickgefithrt wurde [18].
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Abbildung 3.54: Freisetzungsprofile der Dreischichtfilme PVP und Chito sowie des Einschichtfilms
HCI-b; Stempel-und-Filter-Methode (6 cm? Filme) (A); Methode des modifizierten Zylinders (3 cm?
Filme) (B); MW + s; n=3

Um auszuschlieBen, dass eine unvollstandige Desmopressinfreisetzung die
Permeation des Peptids limitiert, wurde die Freisetzung aus den Filmen dariiber
hinaus mit Hilfe der Methode des modifizierten Zylinders analysiert. Es koénnte
beispielsweise wiahrend der Filmherstellung durch zu kurze Trocknungszeiten zu
einem Ubergang des Desmopressins aus der mittleren WS in die unlésliche AS
gekommen sein, was eine unvollstdndige Freisetzung zur Folge haben kann. Es
zeigte sich allerdings fiir alle Filme bereits nach 30 min eine vollstdndige
Desmopressinfreisetzung unter Verwendung der Methode des modifizierten
Zylinders.

Es wurde demnach ein Einfluss der verwendeten Methode auf das Freisetzungsprofil
der Dreischichtfilme beobachtet. Unter Verwendung der Methode des modifizierten
Zylinders erfiillen die Dreischichtfilme die Anforderungen der FDA-Leitlinie fiir
schnell freisetzende orale Arzneiformen (80 % Freisetzung nach 30 min fiir
Arzneistoffe der Klasse 111 des Biopharmazeutischen Klassifizierungssystems) [234].
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Die Freisetzungsprofile der Dreischichtfilme, die mit der Stempel-und-Filter-
Methode erhalten wurden, deuten auf eine Matrixfreisetzung hin. Da diese Methode
den in-vivo-Verhéltnissen im Mundraum am néchsten kommt, kann davon
ausgegangen werden, dass die Dreischichtfilme auch bei der orotransmukosalen
Applikation eine verlingerte Matrix-Freisetzung zeigen. Vor dem Hintergrund einer
gleichméfigen Wirkstoffliberation iiber den Anwendungszeitraum (beispielsweise
tiber die Nacht als Therapie der Enuresis Nocturna) wird eine Matrix-dhnliche
Freisetzung in Richtung der Mukosa angestrebt.

Die unidirektionale Freisetzung der Dreischichtfilme wurde mit Hilfe der Methode
des modifizierten Zylinders iiberpriift. Die Filme wurden mit der mukoadhésiven
Seite auf den Zylinder geklebt wurden, sodass die AS mit dem Freisetzungsmedium
in Kontakt und starken hydrodynamischen Finfliilssen ausgesetzt war. Es wurden
nach 60 min insgesamt maximal 4,7 + 2,0 % im Fall des PVP Dreischichtfilms
freigesetzt, sodass von einer unidirektionalen Freisetzung ausgegangen werden kann.

Um den Einfluss der Freisetzung aus der Filmmatrix auf das Permeationsprofil zu
testen, wurde der Desmopressinmatrix (WS) EC als nicht wasserlosliches,
freisetzungsmodifizierendes Polymer hinzugegeben. Es wurden verschiedene
Polymeranteile EC/HPC getestet und hinsichtlich der Eignung zur Filmherstellung
evaluiert. Die Kombination aus 5 % HPC und 10 % EC erwies sich am geeignetsten.
Die Kompositionen der MS und AS wurden nicht verdndert (vgl. Tabelle 3.15).

Tabelle 3.15: Zusammensetzung der Losungen zur Herstellung der Filmschichten mit EC zur

Untersuchung des Permeations- und Freisetzungsverhaltens von Desmopressin

Formulierung | MS WS AS
EC-PVP PVP 16,0 % | Desmopressin 7.3 % EC 16,0 %
Glycerol 20% | HPC 5,0 % Glycerol 3,5 %
Wasser 82,0% | EC 10,0 % Wasser 50%
EC-Chito Chito 25 % | HCI'IN 0,2 % Ethanol 755 %
HPMC 6,0 % | Glycerol 4.0 %
Glycerol 2.0 % | Wasser 5,0 %
HC10,1 N 89.5 % | Ethanol 68,5 %

HPMC: Pharmacoat® 603; HPC: Klucel® ELF; PVP: Kollidon® 90; Chito: Chitosan 85 %
deacetyliert; EC: Aqualon® N22; Ethanol: 99 %

Die Ergebnisse der Permeationsuntersuchungen sind in Abbildung 3.55 und in
Tabelle 3.16 dargestellt. Zur Ansicht der Einzelkurven wird auch hier wiederum auf
den Anhang verwiesen (Abbildung 7.4). Im Fall des EC-Chitosan-Films wurden
keine verwertbaren Permeationskinetiken erhalten. Die Konzentrationen des
Desmopressins lagen im Bereich des Signal-Rausch-Verhéltnisses unterhalb der
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Bestimmungsgrenze. Der Dreischichtfilm mit Chitosan in der MS und EC in der WS
eignet sich demnach nicht zur orotransmukosalen Desmopressinapplikation. Fiir den
PVP-dquivalenten Film konnte hingegen eine Desmopressinpermeation gemessen
werden. Die Gesamtmenge (0,12 %) sowie der Flux (vgl. Tabelle 3.16) waren jedoch
deutlich geringer als die des Dreischichtfilmes ohne EC. Auch im Fall des EC-PVP-
Films wurde eine zeitliche Verzogerung in der Desmopressinpermeation beobachtet.
Der Gleichgewichtsfluss wurde, &hnlich dem PVP-Film, erst nach etwa 0,5 h
erreicht, was wiederum mit der Ausbildung einer Gelschicht als Diffusionsbarriere
erklart werden koénnte.
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Abbildung 3.55: Permeationskinetik des Dreischichtfilms EC-PVP unter Verwendung von
sublingualer Schweineschleimhaut (A); Einzelkurven in Abbildung 7.4 im Anhang; Wiedergefundene
Desmopressinkonzentration im Akzeptormedium, in der AS und in der sublingualen Mukosa nach 4 h

ex-vivo-Permeation bezogen auf den gemessenen Gehalt der Filme; MW + s; n=3 (B)

Tabelle 3.16: Flux (Fl) des Desmopressin aus dem Dreischichtfilm EC-PVP; MW + s; n=3

Formulierung R FI + s [pg/h]

EC-PVP 0,9844 0,8 + 04

Die vergleichsweise hohe Desmopressinkonzentration, die nach der Permeation im
Film verblieben ist (AS, etwa 5 %), deutet bereits auf eine geringere
Desmopressinfreisetzung aus der Filmmatrix wahrend der Permeation hin (vgl
Abbildung 3.55, B). Freisetzungsuntersuchungen unter Verwendung beider
Methoden bestétigten dies (vgl. Abbildung 3.56 A und B). Der EC-PVP-
Dreischichtfilm setzte nach 60 min im Vergleich zum PVP-Film ohne EC insgesamt
weniger frei. Die ersten 30 min der Desmopressinfreisetzung waren allerdings
vergleichbar. Erst nach 30 min flachte das Freisetzungsprofil des EC-PVP-Films ab.
Selbst unter Verwendung der Methode des modifizierten Zylinders konnte keine
vollstandige Freisetzung des Desmopressins aus dem EC-PVP-Film nach 60 min
erzielt werden. Demnach kann ein Einfluss der Desmopressinfreisetzung aus der
Filmmatrix auf die oromukosale Permeation vermutet werden.
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Abbildung 3.56: Freisetzungsprofile der Dreischichtfilme mit EC; Stempel-und-Filter-Methode (6 cm?
Filme) (A); Methode des modifizierten Zylinders (3 cm? Filme) (B); MW + s; n=3

Der EC-Chitosan-Film setzte unter Verwendung beider Methoden nur etwa 6 bzw.
15 % nach 60 min frei. REM-Aufnahmen der Filmoberflichen der Dreischichtfilme
mit EC als freisetzungsmodifizierendes Polymer zeigten eine vergleichbare
Oberflache beider Filme vor der Freisetzung (vgl. Abbildung 3.57 A am Beispiel des
PVP-Films). Nach der Freisetzung zeigte der EC-PVP-Film eine porenreiche
Oberflache, die darauf hindeutet, dass sich die obere PVP-MS aufgelost hat und die
wasserloslichen HPC-Teile aus der mittleren WS heraus gelost wurden. Die
entstanden Poren kénnen zur Freisetzung des Desmopressins fithren. Die Oberflache
des EC-Chitosan-Films wies tendenziell kleinere Poren auf, was darauf hindeutet,
dass sich die Chitosan-MS schlechter bzw. langsamer aufgelost hat und demnach die
geringere Freisetzung des Desmopressins erklaren konnte.

Die geringere Desmopressinfreisetzung aus dem EC-Chitosan-Film lasst auch
Riickschliisse auf die nicht messbare oromukosale Permeation des Desmopressin zu.
Die Kombination aus EC in der WS und Chitosan in der MS scheint die
Desmopressinliberation aus der Filmmatrix und demnach auch die Permeation
durch die sublinguale Mukosa stark zu beeintrachtigen. Es wurde bereits im
Zusammenhang mit dem Chitosan-Dreischichtfilm in Abbildung 3.52 und in
Abbildung 3.53 die Wirkung des Chitosans als Permeationsbarriere fiir
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Desmopressin vermutet. Die Ergebnisse zum Freisetzungs- und
Permeationsverhaltens des EC-Chitosan-Films bestédrken dies.

Abbildung 3.57: REM-Aufnahmen des Dreischichtfilms EC-PVP vor der Freisetzung (A) und des
Dreischichtfilms EC-PVP (B) und des Dreischichtfilms EC-Chito nach der Freisetzung (C) unter

Verwendung der Freisetzungsmethode des modifizierten Zylinders

Untersuchungen an Dreischichtfilmen mit EC als freisetzungsmodifizierendes
Polymer konnten zeigen, dass eine verringerte Freisetzung auch zu einer reduzierten
oromukosalen Permeation filhren kann. Andererseits zeigte auch der schnell
freisetzende Einschichtfilm HCl-b eine verminderte Desmopressinpermeation
gegeniiber dem PVP-Dreischichtfilm. Es ldsst sich demnach vermuten, dass ein
Kompromiss zwischen einem schnell- und langsam freisetzenden Desmopressinfilm
gefunden werden sollte, um eine optimale Desmopressinpermeation zu erzielen.

3.2.7.5 Permeations- und Freisetzungsuntersuchungen der
Dreischichtfilme unter Verwendung von
Permeationsverbesserern
In den zuvor beschriebenen Untersuchungen zu den Dreischichtfilmen konnte eine
maximale Desmopressinpermeation von etwa 1,5 % (43 ng/cm?) erzielt werden. Ein
Zusatz von Permeationsverbesserern resultierte bereits fiir einige Peptide in einer
erhohten oromukosalen ez-vivo- [19, 235] oder in-vivo- [21, 236] Permeation.
Folglich wurden verschiedene Permeationsverbesserer in die PVP-Basisfilme
eingearbeitet und  deren  Einfluss auf  die Permeation  getestet.
Permeationsverbesserer konnen in verschiedene Gruppen unterteilt werden, wobei
die folgenden Gruppen im Zusammenhang mit der orotransmukosalen Applikation
am haufigsten Verwendung finden: Tenside/Gallensalze, Fettsauren, Polyole und
Terpene [8, 237]. Aus diesem Grund wurden Natriumlaurylsulfat (SDS, Tensid),
Natriumglycodesoxycholat (Glycodesoxycholat, Gallensalz) und Olsiure (Fettsiure)
als anionische und Propylenglykol (Polyol) sowie Menthol (Terpen) als neutrale
Permeationsverbesserer verwendet. Chitosan, als ein héaufig verwendeter
kationischer Permeationsverbesserer, wurde bereits in Abschnitt 3.2.7.4 diskutiert.

Tabelle 3.17 enthalt die Zusammensetzungen der Filmschichten. Die
Permeationsverbesserer befanden sich in der oberen MS, da eine Einarbeitung in die
WS auf Grund einer  Prézipitatbildung  zwischen den  anionischen
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Permeationsverbesserern und Desmopressin nicht moglich war. Eine vergleichbare
Prazipitatbildung wurde bereits in Kapitel 3.2.5 zwischen Desmopressin und dem
anionischen Polymer PA diskutiert. In diesem Fall konnte die manifeste
Inkompatibilitat auf die Ausbildung eines schwer loslichen Polyelektrolytkomplexes
zuriickgefithrt werden und ldsst vermuten, dass es sich auch bei den Prézipitaten
zwischen Desmopressin und anionischen Permeationsverbesserern um einen solchen
Komplex handelt. Innerhalb von Vorversuchen wurden Filme mit den
Permeationsverbesserern und niedrigerem Desmopressingehalt (0,2 %) hergestellt.
Hier wurde allerdings weder eine Prézipitatbildung noch ein zu geringer Gehalt
beobachtet (Ergebnisse nicht gezeigt), wodurch eine Inkompatibilitat zwischen den
anionischen Permeationsverbesserern und Desmopressin zunédchst ausgeschlossen
wurde und sie in die Untersuchungen aufgenommen wurden.

