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Vehikelabhangige Wirkstoffpenetration in die Haut

Erhéhte Mikrozirkulation als Folge einer verbesserten Bioverfiigbarkeit am Beispiel von
Heparin - liposomales Spriithgel versus konventionelle Heparin-Gele

Art der Studie:

Monozentrische, placebo-kontrollierte, observerblinde Phase-I-Studie an 32 Probanden.
Studienziele: Sicherstellung des Einflusses der neuen liposomalen Heparin-Spriihgele
HeparinPur-ratiopharrn® und HeparinPur-forte ratiopharm® auf die Mikro-
zirkulation der Haut
Vergleich mit herkdmmiichen topischen Applikationsformen von Heparin-
Gelen

Priifung der Vertréglichkeit.
Gepriifte Substanzen:
HeparinPur-ratiopharm® (30.000 I.E. Heparin) und HeparinPur-forte ratiopharm® (60.000 I.E. Heparin)
sowie 2 konventionelle Heparin-Gele (60.0000 I.E. bzw. 180.000 |.E. Heparin).

Ergebnis: Nach Applikation der Heparin-Spriihgele wurde die Mikrozirkulation der Haut jeweils
signifikant um 167% (30.000 L.E. Heparin) bzw. 229% (60.000 |.E. Heparin) erhéht. Im Vergleich dazu
erhéhte ein konventionelles Heparin-Gel mit 60.000 L.E. die Hautdurchblutung lediglich um 85%.
Vergleichbare Werte (195%) wie bei Spriihgel konnten erst nach Auftragen eines konventionellen Gels
mit dreifach héherem Wirkstoffgehalt (180.000 I.E.) erreicht werden. '

Einleitung

Die Haut ist das grofite Organ des Menschen und besitzt eine Oberflache von 1,5 bis 2 m? mit einem
Gewicht von 15 - 20 kg. Durch ihren differenzierten Aufbau erfahrt unser Organismus einen weit-
gehenden Schutz gegen duflere Einflisse. Der anatomisch bedingte physikalische Schutz unseres
Integuments verhindert ein unkontrolliertes Eindringen von Flussigkeiten, geldsten Verbindungen und
festen Partikeln in den Kérper. AuRerste Hautschicht ist die Epidermis, ein geféRloses epitheliales
Gewebe, welches sich standig durch Teilung der basalen Zellen erneuert.

Die Permeation von Stoffen aus Externa in die intakte Haut ist gering. Sie wird von der Hornschicht
begrenzt und erfoigt nur langsam. Der kutanen Absorption sind somit durch den ziegelmauerwerk-
artigen Aufbau der Hornschicht, im Gegensatz zur gastrointestinalen Resorption, enge Grenzen
gesetzt.

Bei der dermatologischen Therapie mit Externa ist die Tatsache, daB® hier Applikationsort und Wirkort
identisch bzw. direkt benachbart sind, besonders vorteilhaft. Dieser Sachverhalt stellt daher besondere
Anforderungen an eine galenische Zubereitung zur topischen Anwendung.

Es ist hinreichend bekannt, daR bei verschiedenen Praparaten, die in ihrem Wirkstoffgehalt véllig
Gbereinstimmen, bedeutsame Unterschiede im therapeutischen Wert festzustellen sind, so daR die
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Experimentelles Design

Diese klinische Phase-I|-Studie wurde monozentrisch, intraindividuell verum- und placebo-kontrolliert,
observerblind und randomisiert an 32 Probanden beiderlei Geschlechts zwischen 18 und 60 Jahren
am Klinikum Grofhadern im Institut far Medizinische Balneologie und Klimatologie der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen durchgefthrt (16).

Als Mal} der topischen Bioverfugbarkeit und der therapeutischen Wirkung wurden die Veranderungen
der Mikrozirkulation der Haut nach Applikation folgender Praparate vergleichend geprtift:

Die neuen Spriihgele HeparinPur-ratiopharm® (30.000 I.E. Heparin-Natrium pro 25 g) und HeparinPur-
forte ratiopharm® (60.000 |.E. Heparin-Natrium pro 25 g), wirkstofffreies liposomales Sprithge! sowie
zwei handelslbliche konventionelle Heparin-Gele in den Konzentrationen von 60.000 und 180.000 1.E.
Heparin-Natrium pro 100 g Zubereitung.

Pro Proband wurden auf die 6 MeRfelder (a9 cm? Hautflache des Unterarms) 4 verschiedene Pra-
parate im Verlauf von 5 Behandlungstagen dreimal taglich in Intervallen von mindestens zwei bis drei
Stunden mittels Mikrodosierspender (Volumen, Graduierung berechnet nach Einwaage) durch ge-
schultes Personal (MTA) nach folgendem Dosierungsschema aufgetragen:

250 1.E. Heparin (HeparinPur-ratiopharm®)

500 I.E. Heparin (HeparinPur-forte ratiopharm®)

500 mg liposomales, wirkstofffreies Sprihgel

500 I.E. Heparin (konventionelles Gel)

1500 L.E. Heparin (konventionelles Gel).

Pro Proband blieb je ein Kontrollmeffeld ohne jegliche Behandlung.