Tabelle 3.17: Zusammensetzung der Losungen zur Herstellung der Filmschichten mit
Permeationsverbesserern Zur Untersuchung des Permeations- und
Freisetzungsverhaltens von Desmopressin

Formulierung MS WS AS
PVP 16,0 %
Glycerol 2,0 %
SDS
SDS 1,0 %
Wasser 81,0 %
PVP 16,0 %
Glycodesoxy- Glycerol 2,0 %
cholat Glycodesoxycholat 1,0 %
Wasser 81,0 %
Desmopressin =~ 7,3 %
PVP 16,0 % EC 16,0 %
HPC 15,0 %
. Glycerol 2.0 % Glycerol 3,5 %
Olsaure i HCI 1IN 02 %
Olséiure 1,0 % Wasser 5,0 %
Glycerol 3,0 %
Wasser 81,0 % Ethanol 75,5 %
Wasser 745 %
PVP 16,0 %
Glycerol 2,0 %
Menthol
Menthol 1,0 %
Ethanol 81,0 %
PVP 16,0 %
Glycerol 2,0 %
Propylenglykol
Propylenglykol 1,0 %
Wasser 81,0 %

HPC: Klucel® ELF; PVP: Kollidon® 90; EC: Aqualon® N22; Ethanol: 99 %
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Um eine Préazipitatbildung zwischen beiden Komponenten zu vermeiden, wurden
daher alle Permeationsverbesserer in die MS eingearbeitet. Wiahrend der
Filmherstellung sowie im finalen Film wurde keine Préazipitatbildung festgestellt.
Auch die Gehaltsbestimmungen der hoher konzentrierten Desmopressinfilme (Daten
nicht  gezeigt) ergaben keine  Auffalligkeiten. Die  Permeations- und
Freisetzungsergebnisse werden im Folgenden fiir die anionischen und neutralen
Permeationsverbesserer getrennt betrachtet. Die Ergebnisse der Permeationsstudie
der anionischen Permeationsverbesserer sind in Abbildung 3.58 und Tabelle 3.18
dargestellt (vgl. Abschnitt 6.2.12). Aus Vergleichsgriinden und zur besseren
Veranschaulichung wurde das Permeationsprofil des PVP-Dreischichtfilms ohne
Permeationsverbesserer in die Abbildungen aufgenommen und als PVP-Referenz
bezeichnet. Es ist zu erkennen, dass alle anionischen Permeationsverbesserer
(Abbildung 3.58) eine geringere Desmopressinpermeation zeigten als die PVP-
Referenz. Auf Grund des niedrigen Stichprobenumfangs koénnen zwar keine
Aussagen iiber Signifikanzen getroffen werden, es ist allerdings ein eindeutiger
Trend zu erkennen. Es wurde demnach trotz der Verwendung anionischer
Permeationsverbesserer keine erhohte Permeation beobachtet, sondern ein
gegenteiliger Effekt dieser Substanzen auf die Desmopressinpermeation festgestellt.
Ein moéglicher Grund kann in der zuvor beschriebenen Prézipitatbildung zwischen
Desmopressin  und dem anionischen Permeationsverbesserer liegen. Die
Permeationsverbesserer befanden sich zwar in der MS, trotzdem konnte es zu einer
Prazipitatbildung an der Grenzflache zwischen Film und Mukosa gekommen sein.
Nach Benetzung der Filme losen sich die mukoadhésive und die wirkstofthaltige
Schicht auf, sodass Desmopressin zusammen mit den Permeationsverbesserern an
der Grenzschicht zur Mukosa vorliegt und interagieren konnte. Eine eventuelle
Prazipitatbildung kann folglich die Desmopressinpermeation limitieren.

In Abbildung 3.58 A und C ist weiterhin ersichtlich, dass bei SDS und Olséure
bereits nach 0,5 h eine messbare Permeation im Bereich des Gleichgewichtsflux
erzielt wurde (vgl. Tabelle 3.18). Fiir den PVP- und den Glycodesoxycholat-Film
wurden hingegen erst nach 1 h Desmopressinkonzentrationen im Akzepturmedium
gemessen. Bei dem PVP-Film wurde bereits eine mogliche Quellschicht auf Grund
des hoheren Polymeranteils diskutiert. Dieser war hier allerdings bei allen Filmen
gleich. Demnach kann ein Einfluss der Permeationsverbesserer auf die anfingliche
Permeation angenommen werden. Der permeationsfordernde Mechanismus der
Tenside und der Fettsduren beruht im Allgemeinen auf einer Interaktion bzw.
Storung der Zellstrukturen der Biomembranen, wodurch die Fluiditat und
Permeabilitdt der Membranen erhéht wird [128]. Dies konnte zumindest die
anfidngliche Desmopressinpermeation positiv beeinflussen. Fiir Glycodesoxycholat,
dessen Wirkmechanismus auf dhnlichen Prinzipien beruht, wiirde dies allerdings
nicht zutreffen, wodurch dieses Ergebnis bisher nicht geklédrt werden konnte.
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Abbildung 3.58: Permeationskinetiken des Dreischichtfilms PVP mit SDS (A); Glycodesoxycholat

(B) und Olsaure (C) als anionische Permeationsverbesserer unter Verwendung von sublingualer
Schweineschleimhaut; MW =+ s; n=4 (SDS); n=3 (Glycodesoxycholat und Olséure); Einzelkurven in
Abbildung 7.5 im Anhang enthalten

Tabelle 3.18: Flux (Fl) des Desmopressins aus den Dreischichtfilmen mit anionischen
Permeationsverbesserern; MW + s; n=4 (SDS); n=3 (Glycodesoxycholat und Olsiure)

Formulierung R FI + s [pg/h]
SDS 0,9909 34+ 24
Glycodesoxycholat 0,9485 1,5+ 0,8
Olséure 0,9957 1,0 £ 0,5

Die visuelle Inspektion der Filme nach den Permeationsuntersuchungen zeigte keine
Auffalligkeiten, die fiir die zuvor vermutete Prézipitatbildung wéahrend der
Permeation sprechen wiirden. Es wurden REM-Aufnahmen (vgl. Abschnitt 6.2.4.6)
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der sublingualen Mukosa vor (Abbildung 3.59 A) und nach (Abbildung 3.59 B) der
Permeation aufgenommen. Auch hier waren keine Verdnderungen, die auf eine
Prazipitatbildung hinweisen, erkennbar. Es zeigte sich lediglich die durch die
Hydratisierung bedingte Quellung. Neben der Mukosa wurden auch REM-
Aufnahmen der Dreischichtfilme vor (Abbildung 3.59) und nach (Abbildung 3.59 D)
der Permeation gefertigt, welche hier am Beispiel des SDS-Films gezeigt sind. Nach
der Permeation waren ungleichméafliige Erhebungen auf der Oberfliche der AS zu
erkennen. Ob es sich dabei um Restpartikel des diskutierten Prézipitats handelt,
kann nicht mit Sicherheit gesagt, aber als moglicher Hinweis angesehen werden.

Abbildung 3.59: REM-Aufnahmen der Mukosa vor (A) und nach (B) 4 h ex-vivo-Permeation des
Dreischichtfilms mit SDS; AS des Dreischichtfilms PVP (C) und des Dreischichtfilms mit SDS (D)
nach 4 h ez-vivo-Permeation

Die Analyse der Desmopressinkonzentration in den jeweiligen Abdeckschichten
(ASs) und der Mukosa ergab keine Unterschiede zwischen den Dreischichtfilmen mit
anionischen Permeationsverbesserern (vgl. Abschnitt 6.2.12.1). Im Vergleich zum
PVP-Referenzfilm (vgl. Abbildung 3.53) wurde allerdings eine tendenziell hohere
Desmopressinmenge in bzw. auf der Mukosa nachgewiesen, was wiederum fiir die
Ausbildung des Prézipitats auf der Mukosa sprechen koénnte.
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Abbildung 3.60: Wiedergefundene Desmopressinkonzentration im Akzeptormedium, in der AS und in
der sublingualen Mukosa nach 4 h ez-vivo-Permeation der Dreischichtfilme mit anionischen
Permeationsverbesserern bezogen auf den gemessenen Gehalt der Filme; MW + s; n=4 (SDS); n=3

(Glycodesoxycholat und Olséure)
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Abbildung 3.61: Freisetzungsprofile des Dreischichtfilms PVP mit SDS, Glycodesoxycholat und
Olsaure als anionische Permeationsverbesserer; Stempel-und-Filter-Methode (A) (6 cm? Filme)und
der Methode des modifizierten Zylinders (3 em? Filme) (B); MW =+ s; n=3

Freisetzungsuntersuchungen zu den Dreischichtfilmen mit den anionischen
Permeationsverbesserern ergaben unter Verwendung der biorelevanten Stempel-und-
Filter-Freisetzungsmethode (vgl. Abschnitt 6.2.11.2) eine langsamere und geringere
Freisetzung der Dreischichtfilme mit SDS, Glycodesoxycholat und Olsdure im
Vergleich zur PVP-Referenz (vgl. Abbildung 3.61 A). In den ersten Minuten zeigten
die Dreischichtfilme noch keine Unterschiede im Freisetzungsprofil. Nach 60 min
Freisetzungszeit wurden allerdings nur etwa 60-70 % des Desmopressins aus den
Dreischichtfilmen freigesetzt, wohingegen der PVP-Film eine Freisetzung von iiber
80 % zeigte. Die Freisetzungsuntersuchungen unter Verwendung der Methode des
modifizierten  Zylinders (vgl. Abschnitt 6.2.11.1) ergaben hingegen keine
Unterschiede im Freisetzungsverhalten der Dreischichtfilme. Alle Filme erreichten
nach 30 min ein Plateau, das auf eine vollstandige Freisetzung hindeutet. Fiir SDS
wurde nur eine Freisetzung von etwa 80 % erreicht. Die Unterscheide lagen
allerdings im Bereich der Schwankungen der anderen Dreischichtfilme, die durch
den manuellen Probenzug bedingt sein kénnen.

Bei der biorelevanten Freisetzungsmethode wird der Dreischichtfilm mit der
mukoadhésiven Seite auf einen Filter gelegt, der innerhalb dieser Methode die
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Mukosabarriere darstellen soll (vgl. Abschnitt 6.2.11.2). Findet auch an der
Grenzfliche zwischen Dreischichtfilm und Filter die vermutete Prézipitatbildung
zwischen Desmopressin und den anionischen Permeationsverbesserern statt, so
kéonnte dieses Préazipitat als Barriere fungieren und die Desmopressinfreisetzung
behindern. Es wurden daher REM-Aufnahmen der Filterpapiere vor der Freisetzung
(Abbildung 3.62 A) nach der Freisetzung des PVP-Films (Abbildung 3.62 B) und
nach der Freisetzung des SDS-Films (Abbildung 3.62 C) angefertigt. Vor der
Freisetzung war die pordse Struktur des Filters zu erkennen, die sich auf Grund des
Polymers nach der Freisetzung des PVP-Films verdichtet hat. Nach der Freisetzung
der Dreischichtfilme mit anionischen Permeationsverbesserern (beispielhaft
dargestellt an SDS) waren deutlich weniger portse Strukturen zu erkennen und die
Oberflache erschien dichter. Dies konnte als Hinweis auf eine mogliche
Préazipitatbildung auf dem Filter wihrend der Freisetzung angesehen werden. REM-
Aufnahmen der AS nach der Freisetzung zeigten allerdings keine Verdnderungen,
die auf eine Prazipitatbildung deuten (vgl. Abschnitt 6.2.4.6, Aufnahmen nicht
gezeigt). Gehaltsuntersuchungen der AS und Filterpapiere nach der biorelevanten
Freisetzung enthielten Riickstdnde von Desmopressin, allerdings waren keine
Unterschiede zwischen den Filmzubereitungen festzustellen.

Abbildung 3.62: REM Aufnahmen des Filters vor der Freisetzung (A); nach der Freisetzung des
Dreischichtfilms PVP (B); und nach der Freisetzung des Dreischichtfilms mit SDS (C) unter
Verwendung der Stempel-und-Filter-Methode

Die Permeationsprofile der Dreischichtfilme mit den neutralen
Permeationsverbesserern Menthol und Propylenglykol sind in Abbildung 3.63
dargestellt und Tabelle 3.19 enthélt wiederum die Werte fiir R und FIl. Die
Permeationsprofile des PVP-Referenzfilms wurden aus Vergleichsgriinden auch hier
mit dargestellt. Zur Ansicht der Finzelpermeationskurven der neutralen
Permeationsverbesserer wird auf Abbildung 7.6 im Anhang verwiesen. Auf Grund
der hohen Abweichungen des Mentholfilms waren keine Unterschiede zu dem PVP-
Referenzfilm erkennbar. Die starke Streuung der Ergebnisse kann anhand der
Einzelkurven in Abbildung 7.6 A (Anhang) erklart werden, da zu erkennen ist, dass
eines der vier Permeationsprofile deutlich hoher lag als die anderen Profile. Die
iibrigen Filme resultierten in vergleichbaren Permeationsprofilen, die alle unterhalb
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der des PVP-Referenzfilms lagen. Da allerdings keine Risse in der Mukosa
festgestellt wurden und der Integritatstest (vgl. Abschnitt 6.2.12.2) keine Hinweise
auf Mukosadefekte lieferte, wurde das nach oben abweichende Permeationsprofil in
die Auswertung aufgenommen.
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Abbildung 3.63: Permeationskinetiken des Dreischichtfilms PVP mit Menthol (A); und
Propylenglykol (B) als neutrale Permeationsverbesserer unter Verwendung von sublingualer
Schweineschleimhaut; MW 4 s; n=4; Einzelkurven in Abbildung 7.6 im Anhang enthalten

Ahnlich den Beobachtungen zu SDS und Olsdure zeigte sich im Fall des
Mentholfilms keine zeitliche Verzogerung der Desmopressinpermeation, was
wiederum vor allem auf das stark nach oben abweichende Permeationsprofil
zuriickzufithren ist. Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass Menthol als
Permeationsverbesserer einen Einfluss auf die Permeabilitdt der Membran hat. Der
Wirkmechanismus des Menthols ist allerdings unklar. Shojaei et al. diskutierten
einen Einfluss auf den Verteilungskoeffizienten zwischen Akzeptormedium und
Mukosa unter Verwendung von Nukleosidanaloga als Modellsubstanzen [238].

Tabelle 3.19: Flux (Fl) des Desmopressin aus den Dreischichtfilmen mit neutralen

Permeationsverbesserern; MW+ s; n=4

Formulierung R FI + s [pg/h]

Menthol 0,9252 53+ 56

Propylenglykol 0,9812 1,3+ 0,7
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Hinsichtlich  des Dreischichtfilms mit Propylenglykol  als neutraler
Permeationsverbesserer wurde ebenfalls eine geringere Desmopressinpermeation im
Vergleich zum PVP-Film festgestellt (vgl. Abbildung 3.63 und Tabelle 3.19). Da
sich die Filmzubereitung nur in dem Anteil an Propylenglykol in der MS von der
PVP-Referenz unterschied und keine Prézipitatbildung beobachtet wurde, die einen
permeationslimitierenden Effekt ausiiben konnte, wére eine Permeation dhnlich dem
PVP-Film zu erwarten. Die vergleichsweise niedrigere Permeation kann demnach
nicht mit einer moéglichen Permeationsbarriere durch Bildung eines Prazipitats an
der Grenzfliche zwischen Mukosa und Film erklart werden, was im Fall der
anionischen Permeationsverbesserer vermutet wurde. Die Untersuchung des
Desmopressingehalts in Mukosa und AS nach der Permeation ergab auch keine
Unterschiede zwischen dem PVP- und Propylenglykol bzw. Menthol-Film (vgl.
Abbildung 3.64). In beiden Féllen wurden wiederum nur etwa 15 % der gesamten
Desmopressinmenge wiedergefunden. Fin hoéherer enzymatischer Abbau der Filme
mit Permeationsverbesserern kann somit ebenfalls ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.64: Desmopressinkonzentration im Akzeptormedium, in der AS und in der sublingualen
Mukosa nach 4 h ez-vivo-Permeation der Dreischichtfilme mit neutralen Permeationsverbesserern;

MW + s; n=4

Untersuchungen zum Freisetzungsverhalten beider Dreischichtfilme mit den
neutralen Permeationsverbesserern zeigten fiir beide Filme eine vergleichbare
Desmopressinfreisetzung zu dem PVP-Dreischichtfilm als Referenz (vgl. Abbildung
3.65). Im  Gegensatz zu den  Dreischichtfilmen  mit  anionischen
Permeationsverbesserern konnte hier das Freisetzungsverhalten keine Hinweise auf
die verringerte Desmopressinpermeation im Vergleich zum PVP-Referenzfilm liefern.
Es zeigten sich lediglich die durch die Freisetzungsmethoden bedingten
Unterschiede, die bei allen Dreischichtfilmen beobachtet wurden. Demnach ergab
sich unter Verwendung der Methode des modifizierten Zylinders eine schnelle
Freisetzung (80 % nach 30 min) und unter Verwendung der Stempel-und-Filter-
Methode eine verldngerte Freisetzung.
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Abbildung 3.65: Freisetzungsprofile des Dreischichtfilms PVP mit Menthol und Propylenglykol als
neutrale Permeationsverbesserer; Stempel-und-Filter-Methode (6 cm? Filme) (A); Methode des
modifizierten Zylinders (3cm? Filme)(B); MW + s; n=3

Folglich kann auch im Fall der neutralen Permeationsverbesserer von einem
negativen Effekt auf die Desmopressinpermeation ausgegangen werden, wenngleich
die Griinde fiir verringerte Permeation auf der Basis dieser Ergebnisse nicht
identifiziert werden konnten. Die Bildung eines Préazipitats mit Desmopressin kann
nicht zu dem Ergebnis gefithrt haben. Genauso kénnen freisetzungsbedingte Griinde
ausgeschlossen werden. Gehaltsbestimmungen der Filme ergaben keine Hinweise auf
eine mogliche Instabilitdt des Desmopressing. Ein vermehrter enzymatischer Abbau
wurde ebenfalls als unwahrscheinlich eingestuft.

Demzufolge sind weitere Untersuchungen mit hoheren Stichprobenumfingen
notwendig, um eine eindeutige Aussage 1iiber das Permeationsverhalten der
Dreischichtfilme mit neutralen Permeationsverbesserern zu treffen. Im Rahmen der
hier  durchgefiihrten = Permeationsuntersuchungen  wurde innerhalb  einer
Versuchscharge mit mindestens 6 verschiedenen Schweinezungen gearbeitet. Die
Mukosastiicke wurden auf die einzelnen Proben randomisiert, da interindividuelle
Schwankungen der Mukosapermeabilitdt die FErgebnisse verfalschen konnen.
Trotzdem kann ein Einfluss der Mukosaquelle auf die Permeationsprofile nicht
ausgeschlossen werden.
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Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass keiner der verwendeten anionischen und
neutralen Permeationsverbesserer einen positiven Effekt auf die
Desmopressinpermeation aus dem Dreischichtfilm aufwies. Hinsichtlich der
péadiatrischen Zielgruppe ist es von Vorteil, auf Permeationsverbesserer verzichten
zu konnen, da diese oft zu Schleimhautirritationen fithren und somit
zulassungshezogene Probleme nach sich ziehen kénnen.

3.2.7.6 Zusammenfassung

Bestandteil dieses Kapitels war die Charakterisierung des oromukosalen, ex-vivo-
Permeationsverhaltens des Desmopressins sowie des Freisetzungsverhaltens der
entwickelten Filmzubereitungen. Im Allgemeinen konnte trotz der ungiinstigen
physikochemischen Eigenschaften des Desmopressins eine oromukosale ex-vivo-
Permeation erzielt werden. Auf Basis der Ergebnisse von
Methodenentwicklungsuntersuchungen wurde Citratpuffer pH 5 sowie ein vertikales
Permeationszellmodell zur Charakterisierung des Permeationsverhaltens von
Desmopressin herangezogen. Untersuchungen an verschiedenen Schleimhautgeweben
des Schweins resultierten in einer hoheren ez-vivo-Desmopressinpermeation durch
sublinguale Mukosa im Vergleich zu 6sophagealer Mukosa. Dies kann hauptsachlich
auf die Unterschiede in den Mukosadicken und der Zellschichtenanzahl
zuriickgefithrt werden.

Der Dreischichtfilm mit PVP zeigte gegeniiber Chitosan als mukoadhésivem
Polymer trotz vergleichbarer Freisetzungsprofile eine hdhere oromukosale ex-vivo-
Desmopressinpermeation. Der Zusatz von EC als wasserunlosliches Polymer in der
Desmopressinmatrix (WS) fithrte zu einer Verlangerung der Freisetzung, die sich
ebenfalls in einer Reduktion der Desmopressinpermeation widerspiegelte. Chitosan
fithrte auch hier zu einer stark verringerten Desmopressinpermeation, die auflerhalb
der analytischen Bestimmungsgrenze lag (Signal-Rauschverhdltnis < 10). Aus
diesem Grund wurde eine Barrierewirkung des Chitosans auf das oromukosale ez-
vivo-Permeationsverhalten des Desmopressins diskutiert. Der einschichtige
Desmopressinfilm HCI-b resultierte in einer schnelleren Freisetzung, aber geringeren
Desmopressinpermeation verglichen mit dem Dreischichtfilm mit PVP.

Im Allgemeinen zeigten die Dreischichtfilme unter Verwendung der biorelevanten
Stempel-und-Filter-Methode eine verlangerte Freisetzung, die der Higuchi-Kinetik
ahnelt und somit im Hinblick auf die angestrebte orotransmukosale Anwendung als
vorteilhaft eingestuft werden kann. Nach 60 min wurden nur maximal 4,7 + 2.0 %
Desmopressin ~ iiber die  Abdeckschicht  freigesetzt, wodurch von einer
unidirektionalen Freisetzung ausgegangen werden kann.

Entgegen den FErwartungen fiihrte keiner der verwendeten Permeationsverbesserer
zZu einer Erhéhung der Desmopressinpermeation. Die verringerte
Desmopressinpermeation unter Verwendung der anionischen Permeationsverbesserer
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SDS, Glycodesoxycholat und Olséure kann eventuell auf die Bildung eines schwer
loslichen Elektrolytkomplexes an der Grenzflache zwischen Mukosa und Film
zuriickgefiihrt werden. Allerdings konnte die verringerte Desmopressinpermeation
der Dreischichtfilme mit den neutralen Permeationsverbesserern Menthol und
Propylenglykol auf Basis der Ergebnisse nicht geklart werden.

Das Hauptziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung einer filmférmigen
Zubereitung zur orotransmukosalen Applikation des Peptidhormons Desmopressin
bei Kindern und FErwachsenen. Schlussfolgernd konnten dreischichtige Filme
entwickelt werden, mit denen eine oromukosale Permeation von bis zu 1,5 %
Desmopressin (PVP; entsprechend 43 pg/cm?) nach 4 h auch ohne die Wirkung von
Permeationsverbesserern erzielt werden konnte.

3.2.7.7 Ausblick

Die entwickelten Dreischichtfilme stellen eine aussichtsreiche Arzneiform zur
orotransmukosalen Applikation von Desmopressin dar, wobei die sublinguale
Anwendung durch die ausgepragte Mukoadhésion sowie der hohen Permeabilitat als
besonders vielversprechende Applikationsroute erscheint. Der Film konnte unter der
Zunge des Kindes oder des Erwachsenen angebracht werden und den Wirkstoff iiber
eine spezifizierte Zeit in der Nacht durch die sublinguale Schleimhaut freigeben. Die
unlosliche Abdeckschicht (AS) kénnte dabei zusétzlich als Kontrollmechanismus fiir
den Anwender oder die Eltern dienen, um eine Therapiesicherheit zu schaffen.

Unter der Annahme, dass der Anteil an permeiertem Desmopressin gleichzeitig auch
bioverfiighar wird, konnte auf der Basis dieser Ergebnisse auf eine 10-fache
Erhohung der BV im Vergleich zur oralen Applikation einer Tablette oder eines
Lyophilisats geschlossen werden. In-vivo-Daten in der adulten und padiatrischen
Population wéren notwendig, um diese Vermutung zu verifizieren. Weiterhin wéren
Studien notwendig, um eine potentielle Reizung der oromukosalen Schleimhaut des
Patienten auszuschlieBen. Im Zuge der Therapiesicherheit wiirden dariiber hinaus
Untersuchungen zur sublingualen in-vivo-Verweilzeit unter Berticksichtigung der
mechanischen Beanspruchung durch die Zunge benotigt werden.

Aufbauend auf den Erkenntnissen dieser Arbeit kénnen weitere Mafinahmen zur
Verbesserung der orotransmukosalen Permeation des Desmopressins ergriffen
werden. Dazu gehort beispielsweise die Implementierung von Enzyminhibitoren zur
Reduktion der Desmopressindegradation. Einen weiteren Ansatz  bietet
Nanoverkapselung von Desmopressinpartikeln. Nanopartikel konnen auf Grund ihrer
Grofle und Mobilitdt zu einer verbesserten oromukosalen Permeation fiithren.

Die Ausbildung eines Elektrolytkomplexes mit anionischen Molekiilen, wie
beispielsweise PA, konnte auch als Vorteil genutzt werden, um eine gesteuerte
Freisetzung zu erzielen und die Effizienz der Desmopressinliberation aus dem Film
zu steigern.
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4 Zusammenfassung

Im Zuge der Weiterentwicklung biotechnologischer Méoglichkeiten und des
wachsenden Bedarfs an wirksamen Arzneistoffen in vielen Indikationsbereichen, wie
beispielsweise Autoimmunerkrankungen oder viralen Infektionen ist in den letzten
Jahren ein starker Zuwachs an zugelassenen Arzneistoffen mit Peptidstruktur zu
verzeichnen gewesen. Auf Grund der problematischen Struktureigenschaften
peptidischer Stoffe sind diese meist durch eine geringe orale Bioverfiigharkeit
charakterisiert, wodurch eine parenterale Applikation notwendig ist. Es besteht
demnach ein grofies Interesse an alternativen, nicht invasiven Applikationswegen,
um die Therapietreue des Patienten zu verbessern. Innerhalb dieser Arbeit wurden
daher filmférmige Zubereitungen zur orotransmukosalen Peptidapplikation
entwickelt, hergestellt und hinsichtlich der speziellen Anforderungen an diese
Arzneiform charakterisiert. Da es sich dabei um ein neues Forschungsgebiet unserer
Arbeitsgruppe handelt, wurden zundchst pharmakologisch inaktive Modellpeptide
herangezogen, um kritische Prozess- und Produktattribute zu definieren und diese
auf ein pharmakologisch aktives Peptid anzuwenden. Dazu wurde eine filmférmige
Arzneiform ZUur orotransmukosalen Applikation des Peptidhormons
Desmopressinacetat (Desmopressin), welches vornehmlich im pédiatrischen Bereich
Anwendung findet, entwickelt.

Anhand von Stabilitdtsuntersuchungen verschiedener einschichtiger
Filmzubereitungen mit den Modellpeptiden konnte der pH-Wert als kritisches
Produktattribut definiert werden. Lag der pH-Wert der Zubereitung auflerhalb des
pH-Wert Optimums der Peptide, kam es iiber eine Lagerungszeit von 3 Monaten zu
einem starken hydrolytischen Abbau der Peptide. In Folge dessen eignete sich
HPMC allein ohne pH-regulierende Zusétze nicht als filmbildendes Polymer und
fiihrte bereits nach der Herstellung zu starken Abbaureaktionen beider Peptide.
Dabei war die Degradation des Peptids mit dem freien N-terminalen Ende starker
ausgeprigt. Auf der Basis der Ergebnisse zu den Modellpeptiden konnten weiterhin
Peptid spezifische Anforderungen fiir die Einarbeitung in filmférmige Zubereitungen
definiert werden. Strukturmerkmale wie freie, stark basische oder saure funktionelle
Gruppen sollten vermieden werden oder als das korrespondierende Salz eingesetzt
werden, um selbstinduzierten, pH-abhéngigen Instabilititen entgegenzuwirken. Eine
stark ausgepréigte Hydrolyseempfindlichkeit ist demnach unbedingt zu vermeiden.

Bei dem Transfer der Ergebnisse auf das pharmakologisch aktive Peptid
Desmopressin wurden deshalb zunéchst Langzeitstabilitdtsuntersuchungen unter
Verwendung verschiedener pH-Regulatoren sowie HPC und HPMC als
Desmopressinmatrices durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass Salzsdure als pH-Regulator
sowie HPC als filmbildendes Polymer am besten zur Stabilisierung des
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Desmopressins in der Filmzubereitung geeignet waren. Diese dienten fortan als
Desmopressimatrix.

Um eine orotransmukosale Desmopressinapplikation zu erzielen, wurden
dreischichtige Filme bestehend aus einer mukoadhésiven Schicht (MS), einer
Wirkstoffschicht (WS) und einer Abdeckschicht (AS) zur unidirektionalen
Freisetzung in Mukosarichtung entwickelt. Zur Auswahl der Hilfsstoffe wurde sich
neben den zuvor definierten formulierungs- und peptidspezifischen Anforderungen
zusitzlich an der EMA Richtlinie zur Unbedenklichkeit pharmazeutischer Hilfsstoffe
in padiatrischen Arzneimitteln orientiert. Mit Ausnahme des Dreischichtfilms mit
Polyacrylsdure (PA) als mukoadhésives Polymer erfiillten alle Filme die
Anforderungen zur Gleichférmigkeit einzeldosierter Arzneiformen (2.9.40 Ph. Eur.)
und fithrten zu keinerlei Degradation des Desmopressins. Die mukoadhésiven
Eigenschaften der Dreischichtfilme mit Povidon (PVP), PA und Chitosan (Chito)
waren am starksten ausgebildet. Die Untersuchungen zur Lagerstabilitdt nach ICH
zeigten, dass Desmopressin in allen Filmzubereitungen iiber einen Zeitraum von 6
Monaten Lagerung bei 21 °C und 45 % r.F. stabil blieb. Unter Stressbedingungen
(40 °C und 75 % r.F.) konnte eine teils starke Degradation des Desmopressin
festgestellt werden. Die Dreischichtfilme, die das Polymer Chitosan in der MS
enthielten, zeigten unter diesen Bedingungen deutlich weniger Abbaureaktionen des
Desmopressins. Es wurde auf Grund der pH-abhéngigen Loslichkeit eine
Barrierefunktion des Chitosans gegeniiber feuchtigkeitsinduzierten, hydrolytischen
Abbaureaktionen angenommen. Es ist demnach eine, fiir filmférmige Zubereitungen
iibliche, trockene Lagerung in Aluminiumsachets bei Raumtemperatur notwendig.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit bestand in der Evaluation verschiedener tierischer
Schleimhautgewebe sowie Schleimhautersatzmaterialien hinsichtlich ihrer Eignung
zur Testung der mukoadhésiven Eigenschaften von Arzneiformen. Es konnte gezeigt
werden, dass die getesteten Schleimhautersatzmaterialien im Vergleich zu tierischer
Mukosa zu weniger diskriminierenden Ergebnissen fithrten, wodurch sie als weniger
geeignet zur Bestimmung der Mukoadhésion von Arzneiformen bewertet wurden.

AuBerdem wurden zum ersten Mal Untersuchungen zur oromukosalen ex-vivo-
Permeation des Desmopressins durchgefiihrt. Es konnten erfolgreich neue Methoden
zur Bestimmung der ez-vivo-Permeation von Donorlosungen sowie von den
entwickelten  Dreischichtfilmen etabliert ~werden. Trotz der nachteiligen
physikochemischen Strukturattribute des Desmopressins konnte erstmals eine
oromukosale Permeation von bis zu 5 % im Fall der Donorlésungen durch
sublinguale Schweineschleimhaut erzielt werden. Die 6sophageale Mukosa resultierte
auf Grund des dickeren Zellschichtaufbaus in einer geringeren Permeabilitdt von
etwa 0,2 %. Der Dreischichtfilm mit PVP als mukoadhéasives Polymer erreichte
nach 4 h mit etwa 1,5 % (entsprechend 43 1g/em?) die hochste oromukosale ex-vivo-
Desmopressinpermeation im Vergleich zu allen anderen Filmen. Chitosan schien



124 Zusammenfassung

auch hier eine Barrierefunktion auszuiiben, was sich in einer geringeren Permeation
sowie teilweise auch in einer verlangerten Freisetzung &uflerte. Der Einsatz von
Permeationsverbesserern fiihrte zu einer Reduktion der Desmopressinpermeation. Im
Fall der anionische Permeationsverbesserer kann diese Beobachtung wahrscheinlich
auf eine Prézipitatbildung zwischen der Desmopressinbase und den Sduregruppen
der Permeationsverbesserer an der Grenzschicht zwischen Mukosa und Film
zuriickgefiihrt werden. Die niedrigere Permeation bei Verwendung der getesteten
neutralen Permeationsverbesserer Menthol und Propylenglykol konnte nicht
abschlieflend gekldrt werden.

Weiterhin konnte eine Freisetzungsmethoden-bedingte Kinetik der Dreischichtfilme
festgestellt werden. Wéhrend unter Verwendung der Methode des modifizierten
Zylinders eine schnelle Freisetzung nach 60 min beobachtet wurde, fithrte die
biorelevante Stempel-und-Filter-Methode zu Profilen, die einer verldngerten
Matrixfreisetzung ahnelten.

Im Rahmen der Filmformulierungsentwicklung  wurde eine  manifeste
Inkompatibilitit von Desmopressin in Form eines Prézipitats mit anionischen
Substanzen  beobachtet. Im  Fall der PA  konnte anhand von
Verdrangungsreaktionen sowie Freisetzungsuntersuchungen die Bildung eines
unloslichen Polyelektrolytkomplexes zwischen der Desmopressinbase und dem
Polyacrylatanion nachgewiesen werden. In demineralisiertem Wasser konnte ein
rapider Freisetzungsanstieg der Filme mit PA nach Zugabe von Natriumacetat
erzielt werden, was mit einer Verschiebung der Gleichgewichtsreaktion auf die Seite
des Desmopressinacetats erklart werden konnte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass filmformige Zubereitungen zur
orotransmukosalen Peptidapplikation erfolgreich entwickelt, hergestellt sowie
hinsichtlich den speziellen Anforderungen dieser Arzneiform mit geeigneten
Methoden charakterisiert ~wurden. Die dargestellten Ergebnisse zu dem
Peptidhormon Desmopressin koénnen als vielversprechender Ansatz zur moglichen
Erhohung der oromukosalen BV sowie zur Verbesserung der Therapiesicherheit auf
Grund reduzierter Nahrungsmittelinterferenz angesehen werden. Es ergeben sich
dadurch nicht nur wichtige Vorteile hinsichtlich der Therapietreue des Patienten,
sondern auch die Moglichkeit wirtschaftlicher Einsparungen durch reduzierte
Wirkstoffkosten.
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5 Summary

In recent years, the number of approved peptide drugs has raised as a result of the
progressing biotechnological possibilities and the increasing need of potent drug
candidates in various indication areas, like autoimmune diseases or viral infections.
Due to their adverse physicochemical structure attributes, the oral bioavailability of
these peptides is very low and demands parenteral application. Consequently, there
is a need for alternative and non-invasive routes of administration to improve
patient compliance. To overcome this issue, the present work was focusing on the
development, production and characterization of film preparations for
orotransmucosal administration. Due to the fact that the orotransmucosal peptide
delivery by film preparations is an innovative research area with little data
published, the first step was the definition of critical formulation and process
attributes by using two pharmacological inactive model peptides, which should then
be transferred to a pharmacological active peptide drug available on the market. As
pharmacological peptide desmopressin acetate (desmopressin), which is mainly used
in the hormonal treatment of children, was chosen.

Within stability tests of single layer films containing the two model peptides, the
pH-value of the formulations could be identified as one of the main critical
formulation attributes. Storage stability analysis showed pronounced degradation of
the peptides after 3 months, if the pH-value was out of the optimum pH-range.
Therefore, HPMC without any pH-value-modifying additives was not suitable to
stabilize both peptides and resulted in high degradation immediately after
production, while the degradation of the unprotected peptide with the free N-
terminal end was higher, compared to the other model peptide. Based on these
results, it was also possible to define some peptide related requirements, which are
assessed as important for a successful incorporation of peptide drugs in film
formulations. Structure attributes like free alkaline or acidic functional groups
should be avoided or used as the corresponding salt to prevent self-mediated, pH-
value-dependent hydrolytic degradation processes.

By transferring the outcomes of the model peptides to desmopressin as
pharmacologically active peptide, long term stability studies on several pH-value-
modifying agents as well as HPC und HPMC as film forming polymers were
performed. HPC as film former and hydrochloric acid as pH-value-modifier were
found to provide suitable stability of desmopressin within the film matrix and were
used for further experiments.

To achieve orotransmucosal desmopressin delivery, triple layer films consisting of a
mucoadhesive, a drug and a backing layer were developed to ensure unidirectional
drug release to the oral mucosa. In addition to the preliminary defined formulation
and peptide related requirements, the excipients were selected regarding their
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toxicity profile for the paediatric population according to the EMA “Guideline on
pharmaceutical development of medicines for paediatric use”. Except for the triple
layer film containing polyacrylic acid as mucoadhesive layer, all film formulations
confirmed to the monograph 2.9.40 of the Ph. Eur. regarding the uniformity of
dosage units and did not result in any desmopressin degradation after
manufacturing. During long term storage stability studies over 6 months at 21 °C
and 45 % r. H., desmopressin remained stable in all film formulations, whereas
stressed conditions (40 °C 75 % r. H.) led to several degradation processes within
the film formulations. The triple layer film containing chitosan as mucoadhesive
layer showed less degradation compared to all other formulations. This might be an
indicator for chitosan acting as a barrier against moisture related hydrolytic
degradation and can be explained by the pH-value-dependent solubility of chitosan.
Therefore, as usual for film formulations, storage at room temperature, protected
from moisture in aluminum sachets, is recommended.

Another part of this work was focusing on the evaluation of different animal
mucosal tissue as well as alternative mucosal materials regarding their feasibility for
measuring the mucoadhesive properties of dosage forms. It could be shown that the
alternative mucosal materials led to less discriminating results compared to the
animal mucosal tissue. Hence, based on these results, alternative mucosal materials
were assessed as not suitable for mucoadhesion testing of dosage forms.

For the first time, oromucosal ez-vivo studies on the permeation ability of
desmopressin were performed. Methods, which are able to determine the ez-vivo
permeation of donor solutions as well as the developed film formulations, were
successfully established. Despite several adverse physicochemical structure
attributes of desmopressin, it was firstly possible to achieve oromucosal permeation
of desmopressin of up to 5% by using porcine sublingual mucosa as model
membrane. Due to the higher membrane thickness of esophageal mucosa, the
permeability of desmopressin was lower (0.2 %) compared to the sublingual one.
The triple layer film made of PVP as mucoadhesive layer resulted in the highest
(1.5 %, corresponding to 43 ng/cm?) oromucosal ex-vivo permeation compared to all
other film formulations. Again, chitosan seemed to act as barrier for the permeation
and dissolution ability of desmopressin. The incorporation of permeation enhancers
into the mucoadhesive layer did not result in any increase of permeation. Anionic
permeation enhancers even led to a decrease of the permeation of desmopressin,
which was probably due to a precipitate formation between the desmopressin base
and the permeation enhancer anion at the boundary between the mucosa and the
film. The lower desmopressin permeation, which was observed for the film
containing propylene glycol, could not be explained so far.

Furthermore, a differing dissolution behavior of the triple layer films was detected
by using different methods. Whereas the triple layer films showed an immediate
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release by using the modified cylinder method, the dissolution profile recorded by
the biorelevant punch and filter method was similar to matrix controlled dissolution
kinetic.

During formulation development studies, a manifest incompatibility between
desmopressin and anionic substances by forming a precipitate was observed.
Regarding polyacrylic acid, it was possible to verify the formation of a
polyelectrolyte complex between the desmopressin base and the polyacrlyic acid
anion by dissolution studies as well as competition reactions. The dissolution of a
film containing polyacrylic acid and desmopressin in demineralized water could be
rapidly increased after adding sodium acetate as electrolyte, because of shifting the
equilibrium reaction from desmopressin polyacrylate back to desmopressin acetate.

To conclude, oromucosal film preparations for orotransmucosal peptide delivery
could be successfully developed, produced and characterized regarding the special
requirements of this dosage form. The presented results about the triple layer films
of the peptide hormone desmopressin can be assessed as a promising option to
possibly increase the oromucosal bioavailability of desmopressin as well as to
enhance therapy safety by reduced adverse food-drug interactions. Finally, the
developed dosage form could provide advantages not only related to improved
compliance of the patient but also related to the possibility to safe drug related
Costs.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Materialien

In Tabelle 6.1 sind die verwendeten Peptidmolekiile und Standards aufgelistet. Die
beiden Modellpeptide wurden im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der
Pharmazeutischen Chemie eigenstandig synthetisiert und auf deren Reinheit
iiberpriift. Tabelle 6.2 enthélt die verwendeten Substanzen zur Herstellung der Ein-
und Dreischichtfilme und Tabelle 6.3 beinhaltet die Substanzen zur analytischen
Charakterisierung der Peptide sowie der Filmzubereitungen. In Tabelle 6.4 sind die
zur  Bestimmung der  Mukoadhésion und  Permeation  verwendeten
Mukosamaterialien aufgelistet.

Tabelle 6.1: Peptidmolekiile und Standards

Peptid Aminosiuresequenz Bezugsquelle
Chz-MP Cbz-Ala-Phe-GlyOEt Eigensynthese
NH,-MP NH,-Ala-Phe-GlyOEt Eigensynthese

PolyPeptide
Desmopressinacetat Labortories, Limhamn,
?‘ Schweden
SCH,CH,C-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-D-Arg-Gly-NH,
Desmopressinacetat EDQM, Straiburg,
Referenzstandard Frankreich

Tabelle 6.2: Substanzen zur Filmherstellung

Substanz Handelsname Bezugsquelle
Carmellose Natrium Walocel® C2000 Dow Wolff Celulosics, Bomlitz,
PAQ7 Deutschland
Chitosan 85% deacetyliert Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland
Citronensdure Monohydrat Chemsolute, Renningen,
Deutschland
Dimethylaminoethylmethacrylat Eudragit® EPO Evonik, Darmstadt, Deutschland
Ethanol 99% Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland
Ethylcellulose Aqualon® N22 Ashland, Waalwijk, Niederlande

Glycerol 85 % Caelo, Hilden, Deutschland
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Glycodesoxycholat Natrium

Hyprolose

Hypromellose

Hypromellose Actatsuccinat
Maleinséure

Ammoniummethacrylat

Copolymer Typ B
Menthol

Natriumlaurylsulfat

Natriummonohydrogenphosphat

Olsdure

Polyacrylsidure

Polyethylenoxid

Polyvinylacetat

Polyvinylalkohol
Povidon
Propylenglykol
Salzsdure 1N

Wasser, gereinigt

Klucel® ELF
Klucel® LFPH

Pharmacoat® 606
Pharmacoat® 603

Aquoat® AS-MF

Eudragit® RSPO

Carbopol® 974P NF
Carbopol® 971P NF

Polyox® WSR N 10

Vinnapas® B60

Emprove® 4.88
Kollidon® 90

Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland

Ashland, Waalwijk, Niederlande

Shin-Ftsu, Tokio, Japan

Shin-Etsu, Tokio, Japan
Merck, Darmstadt, Deutschland

Evonik, Darmstadt, Deutschland

Caelo, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland

Lubrizol, Ohio, USA

Dow Wolff Celulosics, Bomlitz,
Deutschland

Wacker Chemie, Miinchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
BASF, Ludwigshafen, Deutschland
Caelo, Hilden, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eigengewinnung durch Destillation

Tabelle 6.3: Substanzen fiir analytische Zwecke

Substanz

Bezugsquelle

Acetonitril

Ammoniak 25 %
Calciumchlorid Dihydrat
Ammoniumchlorid

Carmellose Natrium 400

VWR, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Caelo, Hilden, Deutschland
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Citronenséure

Essigsdure 96 %

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliummonohydrogenphosphat
Krebs-Ringer Bicarbonat Puffer
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat

Natriummonohydrogenphosphat-
Dodecahydrat

Natronlauge
ortho-Phosphorsiaure 85 %
Sorbinsaure

Sorbitol

Triethylamin
Trifluoressigsiure

Trypanblau 0,4 % fir Zellkulturen

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Applichem, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Caelo, Hilden, Deutschland

Caelo, Hilden, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Sofern keine zusatzlichen Angaben gemacht wurden, wurde das entsprechende Anhydrat

der Puffersalze verwendet.

Tabelle 6.4: Mukosa- und Mukosaersatzmaterialien zur Bestimmung der

Permeation
Mukosamaterial Bezugsquelle
Schweinewangen Lokaler Schlachtbetrieb
Schweinezungen Lokaler Schlachtbetrieb
Schweinespeiserdhren Lokaler Schlachtbetrieb

Pharmagelatine Typ A, 160 Bloom

Mucin Typ II, Porcine stomach

Gelita, Eberbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Mukoadhéasion und

Alle verwendeten tierischen Schleimhédute stammten von deutschen Landschweinen
im Alter von 7-8 Monaten mit einem Gewicht von 100-150 kg. Die tierischen
Materialien wurden unmittelbar nach der Schlachtung prapariert und verwendet.
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Tabelle 6.5: Verwendete Puffer und Medien

Puffer Zusammensetzung™* Anwendungshbereiche

Phosphatpuffer pH 3 Kaliumdihydrogenphosphat 25mM

Phosphatpuffer pH 6 Natriumdihydrogenphosphat 57mM Dispersionsmittel fiir
Modellpeptide
Phosphatpuffer pH 8 Natriumdihydrogenphosphat 26mM (Abschnitt 3.1.2)
Phosphatpuffer pH 10 Ammoniumchlorid 100mM
Acetatpuffer pH 4,5 Natriumacetat 50 mM Dispersionsmittel fiir
Essigsdure 50 mM Desmopressin

(Abschnitt 3.2.5)

Citratpuffer pH 5 Citronensdure 10 mM Akzeptor- und
Donormedium
(Abschnitt 3.2.7)

Phosphat-Citratpuffer Citronensdure 4mM Dispersionsmittel zur
pH 5,5 Natriumonohydrogenphosphat 10 mM Filmherstellung
(Abschnitt 3.2.3)
Krebs-Ringer D-Glucose 10 mM Néhr-und
Bicarbonat Puffer Magnesiumchlorid 0,5 mM Lagerungsmedium

(fertige Mischung; vgl.
Tabelle 6.3)

Kaliumchlorid 5 mM (Abschnitt 6.2.9)

Natriumchlorid 120 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 0,7 mM
Kaliummonohydrogenphosphat 1 mM

Phosphatpuffer pH 6,8  Kaliumdihydrogenphosphat 100 mM  Akzeptor-, Freisetzungs-

Natriummonohydrogenphosphat und Dispersionsmedium
300 mM fiir Mucin
(Abschnitt 3.2.7, 3.2.5
und 6.2.10)
Kinstlicher Speichel Kaliumchlorid: 0,12 Donormedium,
(NRF 7.5.) Natriumchlorid: 0,085 (Abschnitt 3.2.7)

Natriummonohydrogenphosphat
Dodecahydrat: 0,25

Calciumchlorid Dihydrat: 0,015
Magnesiumchlorid Hexahydrat: 0,005
Sorbinsdure: 0,1

Carmellose-Natrium 400: 0,5
Sorbitol-Lsg. 70%: 4,3

Aqua purificata. ad 100,0

*Sofern keine zusitzlichen Angaben gemacht wurden, wurde das entsprechende Anhydrat

der Puffersalze verwendet.
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6.2 Methoden

6.2.1 Polymerlosungen

6.2.1.1 Herstellung der Polymerlsungen

Die Polymerlosungen wurden hergestellt, indem zunéchst die erforderliche Menge
des Peptids auf einer Analysenwaage mit einem einer Genauigkeit von 0,1 mg (Typ
CP224S, Sartorius, Gottingen, Deutschland) eingewogen und in der entsprechenden
Menge Losungsmittel und ggf. Glycerol 85 % oder pH-Wert-Regulatoren) gelost
wurde. Danach wurde das Polymer unter stdndigem Riihren auf einem
Magnetriithrer hinzugegeben. Bei Verwendung von Polymergemischen wurden die
verschiedenen Polymere vor der Zugabe manuell vermengt. Die Polymerlosungen
wurden bis zur vollstdndigen Homogenitdt und Luftblasenfreiheit geriihrt.

6.2.1.2 Berechnung der Peptidfraktion

Es wurde eine volumenbezogene Berechnung der Peptidfraktion vorgenommen,
wobei nidherungsweise die Dichte der Polymerldsungen auf 1 g/cm? festgelegt wurde.
Da zur Bestimmung der Gleichférmigkeit einzeldosierter Arzneiformen (Ph Eur.
2.9.40) Filme mit einer Flache von 3 ¢cm? verwendet wurden, wurde die Berechnung
auf ein Volumen von 0,15 ¢cm® (bei einer Rakelhéhe von 500 pm) bezogen, welches
durch die oben beschriebene Dichteannahme einer Masse von 0,15 g entspricht.
Laut Rakelherstellerangaben (Erichsen 2007) ist eine Arzneistoffmehreinwaage von
30 % empfohlen. Aus Vorversuchen erwies sich eine Mehrweinwaage von 20 % als
ausreichend. Es ergab sich folgende Formel zur Berechnung der Peptidfraktion:

6.1

Peptid pro Einzeldosis [mg]*Ansatzgrt')f&e[g]) «12
)

Einwaage[mg] = ( 0,15 [g]

6.2.1.3 Dynamische Viskositit der Polymerlosungen

Die dynamische Viskositat der Polymerlosungen wurde mittels Rheometer (Kinexus
Rheometer, Malvern Instruments, Herrenberg, Deutschland) bestimmt. Dazu wurde
eine Kegel-Platte Messgeometrie (Kegel CP1/60 SR 2482 SS, Platte PL65 S0520
SS) mit einem Winkel von 1 ° und einem Durchmesser von 60 mm verwendet. Zur
Charakterisierung des FlieBverhaltens der Polymerlosungen wurde eine Auf- und
Abwiértskurve einer Scherrampenmessung zwischen 0,1 und 100 s' aufgenommen.
Dies diente zur Uberpriifung, ob die entsprechende Scherrate zur Punktmessung im
linearen Bereich lag. Die Scherrate wurde der Rakelhéhe- und Geschwindigkeit
wéhrend des Filmausziehprozesses angepasst und nach folgender Formel berechnet:
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__ Ausziehgeschwindigkeit [um/s]

-1
Scherrate [s™] Rakelhdohe [um]

6.2

Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von 25 °C durchgefithrt. Die
Datenauswertung erfolgte mit der Gerétesoftware rSpace (Kinexus, Malvern
Instruments, Herrenberg, Deutschland). Es wurde eine Dreifachbestimmung der
scheinbaren Viskositdt der Polymerlosungen vorgenommen und MW sowie
Standardabweichung berechnet.

6.2.1.4 pH-Wert der Polymerlsungen

Der pH-Wert der Polymerlosungen wurde mittels pH-Elektrode (pH-Meter 766
Calimatic, Knick, Berlin, Deutschland) ermittelt. Blieb der pH-Wert fiir mindestens
30 s stabil, wurde dieser als Endpunkt definiert.

6.2.2 Herstellung der Einschichtfilme

Die Herstellung der Einschichtfilme erfolgte durch Ausziehen der Polymerlosung auf
einer Intermediérfolie bestehend aus einer Polyamid/Polyestermischung (Mediflex
XM Type AMWL, Gent, Belgien). Dazu wurde eine Filmziehbank (Coatmaster 510,
Erichsen, Hemer, Deutschland) mit verstellbarer Rakel verwendet. Es wurde eine
Ausziehgeschwindigkeit von 6 mm/s und eine Rakelhthe von 500 pm gewéhlt. Die
Gesamtbreite des Films betrug 22 em. Die Filme wurden bei Raumtemperatur
getrocknet und die Rénder (ca. 2 ¢cm) auf Grund unregelméBiger Dicken entfernt
und verworfen. Je nach weiterer analytischer Charakterisierung wurde der Film in
kleinere Filmstiicke mit einer Flache von 0,82 (Kreisform, r=0,5 cm), 3 (Rechteck,
1,5 x 2 e¢m), 6 (Rechteck, 2 x 3 em) oder 30 em? (Rechteck, 3 x 10 em) mit Hilfe
eines Skalpells geschnitten oder eines Locheisens gestanzt.

6.2.3 Herstellung der Dreischichtfilme

Die Herstellung der Dreischichtfilme erfolgte nach der gleichen Methode wie in
Abschnitt 6.2.2 beschrieben. Die unterste, zu Beginn ausgezogene Schicht wurde auf
der Filmziehbank bei Raumtemperatur getrocknet. Die Trocknungszeit der Filme
betrug zwischen 1 und 12 Stunden. Nachdem der Trocknungsprozess abgeschlossen
war, wurden die weiteren Polymerlosungen iiber dem getrockneten Film mit Hilfe
der Rakel ausgestrichen und getrocknet. Neben den Réndern wurde hierbei auch der
mittlere Teil des Dreischichtfilms, was einer Flache von 2 x 40 ecm entsprach,
verworfen, da es ggf. zu Schleifspuren der Mikrometerschraube an der Rakel
kommen kann. Die Weiterverarbeitung erfolgte wie in Abschnitt 6.2.2.
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6.2.4 Morphologie der Filme

6.2.4.1 Dicke

Die Dicke der Filme wurde mit Hilfe einer Mikrometerschraube (Mitutoyo, Neuss,
Deutschland) mit einem Messbereich von 0-25 mm und einer Messgenauigkeit von
0,001 mm gemessen. Pro Filmzubereitung wurden jeweils n=10 Filme (1,5 x 3 cm)
in deren Mitte vermessen und anschlieflend zur Gehaltsbestimmung genutzt. MW,
Standardabweichung und Konfidenzintervall (KI) wurden berechnet.

6.2.4.2 Masse
Zur Bestimmung der Masse wurden 10 Filme einzeln gewogen (Analysenwaage, Typ
CP224S, Sartorius, Gottingen, Deutschland; Messgenauigkeit 0,1 mg) und
anschlieBend zur Gehaltsbestimmung genutzt. MW, Standardabweichung und KI
wurden berechnet.

6.2.4.3 Visuelle Beurteilung

Alle Filmzubereitungen wurden sowohl direkt nach der Herstellung und Trocknung
als auch nach deren Einlagerung unter kontrollierten Bedingungen (vgl. auch
Abschnitt 6.2.8) visuell beurteilt. Dabei wurde besonders auf Inhomogenitéten in
der Filmoberflaiche und das Auftreten von Luftblasen, Lochern oder Verfarbungen
im Film geachtet. Des Weiteren waren durch Ablosen des Filmes von der
Intermediérfolie und der damit verbundenen leichten Dehnung des Filmes erste
visuelle Einschatzungen der Flexibilitat bzw. Sprodigkeit moglich.

6.2.4.4 Fotografie

Fotografische Aufnahmen von Filmen, Gerdten oder Versuchsaufbauten und
anderen verwendeten Materialien wurden mit Hilfe einer Kamera (Nikon D300),
ausgestattet mit einem AF-S NIKKOR 16-85 mm Objektiv (Nikon, Tokyo, Japan),
gemacht. Als Hintergrundmaterialien dienten Tonkarton oder Kunststoffunterlagen.

6.2.4.5 Polarisationsmikroskopie

Es wurden polarisationsmikroskopische Aufnahmen von den Filmzubereitungen
gemacht (DMLB, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland), wobei eine 10-fache
VergroBerung im Durchlichtmodus gewahlt wurde.

6.2.4.6 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) diente zur Charakterisierung der Filme
sowie einigen anderen Materialien wie Papierfilter oder Schweinemukosa (Phenom
G2 pro, L.O.T.-Oriel, Eindhoven, Niederlande). Es wurde unter Vakuum mit einer
Arbeitsspannung von 5-10 kV gearbeitet. Dazu wurden die Proben mit einer
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Schichtdicke von 16 nm mit Gold besputtert (LOT Quantum Design, Darmstadt,
Germany).

6.2.5 Rontgendiffraktometrie

Die Festphaseneigenschaften der Filme und Ausgangsmaterialien wurden mittels
Rontgendiffraktometrie (X’Pert Pro Analytical, PANalytical, Almelo, Niederlande)
untersucht. Alle Messungen wurden im Reflektionsmodus durchgefithrt. Es wurde
eine Kupferanode mit 40 kV und 40 mA iiber Ko-Strahlung (A=1,5406 A)
verwendet. Die Proben wurden fiir 10 min in einem Winkelbereich von 10-50° 20
mit einem Winkelabstand von 0,01°20 und einer Geschwindigkeit von
30 s/Winkelabstand vermessen. Es wurde eine Divergenzblende von 1° und eine
Anti-Streulichtblende von 2 ° eingesetzt. Aus den Pulverausgangsmaterialien
wurden zu Beginn Presslinge hergestellt und die Filme wurden in eine
Probenhalterung eingespannt. Zur Auswertung wurde die Geritesoftware X’'Pert
Data Collector (PANalytical, Almelo, Niederlande) verwendet.

6.2.6 Karl-Fischer Titration

Der Wassergehalt der Filme wurde nach der Herstellung als Karl-Fischer Titration
mittels V20 Compact KF Volumeter (Mettler Toledo, Gieflen, Deutschland)
bestimmt. Hydranal-Methanol (Honeywell, Seelze, Deutschland) diente dabei als
Arbeitsmedium und die Titration wurde mit HydranalComposite (Honeywell,
Seelze, Deutschland) durchgefithrt. Die Kalibrierung erfolgte mit einem Hydranal-
Water Standard (Honeywell, Seelze, Deutschland). Die Filmproben wurden zuvor
unter kontrollierten Bedingungen (21 °C, 45 % r.F.) gelagert.

6.2.7 Gehaltsbestimmung

6.2.7.1 Allgemein

Die Gehaltsbestimmung fiir alle verwendeten Peptide erfolgte mittels HPLC
Analytik (Agilent 1260 Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Die
entwickelten Methoden wurden geméfi der Reviewer Guidance (1994) und ICH
Leitlinie Q2 RI1 [239, 240] validiert und werden in den folgenden Abschnitten
(6.2.7.2 - 6.2.7.4) detailliert erlautert.

Alle peptidhaltigen Filme wurden zudem der Priifung auf ,Gleichférmigkeit
einzeldosierter  Arzneiformen“ gemédl Ph. FEur. 2.9.40 unterzogen. Die
niedrigdosierten Filme (< 25 mg und 25 % Arzneistoff pro Film) wurden einzeln auf
Gehalt gepriift und der Akzeptanzwert (AV) nach folgender Formel berechnet:
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AV =|M —x|+k=*s 6.3

X steht dabei fiir den Mittelwert (n=10) der Einzelgehalte in der Einheit Prozent.
Es wurde der Sollgehalt an Peptid pro Film verwendet. M stellt den Referenzwert, s
die Standardabweichung und k die Akzeptanzkonstante (k =2,4) dar.

6.2.7.2 Beidseitig geschiitztes Modellpeptid (Cbz-MP)

Das beidseitig geschiitzte Modellpeptid (Cbz-MP) wurde mittels UV /VIS Detektion
bei einer Wellenlange von 210 nm analysiert. Es wurde eine CC 250/3 Nucleodur
C18 Gravity, 5 um Saule mit einer EC 4/3 Nucleodur C18, 5 pm Vorsaule
(Machery-Nagel, Diiren, Deutschland) verwendet. Die Flussrate wurde auf
0,7 ml/min und das Injektionsvolumen auf 15 ul eingestellt. Die Temperatur des
Saulenofens wurde auf 30 °C konstant gehalten. Die mobile Phase bestand aus
Wasser und Acetonitril in dem Verhéltnis 47/53 (v/v). Es wurde eine Stammloésung
mit 10 mg/100 ml Cbz-TP in Wasser und eine Kalibrierreihe von 10-70 pg/ml
erstellt. Die Filme wurden in 10 ml eines 1:1 Gemisches aus Acetonitril und Wasser
gelost und vor der Messung durch einen Polypropylenfilter der Porengrofie 0,45 pm
filtriert.

Abbildung 6.1 zeigt ein typisches Chromatogramm eines geldsten Films mit 0,5 mg
Chz-TP. Die Retentionszeit lag bei 3,3 min. Die HPLC-Methode fiir Cbz-TP wurde
hinsichtlich Wiederholbarkeit, Linearitdt, Prazision und Spezifitdt validiert. Zur
Ermittlung der Wiederholbarkeit wurde eine einmalig hergestellte Probe (50 ng/ml)
10 Mal vermessen sowie 6 einzeln hergestellt Proben der gleichen Konzentration
vermessen. Die relative Standardabweichung lag bei 0,08 % und 0,88 %. Die
Linearitat wurde iiber Kalibriergeraden mit 7 Konzentrationen an fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt. Das Bestimmtheitsmafl lag zwischen 0,9992
und 0,9999. Zur Bestimmung der Prézision wurden an fiinf aufeinanderfolgenden
Tagen eine Losung der Konzentration 50 ng/ml jeweils dreimal vermessen. Die
relative Standardabweichung lag bei 0,51 %. Die Spezifitat wurde durch Vermessen
von reinem FlieBmittel und einer Losung eines peptidfreien Films bestimmt. Das
FlieBmittel zeigte keine Absorption bei einer Messwellenlange von 210 nm und die
Filmprobe fiithrte zu einer VergrofSerung des Signals im Bereich des Injektionspeaks,
zeigte aber keine Storsignale im Bereich der Retentionszeit des Chz-TPs.
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Abbildung 6.1: Typisches Chromatogramm einer Losung eines Filmes mit Chz-MP; UV/VIS-
Detektion bei 210 nm

6.2.7.3 Einseitig geschiitztes Modellpeptid (NH>-MP)

NH>-MP  wurde mittels UV/VIS Detektion bei einer Wellenldnge von 210 nm
analysiert. Es wurde eine Perfectsil 120-2 ODS, 5pm x 4 C8 Saule (MZ-
Analysentechnik, Mainz, Deutschland) verwendet. Die Flussrate wurde auf
0,65 ml/min und das Injektionsvolumen auf 15l eingestellt. Die wéssrige
Komponente der mobilen Phase bestand aus 0,1 % Ammoniak (25 %), 0,05 %
Triethylamin und Phosphorsédure zur Einstellung eines pH-Werts von 3. Die
organische Phase bestand aus Acetonitril. Beide wurden in einem Verhaltnis 40/60
(v/v) verwendet. Es wurden eine Stammlosung mit 10 mg/100 ml NHo-TP in
Wasser und eine Kalibrierreihe von 10-70 ng/ml erstellt. Die Filme wurden in 10 ml
eines 1:1 Gemisches aus Acetonitril und Wasser gelost und vor der Messung durch
einen Polypropylenfilter der Porengrofie 0,45 pm filtriert.

Abbildung 6.2 zeigt ein typisches Chromatogramm eines gelosten Films mit 0.5 mg
NHo-TP. Die Retentionszeit lag bei 3,4 min. Die HPLC-Methode fiir NHo-TP
hinsichtlich Wiederholbarkeit, Linearitéit, Prazision und Spezifitat validiert.

Abbildung 6.2: Typisches Chromatogramm einer Losung eines Films mit NHo-MP; UV/VIS-
Detektion bei 210 nm

Zur Wiederholbarkeit wurde eine einmalig hergestellte Probe mit (50 pg/ml) 10 Mal
vermessen sowie 6 einzeln hergestellte Proben der gleichen Konzentration
vermessen. Die relative Standardabweichung lag bei 0,13 % und 0,35 %. Die
Linearitdt wurde mittels Kalibriergerade an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen
bestimmt. Das Bestimmtheitsmafl lag zwischen 0,9991 und 0,9999. Zur Bestimmung
der Prézision wurden an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen eine Losung der
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Konzentration 50 ng/ml  jeweils dreimal vermessen. Die relative
Standardabweichung lag bei 0,91 %. Zur Bestimmung der Spezifitit wurde reines
Fliefmittel und eine Losung eines peptidfreien Films vermessen. Das Flieimittel
zeigte keine Absorption bei einer Messwellenldnge von 210 nm und die Filmprobe
fithrte zu einer Vergroflerung des Signals im Bereich des Injektionspeaks, zeigte aber
keine Storsignale im Bereich der Retentionszeit des NHo-T'Ps.

6.2.7.4 Desmopressinacetat

Desmopressin wurde mittels Kombination aus einem UV /VIS Detektor (UV) und
einem Fluoreszenz Detektor (FLD) bei einer Wellenldnge von 220 nm analysiert. Es
wurde ein EC 125/4 Nucleosil C 18, 3 pm Saule unter Vorschaltung einer Vorsaule
des Types EC 4/3 Nucleosil C18, 3 pm (Machery-Nagel, Diiren, Deutschland)

verwendet. Die Flussrate wurde auf 1 ml/min und das Injektionsvolumen auf 40 jl

eingestellt. Die Saulentemperatur wurde bei 35 °C konstant gehalten. Die mobile
Phase bestand aus 0,08 % Trifluoressigsdure (A, % Vol.) und Acetonitril (B) im
Verhéltnis 77/23 (v/v). Es wurden Stammlosungen mit 10 mg/100 ml Desmopressin
in Wasser hergestellt. Kalibrierreihen von 0,1 ng-10 pg/ml (FLD) und 10 pg-500 pg
(UV) dienten zur Bestimmung der Desmopressinkonzentration der Proben. Je nach
Arzneistoffgehalt im Film wurden diese in einem angemessenen Volumen Wasser
gelost und durch einen Polypropylenfilter mit 0,45 pm Porengriifie filtriert. Die
Dreischichtfilme wurden zunédchst in 3 ml Acetonitril dispergiert, um die EC zu
losen. Danach wurden 7 ml Wasser zur Probe hinzugegeben und fiir 15 min
geschiittelt, bevor mit der Filtration der Proben begonnen wurde.

Abbildung 6.3 und Abbildung 6.4 zeigen typische Chromatogramme der UV- bzw.
Fluoreszenzdetektion von Desmopressin. Die Retentionszeit lag bei 3,6 min.

Abbildung 6.3: Typisches Chromatogramm einer Losung eines Films mit Desmopressin; UV /VIS-
Detektion bei 220 nm
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Abbildung 6.4: Typisches Chromatogramm einer Desmopressinldsung der Konzentration 0,5 pg/ml;

Fluoreszenz-Detektion bei 220 nm

Die HPLC-Methode mittels UV /VIS-Detektion wurde hinsichtlich
Wiederholbarkeit, Linearitéat, Prézision, Selektivitiat, Wiederfindung und Robustheit
validiert. Hinsichtlich der Fluoreszenzdetektion wurde die Methode auf
Widerholbarkeit, Linearitat und Préazision gepriift. Zur Wiederholbarkeit wurde eine
einmalig hergestellt Probe mit (UV: 20 pg/ml; FLD: 2 pg/ml) 10 Mal vermessen
sowie 6 einzeln hergestellte Proben der gleichen Konzentration vermessen. Die
relative Standardabweichung lag bei 0,18 % und 0,69 % (UV) sowie 0,55 % und
1,18 % (FLD). Die Linearitit wurde iiber Kalibriergeraden an  fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt. Das Bestimmtheitsmafl lag zwischen 0,9996
und 0,9999 (UV) sowie 0,9998 und 0,9999 (FLD). Zur Bestimmung der Prézision
wurde an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen eine Losung der Konzentration 20 pg/ml
(UV) und 2 pg/ml (FLD) hergestellt jeweils dreimal vermessen. Die relative
Standardabweichung lag bei 1,34 % (UV) und 0,39 % (FLD).

Zur Bestimmung der Selektivitdt wurden reines Fliemittel und eine Losung eines
peptidfreien Films vermessen. Das FlieBmittel zeigte keine Absorption bei einer
Messwellenldnge von 220 nm. Die Filmprobe fiihrte zu einer Vergrofierung des
Injektionspeaks, zeigte aber keine Storsignale im Bereich der Retentionszeit von
Desmopressin. Verunreinigungen von Desmopressin standen nicht zur Verfiigung,
weshalb der Reinstoff und Desmopressinlosungen Stressbedingungen ausgesetzt
wurden, um Abbaureaktionen zu provozieren (Tabelle 6.6)

Tabelle 6.6: Selektivitat der HPLC-Methode zu Desmopressinacetat

Probe Stressfaktor Stressbedingungen
Reinstoff Hitze R0 °C,24 h

Reinstoff Licht UV Licht, 32 d
Lésung 20 pg/ml Hydrolyse 90 °C, 2 h

Lésung 20 pg/ml Saure Salzsdure 1N, 24 h
Lésung 20 pg/ml Base Natronlauge 1N, 24 h

Lésung 20 pg/ml Oxidation Wasserstoffperoxid, 3 %, 30 min
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Der Einfluss von Hydrolyse, Saure, Base sowie Oxidation fiihrte zu
Abbaureaktionen des Wirkstoffs und Verdnderungen im Chromatogramm.
Abbildung 6.5 zeigt am Beispiel der Hydrolyse die entstandenen Abbauprodukte im
Chromatogramm. Trotz der Basislinientrennung der Abbaupeaks wurde diese
Methode nur zur Gehaltsbestimmung von Desmopressin validiert und nicht zur
quantitativen Analyse von Abbauprodukten verwendet.

Abbildung 6.5: Chromatogramm von Desmopressin nach Hydrolyse; Pfeile markieren entstandene
Abbauprodukte

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden peptidfreie Filme gelost und mit einer
Desmopressinlosung versetzt. Die Wiederfindung lag zwischen 100,3 und 102,8 %.
Zur Untersuchung der Robustheit der Methode wurden Anderungen in der
Messwellenlange, Sadulenofentemperatur, Flussrate und FlieBmittelzusammensetzung
vorgenommen und deren Finfluss auf Retentionszeit und Signalfliche untersucht
(Tabelle 6.7).

Tabelle 6.7: Robustheit der HPLC-Methode zu Desmopressin; Konzentration der Probe 20 pg/ml;
MW = s; s=0 fiir Retentionszeit; n=3

Signalflaiche [mAu] Retentionszeit [min)|
Standardmethode 7184 £ 1,5 3,60
Wellenlange 225 nm 553,6 £ 0,5 3,59
Wellenldnge 215 nm R98.9 4+ 4,4 3,62
Temperatur 30 °C 7238 & 0,3 3,70
Temperatur 40 °C 722,3 £ 1,3 3,45
Flussrate 0,9 ml 799,3 & 0,7 3,96
Flussrate 1,1 ml 6482 +0,5 3,21
FlieBmittel 80/20 (A/B) 7283 +£ 9.5 6,42
FlieBmittel 70/30 (A/B) 729.6 + 26,4 1,69

Im Hinblick auf die Signalfliche ist die Methode hinsichtlich Anderungen in
Temperatur und FlieBmittelzusammensetzung innerhalb der getesteten Grenzen als
robust einzustufen. Auch die Retentionszeit betreffend, ist die Methode hinsichtlich
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Anderungen in der Messwellenléinge robust. FlieSmittelzusammensetzung,
Saulenofentemperatur und Flussrate haben einen starken bis sehr starken Einfluss
auf die Retentionszeit von Desmopressin.

6.2.8 Stabilitdtsuntersuchungen

6.2.8.1 Stresstests der Modellpeptide

Beide Modellpeptide wurden hinsichtlich ihrer Stabilitit bei verschiedenen pH-
Werten und Temperaturen untersucht. Zur FEvaluierung der pH-Wert-Stabilitat
wurden Pufferlésungen (pH 3, 6, 8 und 10, vgl. Tabelle 6.5) mit einer
Peptidkonzentration von 50 pg/ml iiber 96 h geriihrt und der zeitabhéngige Verlauf
der Peptidkonzentration mittels HPLC-Analytik (vgl. Abschnitt 6.2.7.2 und 6.2.7.3)
bestimmt. Zur Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf die Stabilitdt der
Modellpeptide wurden wassrige Losungen mit einer Peptidkonzentration von
50 ng/ml tiber 72 h bei 40, 50, 60 und 70 °C im Trockenschrank gelagert und
ebenfalls der zeitabhingige Verlauf der Peptidkonzentration mittels HPLC-Analytik
(vgl. Abschnitt 6.2.7.2 und 6.2.7.3) untersucht.

6.2.8.2 Stabilititsuntersuchungen der Einschichtfilme

Alle peptidhaltigen Einschichtfilme wurden hinsichtlich ihrer Lagerstabilitit bei
21 °C und 45 % r.F. untersucht. Dazu wurden jeweils 10 Filme offen und vor Staub
geschiitzt in Glasgefaflen fiir 3 und 6 Monate eingelagert. Nach Auslagerung wurden
diese hinsichtlich Filmdicke (vgl. Abschnitt 6.2.4.1), Masse (vgl. Abschnitt 6.2.4.2),
Peptidgehalt (vgl. Abschnitt 6.2.7) sowie moglichen erkennbaren Abbauprodukten
im Chromatogramm untersucht.

6.2.8.3 Stabilititsuntersuchungen der Ein-und Dreischichtfilme

Beziiglich des Arzneistoffs Desmopressin wurden ausgewéhlte Filmzubereitungen
hinsichtlich Lagerstabilitit gemafi ICH Guideline QA [180] untersucht. Dazu
wurden jeweils 10 Einzelfilme (3 e¢m?) offen in Glasgefaien und im
aluminiumbeschichteten Priméarpackmittel bei zwei unterschiedlichen Bedingungen
fiir 3 Monate eingelagert. Zur Versiegelung des Aluminiumpackmittels wurde ein
Folienschweifigerdt (Fermant 22 N, Folienschweifitechnik, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) verwendet. Die Filmproben wurden zum einen bei 21 °C und
45 % r.F. und zum anderen bei 40 °C und 75 % r.F. (Klimaschrank KBF 720,
Binder, Tuttlingen, Deutschland) eingelagert. Nach Auslagerung der Filme wurden
diese zunéchst visuell beurteilt und anschlieBend hinsichtlich Filmdicke (vgl.
Abschnitt  6.2.4.1), Masse (vgl. Abschnitt 6.2.4.2), Desmopressingehalt (vgl.
Abschnitt 6.2.7) sowie moglichen erkennbaren Abbauprodukten im Chromatogramm
untersucht.



142 Experimenteller Teil

6.2.9 Praparation der Schweinemukosa

6.2.9.1 Allgemein

Zur Prédparation der Mukosa wurden 3 verschiedene Korperteile des Schweins
verwendet (vgl. Tabelle 6.4), die anschlieBend zur Bestimmung der Mukoadhéasion
sowie zu Permeationsmessungen herangezogen wurden. Alle Schweinematerialien
wurden nach Schlachtung in Krebs-Ringer-Bicarbonat-Puffer gelagert und
unmittelbar verwendet. Die Schweinematerialien wurden wie im folgenden
Abschnitt erlautert prapariert. Die Dicke wurde jeweils mittels Mikrometerschraube
bestimmt (Mitutoyo, Neuss, Deutschland).

6.2.9.2 Priparation der Schweinewangen

Schweinewangenstiicke wurden bereits in einem vorpraparierten Zustand mit einer
Dicke von 800 4+ 100 pum  geliefert.  Mogliche  Unebenheiten an  den
Préparationskanten an der Innenseite wurden manuell mit einem Skalpell entfernt,
um eine glatte Unterseite fiir weitere Mukoadhésionsversuche zu gewéhrleisten.

6.2.9.3 Priparation der Schweinzungen

Das hintere Ende der Schweinezungen wurde zur besseren Handhabbarkeit zunédchst
mittels einer Gefliigelschere entfernt. Zur Texturprofilanalyse (vgl. Abschnitt
6.2.10.2) wurde die Zungenoberseite mittels Skalpell und Gefliigelschere entfernt
und bis zur gewiinschten Dicke prépariert. Zur Bestimmung der Mukoadhéasion (vgl.
Abschnitt 6.2.10.4) und Permeation (vgl. Abschnitt 6.2.12) wurde die oberste
Schleimhautschicht der Zungenunterseite mit Hilfe eines prézise einstellbaren
Dermatoms (Dermatom Padgett S600, Integra, New Jersey, USA) abgetragen.
Abbildung 6.6 zeigt eine Schweinzunge wahrend (links) und nach (rechts) dem
Praparationsprozess mittels Dermatom. Der Pfeil markiert die abgetrennte obere
Schicht der Unterseite der Zunge. Die Mukosa im Bereich des Zungenbands wurde
nicht zur Messung verwendet. Die Mukosadicke zur Bestimmung des Texturprofils
lag bei 1700 + 200 nm, die zur Bestimmung der Mukoadhésion bei 800 + 100 pm
und die zur Bestimmung der Permeation bei 300 + 100 pm.

Abbildung 6.6: Praparation einer Schweinzunge
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6.2.9.4 Priparation der Schweinspeiserhren

Die Schweinespeiserbhren wurden mit einer Gefliigelschere langs durchgeschnitten
(Abbildung 6.7, links), um eine plane Fliche zu erzeugen. Danach wurde eine Seite
durch eine Klemme fixiert und mit Hilfe einer Pinzette wurde die obere
Schleimhautschicht durch kraftiges Ziehen entfernt (Abbildung 6.7, rechts, markiert
durch Pfeil). Dabei wurde darauf geachtet, dass darunter befindliche Muskelpartien
nicht mit abgetrennt wurden. Die Mukosadicke lag bei 600 + 100 um.

4

Abbildung 6.7: Praparation einer Schweinespeiserdhre

6.2.10 Mukoadhéasion

6.2.10.1 Schweinemukosa
Zuvor praparierte Wangen- und Zungenmukosa vom Schwein (vgl. Abschnitt 6.2.9)
wurden als tierische Modellschleimhaute zur Mukoadhésionsmessung verwendet.

6.2.10.2 Gelatinegele — Texturprofilanalyse

Als  Alternativmaterial zu Schweinemukosa als Modellschleimhaut wurden
Gelatinegele in verschiedenen Konzentrationen (2,5, 5, 10, 15 und 20 %) sowie
Mucinpresslinge (vgl. Abschnitt 6.2.10.3) genutzt. Die Herstellung der Gelatinegele
erfolgte, indem zunédchst die bendtigte Menge an gereinigtem Wasser auf 80 °C
erwdrmt wurde und danach die entsprechende Menge an Gelatine darin gelost
wurde. Die homogene Gelatinelosung wurde anschliefend in Petrischalen bis zu
einer vorher ermittelten Fiillhohe gegossen und iiber Nacht erkalten gelassen. Es
wurden kreisrunde Stiicke mit einem Durchmesser von 2 ¢m gestanzt. Die Dicke der
Gelatinegele lag bei 1700 + 100 pm zur Texturprofilanalyse und bei 1000 + 50 pm
zu Bestimmung der Mukoadhésion (vgl. Abschnitt 6.2.10.4). Diinnere Gelatinegele
konnten nicht verwendet werden, da sie der Beanspruchung wahrend der Messung
nicht standhielten und gerissen sind.
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Tabelle 6.8: Gerateparameter zur Texturprofilanalyse

Gerdteparameter Wert
Testgeschwindigkeit 0,20 mm/s
Post-Testgeschwindigkeit 0,20 mm/s
Zielmodus Deformation
Deformation 15,0 %
Anzahl der Kompressionszyklen 2
Auslosekraft 0,049 N

Es wurde eine Texturprofilanalyse von allen Gelatinegelen und der
Schweinezungenschleimhaut durchgefithrt. Dazu wurde ein Texture Analyser
(TA.Xtplus, Stable Micro Systems, Surrey, England) im Testmodus der
Kompression und ein Aluminiumstempel mit einem Durchmesser von 0,5 cm
verwendet, wobei die in Tabelle 6.8 gelisteten Gerédteparameter eingestellt wurden.
Die Auswertung der Daten erfolgte mittels Gerétesoftware (Exponent, Stable Micro
Systems, Surrey, England). Es wurden zwei Kompressionszyklen nacheinander
durchgefiihrt und folgende Parameter bestimmt (vgl. Abbildung 6.8). Die
Maximalkraft im ersten Kompressionszyklus stellt die Hérte (Fna.x) der Probe dar.
Das Verhaltnis der positiven Flachen unter der Kurve ((AUC,+AUC,)/AUC;) aus
Kompressionszyklus eins und zwei ist ein Maf fiir die Kohasivitiat oder Verformung
der Probe. Die negative Flache unter der Kurve (AUC;) im ersten
Kompressionszyklus gibt die Klebrigkeit der Probe wieder. Die Elastizitat berechnet
sich aus dem Quotienten aus der Flache unter der absteigenden Kurve (AUC;) und
der gesamten Flache unter der Kurve des ersten Kompressionszyklus
(AUCy/(AUC+AUC,)) Jede Probe wurde sechsmal vermessen und MW,
Standardabweichung sowie KI berechnet.
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Abbildung 6.8: Beispiel-Kraft-Zeit Diagramm der Kompressionsanalyse eines 10 %-igen Gelatinegels
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6.2.10.3 Mucinpresslinge

Es wurden Presslinge aus Mucinpulver vom Schweinemagen (vgl. Tabelle 6.4)
hergestellt. Dazu wurden jeweils 250 mg Mucinpulver einzeln eingewogen und mit
einer Exzenterpresse (EKO, Korsch, Berlin, Deutschland) mit einer Presskraft von
21 + 1 kN (bzw. 67 + 3 MPa) verpresst. Es wurde ein Stempelwerkzeug mit einem
Durchmesser von 20 mm verwendet. Auf eine Schmierung wurde verzichtet, um die
Oberflache der Presslinge fiir spatere Mukoadhésionsmessungen nicht zu
beeinflussen.

6.2.10.4 Mukoadhisionspriifung mittels Texture Analysers

Zur Bestimmung der Mukoadhésion wurde ein Texture Analyser (TA.Xtplus, Stable
Micro Systems, Surrey, England) im Testmodus der Adhésion verwendet. Die
gewahlten Gerdteparameter sind in Tabelle 6.9 aufgelistet

Tabelle 6.9: Gerateparamter zur Mukoadhasionsmessung

Gerdteparameter Wert
Testgeschwindigkeit 0,05 mm/s
Post-Testgeschwindigkeit 0,05 mm/s
Ausgeiibte Kraft 1,000 N
Riicklauf 8,0 mm
Kontaktzeit 60 s
Auslosekraft 0,049 N

Beim Auseinanderziehen von Probe und Mukosa bzw. Gelatinegel wurde die
Adhésionskraft bestimmt (vgl. Abbildung 6.9 A) Die Probe wurde mittels
doppelseitigem Klebeband an einem Stempel (=1 e¢m) befestigt und abwérts in
Richtung Mukosa bewegt, welche in einer Halterung eingebracht war. Nach Kontakt
mit der Mukosa wurde eine Kraft von 1 N ausgeiibt und nach 60 s wurde der
Stempel wieder aufwéirts bewegt, um die Probe von der Mukosa zu trennen. Die
dazu benotigte Kraft und Strecke wurden aufgezeichnet und mittels Gerédtesoftware
(Exponent, Stable Micro Systems, Surrey, England) ausgewertet. In Abbildung
6.9B ist ein  typisches  Kraft-Weg-Diagramm  am  Beispiel  einer
Mukadhésionsbestimmung  eines PVP-Films dargestellt. Adhésionskraft —als
Maximalkraft (Fume) nach Trennung von Probe und Mukosa und die
Adhésionsarbeit als Fliache unter der Kraft-Weg Kurve (AUC) wurden berechnet.
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Abbildung 6.9: Schemazeichnung des Mukoadhésionsmessprinzips (links); Beispiel-Kraft-Weg
Diagramm eines PVP-Films (rechts)

Neben verschiedenen Filmzubereitungen wurde eine auf dem Markt befindliche
mukoadhésive Tablette (Aftab® Meda Pharma, Bad Homburg, Deutschland) als
positive Referenz- und Teflonband als negative Referenzprobe vermessen. Alle
Proben wurden zuvor unter kontrollierten Bedingungen gelagert (21 °C, 45 % r.F.).
Es wurden kreisformige Ausstanzungen der Filme (=1 c¢m) vermessen.

Die  Mukoadhéisionsmessungen wurden ohne vorherige Befeuchtung der
Schweineschleimhaute und Gelatinegele durchgefiihrt. Des Weiteren wurden
ausgewahlte Filmzubereitungen sowie positive und negative Referenzen durch
Eintauchen (30 s) in eine Mucindispersion benetzt und danach auf Mukoadhéasion
untersucht. Dazu wurde eine 5 %-ige Mucindispersion (Mucinpulver vom
Schweinemagen, vgl. Tabelle 6.4) in Phosphatpuffer pH 6,8 frisch hergestellt und
maximal 2-4 h bei 6-8 °C gelagert. Es wurden 6 Proben vermessen und MW,
Standardabweichung sowie KI berechnet.

6.2.11 Freisetzung

6.2.11.1 Methode des modifizierten rotierenden Zylinders

Zur  Untersuchung  des  Freisetzungsprofils der  Filme  wurde  eine
Freisetzungsapparatur entwickelt, die es ermoglicht, die unidirektionale Freisetzung
aus niedrig dosierten Filmen zu untersuchen. Eine schematische Darstellung des
Aufbaus ist in Abbildung 6.10 A dargestellt. Das Prinzip wurde der Dissolution
Apparatur 6 des USP nachempfunden, welche vor allem zur Qualitdtskontrolle fiir
Transdermalpflaster Anwendung findet. Als Filmhalterung wurde ein Zylinder
(r=1,5 em, h=3,2 ¢m) verwendet, welcher mit einer Riihreinheit verbunden wurde
(IKA Rithrer RW20DZM, TKA Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland). Der
Film wurde an zwei Ecken mit doppelseitigem Klebeband befestigt. Im Fall der
Dreischichtfilme wurden diese so befestigt, dass die AS nach Innen zum Zylinder
zeigte. Zur Uberpriifung der unidirektionalen Freisetzung wurden die Filme
umgedreht, sodass die AS nach auflen zum Freisetzungsmedium zeigte, um die
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Permeabilitit der AS zu untersuchen. Die Umdrehungsgeschwindigkeit lag bei
50 U/min. Es wurde eine Freisetzungsgefal mit abgerundetem Boden und einem
Volumen von ca. 120 ml verwendet. Der an der Rilhreinheit befestigte Zylinder
wurde in einem Abstand von 25 mm zum Mittelpunkt des Gefafibodens positioniert.
Als Freisetzungsmedium wurden 80 g Phosphatpuffer pH 6,8 (1:10 verdiinnt)
verwendet. Die Freisetzungsuntersuchungen wurden in einem Wasserbad (Julabo,
Seelbach, Deutschland) bei 37 °C durchgefiihrt. Die Probennahme von 500 jl und
Ergédnzung von frischem Freisetzungsmedium erfolgte manuell. Es wurde unter sink-
Bedingungen gearbeitet. Die Entnahmezeitpunkte waren entweder nach 60, 120,
180, 240, 300, 600, 900, 1200, 1320, 1440, 1560, 1680, 1800 2400 und 3600 s
(FilmgroBe 30 em?, vgl. Abschnitt 3.2.5.3) oder nach 60, 120, 180, 240, 30, 600, 900,
1200, 1800, 2400 und 3600 s (Filmgrofe 3 em? vgl. Abschnitt 3.2.7.4). Die Proben
wurden sofort durch einen Polypropylenfilter mit einer Porenweite von 0,45 pm
(VWR, Radnor, Pennsylvania, USA) filtriert und verdiinnt (1:2,5). Die
Gehaltsbestimmung erfolgte mittels HPLC wie in Abschnitt 6.2.7.4 beschrieben. Es
wurden jeweils 3 Filme untersucht und MW sowie Standardabweichung berechnet.

6.2.11.2 Stempel-und-Filter-Methode

Zur Dbiorelevanten Freisetzungsuntersuchung wurde die ,Stempel-und-Filter-
Methode“ nach Krampe et al. [127] verwendet und teilweise modifiziert
(schematischer Aufbau Abbildung 6.10 B). In einen Probenhalterungsrahmen der
Grofie 2x3 ¢m wurde zunéchst ein Filterpapier eingespannt um auf dieses einen Film
der gleichen Grofle zu platzieren. Der Probenhalter samt Filter und Papier wurde in
das Freisetzungsgefdl (Trockenglas mit einem Durchmesser von 5,3 ¢m) eingehéngt,
sodass der Filter in der Halterung Kontakt mit der Oberfliche des
Freisetzungsmediums hatte, um die unidirektionale Freisetzung an der
Mundschleimhaut zu simulieren. Die mechanische Belastung im Mundraum wurde
durch ein Gewicht (14 g) beriicksichtigt, welches wahrend der Freisetzungsmessung
auf den Film gelegt wurde. Zur Simulation des Speichelflusses wurde das Gewicht
alle 30 s kurz entfernt und der Film mit 200 pl Freisetzungsmedium aus dem
Freisetzungsgefdfl benetzt. Im Fall der Dreischichtfilme wurden diese mit der AS
nach oben auf den in der Halterung befindlichen Filter gelegt. Als
Freisetzungsmedium wurden 40 g Phosphatpuffer pH 6,8 eingesetzt. Es wurde unter
sink-Bedingungen gearbeitet. Die Untersuchungen wurden im Wasserbad
(Magnetrithrer, TKA RCT classic, IKA, Staufen, Deutschland) bei 37 °C
durchgefiihrt. Die Probennahme erfolgte manuell nach 60, 120, 180, 240, 300, 600,
900, 1200, 1800, 2400 wund 3600s unter FErginzung von frischem
Freisetzungsmedium. Es wurde ein Probenvolumen von 10 ml entnommen, um die
Absorption im Mundraum zu imitieren. Die Proben wurden direkt durch einen
Polypropylenfilter (0,45 pm) filtriert und unverdiinnt mittels HPLC (vgl. Abschnitt
6.2.7.4) analysiert. Es wurden jeweils 3 Filme untersucht und MW sowie
Standardabweichung berechnet.
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Gewicht
Film
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Rihrelement Probenzug- .
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bei 37 °C
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Freisetzungsgefall mit
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Film
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bei 37 °C
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Abbildung 6.10: Schemazeichnung zur Methode des modifizierten Zylinders (links) und modifizierte
Stempel-und-Filter-Freisetzungsmethode nach Krampe [127] (rechts)

6.2.12 Ex-vivo-Permeationsuntersuchungen

6.2.12.1 Aufbau der ex-vivo-Permeationsmessungen

Zur Bestimmung der ez-vivo-Permeation von Desmopressin wurden frische
Schweinezungenmukosa und Schweinespeiserohrenmukosa verwendet, welche wie in
Abschnitt 6.2.9 beschrieben prépariert wurden. Abbildung 6.11 zeigt den
schematischen  Versuchsaufbau zur Messung der ez-vivo-Permeation von
Desmopressinlosungen (A) und Desmopressinfilmen (B). Die Mukosastiicke wurden
in zwei Typen von Permeationszellmodellen eingespannt: in ein vertikales Zellmodell
(Abbildung 6.11, links) und in ein horizontales Zellmodell (Abbildung 6.11, rechts)
[129, 241]. Beide Zellmodelle ermoglichen einen automatischen und luftblasenfreien
Probenzug geeigneter Volumina. Die Permeationsfliche betrug bei beiden Zellen
0,82 ecm?.  Das horizontale Zellmodell wurde nur mit Desmopressinlésungen
verwendet.

Akzeptor- und Donorkammer wurden zunédchst mit einer Schicht Teflonband und
anschlieBend mit Parafilm® (Bemis, Meckenheim, Deutschland) abgedichtet. Zur
zusitzlichen Fixierung diente eine Klemme. Als Akzeptormedien dienten jeweils
10 ml Citratpuffer pH 5 oder 10 ml Phosphatpuffer pH 6,8, die vor Beginn der
Messung in  die  Akzeptorkammer  eingefiilllt ~ wurden. Im  Fall der
Desmopressinlosungen wurde eine Donorlosung mit einer Konzentration von
5 mg/ml hergestellt, wovon 1,5 ml in die Donorkammer eingefiillt wurden. Als
Losungsmittel wurde Citratpuffer pH 5 oder kiinstlicher Speichel verwendet. Die
Osmolaritaten der Donor- und Akzeptormedien wurden mit einem Osmometer
bestimmt (Osmomat 3000, Gonotec, Berlin, Deutschland). Die Filme wurden mittels
Locheisen in kreisférmige Ausschnitte mit einer Flache von 0,82 c¢m? gestanzt und,
soweit vorhanden, mit der obersten mukoadhésiven Schicht auf die Schleimhaut
gelegt. Kurz vor Beginn der Messung wurden die Filme mit 200 nl Citratpuffer pH 5
benetzt. Die Messungen wurden bei 34 °C im Wasserbad (Julabo, Seelbach,
Deutschland) durchgefithrt. Die Probenentnahme erfolgte durch automatschen
Probenzug und Abfiillung in Vials (Hanson Vision AutoPlus™ Maximizer™, Vision
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AutoFill™ Hanson Research, Chatsworth, USA). Die Proben wurden unverdiinnt
mit der in Abschnitt 6.2.7.4 beschriebenen Methode und FLD-Detektion vermessen.
Fiir einen Zeitraum von 4 h wurde alle 30 min ein Volumen von 4,5 ml entnommen,
wovon 3 ml als Spiilvorlauf und 1,5 ml als Probevolumen genutzt wurden. Das
entnommene Volumen wurde sofort erginzt. Eine zusétzliche Kaniile in der
Akzeptorkammer diente zum Druckausgleich wiahrend des Probenzugs.

— il fil ooy — sl ol ooy
ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ Abfiillung in Vials Abfiillung in Vials

Proben- Proben-
entnahme entnahme
| Druck- |
- | ausgleich |
1
I I | 1 —
| Donor- [, A B Donor- | ‘ ‘
Ié6sung % | kammer |
Prob P | 1 @ 1 . Donor-
roben- . 1 N A7 e 16
Akzeptor- | i <= Film | B osung
— kammer | Akzeptor-
kammer D ‘ @EEP Mukosa | kam'r)ner< =
1
1
1
Isofill- 1 Donor-
kammer (<] : L =] kammer
Vertikales Zellmodell Horizontales Zellmodell

Abbildung 6.11: Schemazeichnung zur Permeationsmethode fiir Donor-Desmopressinlosungen (A)
und Desmopressinfilme (B) unter Verwendung des vertikalen Zellmodells (links) und horizontalen
Zellmodells (rechts)

Nach den Permeationsmessungen wurde jede Zelle visuell auf Dichtigkeit und
Unversehrtheit der Mukosa untersucht. Zellen, bei denen einer der Faktoren nicht
mehr gegeben war, wurden nicht in die Auswertung der Ergebnisse miteinbezogen.
Zusétzlich wurden der verbliebene Film, welcher hauptsachlich aus der AS bestand,
sowie die Mukosa auf Desmopressinriickstdnde untersucht. Der Film wurde in einer
Mischung aus Wasser und Acetonitril 70/30 (v/v) gelost. Die Mukosa wurde mit
3 ml Acetonitril ausgewaschen. Die Fliissigkeit wurde anschlieBend bei 2500 U/min
fiir 15 min zentrifugiert (Multifuge 1L, Heraerus, Meerbusch, Deutschland) [22§]
und mit 7 ml Wasser verdiinnt. Die Analyse erfolgte mittels HPLC (vgl. Abschnitt
6.2.7.4).

Zur Auswertung wurde die Permeation (P) [pg/em? nach Formel 6.4 fiir jeden
Zeitpunkt berechnet, wobei ¢(t1) die gemessenen Konzentration zum Zeitpunkt t1,
V(Z) das Volumen der Zelle, V(P) das Volumen der Probe und A die Fliche
darstellt.
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c(t2) + v(z) — (4L (V(z) = V(P))
P(t2) = P(t1) + ( V(Z) )

A

Der Flux (F1) [pg/h] wurde nach Formel 6.5 berechnet, wobei m der Steigung des
linearen Bereichs der Permeations-Zeit-Kurve entspricht.

Fl=m=xA 6.5

Der scheinbare Permeabilitatskoeffizient (Kp) [em/h] berechnet sich nach Formel
6.6, wobei ¢(D) die Konzentration der eingesetzten Donorlésung darstellt.

Fi
__ 6.6
)

6.2.12.2 Integrititstest der Schweinemukosa

Zur Integritdtsbestimmung der verwendeten Schweinemukosa wurde das Prinzip des
Farbausschlusses (engl. dye exclusion) genutzt, welches auf der Fahigkeit gesunder,
lebensfahiger Zellen beruht, Féarbemittel bei FExposition abzuweisen [242]. Als
Farbstoff wurde Trypanblau gewéhlt. Dazu wurde die praparierte Mukosa (vgl.
Abschnitte 6.2.9) fiir einige Sekunden in eine wéssrige Trypanblaulésung (0,4 %)
gehalten, oberflachlich anhaftender Farbstoff mit Wasser abgewaschen und visuell
auf Blaufarbung untersucht. Bei starker Blaufarbung war die Integritat der Mukosa
nicht mehr gegeben und die Mukosa sowie die Ergebnisse wurden nicht verwendet.
Abbildung 6.12 zeigt beispielhaft die Farbung von Zungenmukosa mittels
Trypanblaulosung vor (links) und nach (Mitte) einer Permeationsmessung von 4 h.
In beiden Féllen wurde die Integritdt der Mukosa als gegeben bewertet. Nach
Zerstorung der Integritit durch Behandlung mit Acetonitril ist eine starke

Blaufarbung zu beobachten (Abbildung 6.12, rechts).

Abbildung 6.12: Integritatstest von Zungenmukosa; direkt nach der Praparation (links); nach einer

Permeationsmessung von 4 h (Mitte); nach Behandlung mit Acetonitril fiir 24 h (rechts)
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6.2.13 Durchstof3kraft

Zur Bestimmung der mechanischen Figenschaften der Filme wurde die
DurchstoBkraft und die Dehnung der Filme bestimmt [146]. Alle Filme wurden
zuvor unter kontrollierten Bedingungen gelagert (21 °C, 45 % r.F.). Ein 2 x 3 ¢cm
grofler Film wurde waagerecht in einen Probentisch eingespannt, in dessen Mitte
sich eine kreisrunde Aussparung (=1 c¢cm) befindet. Dort liegt der Film frei vor
und kann von einem herunterfahrenden Stempel (Geschwindigkeit 1 mm/s)
durchstoflen werden, wobei die benotigte Kraft und der zuriickgelegte Weg
aufgenommen werden. Dazu wurde ein Texture Analyser (TA.Xtplus, Stable Micro
Systems, Surrey, England) im Testmodus der Kompression und ein Stempel des
Durchmessers 4,8 mm eingesetzt. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels
Geratesoftware  (Exponent, Stable Micro Systems, Surrey, FEngland). Die
Durchstokraft entsprach der Maximalkraft beim Bruch des Filmes und die Arbeit
wurde iiber die Fliache unter der Kraft-Weg-Kurve (AUC) ermittelt (Abbildung
6.13, links). Die maximale Dehnung bis zum Bruch wurde wie in Abbildung 6.13,
rechts dargestellt nach Formel 6.7 bestimmt. Es wurden jeweils 6 Filme vermessen
und MW, Standardabweichung sowie KI berechnet.

Fmax

Kraft [N]

AUC

u ;. é ; ' ; 1
Weg [mm] !

Abbildung 6.13: Typisches Kraft-Weg-Diagramm am Beispiel eines einschichtigen HPC-Filmes

(links); Bestimmung der maximalen Dehnung bis zum Bruch [146] (rechts)

V@TT B + 1 6
Dehnung = | —— -1 | x 100 :

a

6.2.14 Zerfall

6.2.14.1 Diarahmenmethode

Ein Film von der Grofle 1,5 x 3 cm wird in einen Diarahmen eingespannt und
waagerecht auf den Rand eines Becherglases gelegt [110, 113]. Es wird ein Tropfen
Wasser von 200 pl mittig auf den Film platziert und die Zeit gemessen, bis der

Tropfen durch den Film gesickert ist. Es wurden jeweils 6 Filme vermessen sowie
MW, Standardabweichung und KI berechnet.
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6.2.14.2 Petrischalenmethode

Die Filme wurden in eine Petrischale mit einem Durchmesser von 5,6 cm und 3 ml
Wasser gegeben. Die Petrischale wurde gleichméflig bewegt und die Zeit gemessen,
die benotigt wurde, bis der Film vollstindig zerfallen ist [110, 113]. Es wurden
jeweils 6 Filme vermessen sowie MW, Standardabweichung und KI berechnet.

6.2.14.3 Modifizierter Zerfallstester nach Ph. Eur.

Das Prinzip des konventionellen Zerfallstesters fiir Tabletten und Kapseln nach Ph.
Eur. wurde zur Uberpriifung der Zerfallszeit von orodispersiblen Filmen modifiziert
[179]. Dazu wurde ein automatisierter Zerfallstester (Pharma Test, Hainburg,
Deutschland) verwendet. 6 Filme mit einer Grofle von 3 x 2 ¢cm wurden in eine
Probenhalterung eingeklemmt und am unteren Ende wurde ein Messinggewicht mit
einer Masse von 3g befestigt. Der Probenhalter wurde in ein Gefdl mit 500 ml
Phosphatpuffer pH 6,8 (37 °C) abgesenkt und damit die Auf- und Ab-Bewegung des
Probenhalters gestartet. Die Endpunktdetektion erfolgte automatisch und beruht
auf einer Widerstandsdnderung innerhalb des Messsystems, sobald der Film
zerfallen ist. Das Gewicht sinkt ab und beriihrt den zweiten Kontakt am Boden des
Probengefidles, wodurch der Widerstand stark absinkt und als Endpunkt der
Messung detektiert wird.
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7 Anhang
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Abbildung 7.1: Einzelkurven der Permeationsversuche unter Verwendung des vertikalen Zellmodells;
Akzeptormedium Citratpuffer und Donormedium Citratpuffer (A); Speichel (B); Akzeptormedium
Phosphatpuffer und Donormedium Citratpuffer (C); Speichel (D)
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Abbildung 7.2: Einzelkurven der Permeationsversuche unter Verwendung von sublingualer (A); und

osophagealer Schweinemukosa (B)



154

Anhang
A B
70 - ©1 02 @3 40 1 ©102 @3
NE 60 - NE 35 - (@)
o o i
D 50 A ° 5 30
= = 25 -
40 - ©
c © c
S o S 27 ©
® ] o o w15
Q [F]
g 20 - o E 10 o
) o © [
o 10 A 9 o 5 4 5
| & ¢ 6 o ¢
0 - r . 0 T T ]
2 5 0 2 4 5
Zeit [h] Zeit [h]
40 - ©1 0203 84
& |
£ 35
L 30
[=]
= 25
%) (@]
§ 20 - e 6 ©
‘§ 15 - (&)
(@]
£ 10 1 0
5 ° o 8 o o °
a 51 9 8 e © © © o
0 8— . . . .
1 2 3 4 5
Zeit [h]

Abbildung 7.3: Einzelkurven der Permeationsversuche der Dreischichtfilme PVP (A); und Chito

Permeation [pg/cm?]

(B); und des Einschichtfilms HCIl-b (C)
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Abbildung 7.4: Einzelkurven der Permeationsversuche des Dreischichtfilms EC-PVP
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Abbildung 7.5: Einzelkurven der Permeationsversuche des Dreischichtfilms PVP mit SDS (A);

Glycodesoxycholat (B) und Olsiure (C) als neutrale Permeationsverbesserer
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Abbildung 7.6: Einzelkurven der Permeationsversuche des Dreischichtfilms PVP mit Menthol {(A);

und Propylenglykol (B) als neutrale Permeationsverbesserer
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