Die taglichen Messungen wurden innerhalb von 90 - 100 Minuten nach der letzten Auftragung vor-
genommen. Zur Aquilibrierung des Kreislaufs und Anpassung an die Umgebungsbedingungen hielten
sich die Probanden mindestens 20 Minuten vor der eigentlichen Messung in einem konditionierten
Bioklimaraum auf (Raumtemperatur 22,5 + 0,5 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 45 £ 1%).
Alle sechs Mefflachen wurden mit einem Laser-Doppler-Perfusion-image-Scanner erfatt. Es wurde
das Perfusionsprofil der gesamten Meffldche berihrungsfrei ermittelt und als Perfusionszahl
ausgegeben.

Statistische Vorgaben
Zur Sicherung des physiologisch relevanten Unterschieds in der Verbesserung der Mikrozirkulation

waren bei einer statistischen Power von 90% und einer zugelassenen Fehlerwahrscheinlichkeit fir den
alpha-Fehler von 1% mindestens n = 2 Probanden erforderlich (fir eine ausreichende Randomisierung
n = 28). In der Studie wurden tatsachlich n = 32 Probanden aufgenommen. Es wurden nach dem
Intention-to-treat-Prinzip (ITT) 32 Probanden aufgenommen, 28 waren auswertbar.

Statistisch gepriift wurde der Unterschied zwischen den Veranderungswerten der Mikrozirkulation von
Tag 0 zu Tag 5 bei der jeweiligen Préaparation. Die Hauptfragestellung wurde mittels des t-Tests fur
abhéngige Stichproben zum 1%-Niveau auf die Abweichung unter den zu bildenden Differenzen (Delta
5. Tag - Start-Tag) im vorgegebenen Ausmaf analysiert. Alle weiteren Behandlungsvergleiche wurden
unter Verwendung geeigneter varianzanalytischer Modeile beurteilt.

Die Durchfithrung der Studie erfolgte nach einem vorgegebenen biometrischen Design, das eine Ran-
domisierung der Unterarmfldchen vorgab und eine deskriptive und explorative Testung des Ver-
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suchsergebnisses vorsah. Die Verteilung der' Praparate auf die sechs zur Verfigung stehenden
Flachen blieb bei den Probanden Uber die Studiendauer konstant. Die Anordnung der Flachen folgte
einem zweifaktoriellen Versuchsplan mit 2 x 2 Faktorstufen, der mégliche Reihungs- und Nachbar-
schaftseffekte der unterschiedlichen Praparate innerhalb einer Versuchsperson ausbalancieren sollte.
Sowohl die Probanden als auch der Versuchsleiter waren gegentber der Verteilung der Praparate auf
die Mef¥flache blind gehalten. Fir die unbehandelte Flache konnte allerdings keine Verblindung
hergestellt werden.

Ergebnisse ’

Alle 32 Probanden beendeten die Studie prifplankonform; die Untersuchungen des Blutbildes sowie
die korperlichen und dermatologischen Untersuchungen waren bei Studienbeginn und wéhrend der
Studiendauer ohne auffélligen Befund. Es bestehen erhebliche Unterschiede in der Beeinflussung der
Mikrozirkulation innerhalb des Anwendungszeitraumes von 5 Tagen und zwischen den Préparaten.
Durch die Randomisierung der Flachen konnte festgestelit werden, daR kein Einflu der beiden
Positionsmerkmale "Plazierung der unbehandelten Flache" und "Praparate-Uberkreuzung” auf die
Verdnderungswerte der einzelnen Mef3flichen bestand. Die verschiedenen Hautflachen auf den Unter-
arminnenseiten verhielten sich demnach einheitlich, ohne relevante inter-/intraindividuelle
Schwankungen hinsichlich des MeRparameters “Mikrozirkulation”.

Das liposomale Spriihgel Heparin 30.000 I.E. (HeparinPur-ratiopharm®) bzw. das liposomale Sprihgel
Heparin 60.000 1.E. (HeparinPur-forte raﬁopharm®) erhohten im Versuchszeitraum von 5 Tagen die
Mikrozirkulation jeweils um 2,37 £ 0,05 PU bzw. um 3,26 + 0,08 PU im Laser-Scanner. Das entspricht
einer signifikanten Steigerung der Mikrozirkulation um 167% (30.000 I.E. Heparin) bzw. 229% (60.000
1.E. Heparin).

Im Vergleich dazu erreichten die handelstblichen konventionellen Heparin-Gele mit 60.000 I.E. und
180.000 ILE. eine Zunahme der Mikrozirkulation um 1,18 bzw. 2,69 Perfusionseinheiten. Das
konventionelle Heparin-Gel mit 60.000 1.E. erhohte die Hautdurchblutung um 85%. Vergleichbare
Werie wie bei den Spriihgelen konnten erst nach Auftragen des konventionellen Gels mit dreifach
héherem Wirkstoffgehalt (180.000 I.E.) mit 195% erreicht werden (Tab. 1).

Das wirkstofffreie liposomale Sprihgel (Placebo) bzw. die mitgefiihrte Kontrolle (unbehandelte
Leerfliche) zeigten dagegen bei denselben Probanden nur einen Anstieg um 9% bzw. 7% und waren
damit ohne Einflul} (siehe Abbildung 2).

SEITE 4



Tabelle 1:
Vergleich der Mikrozirkulation mittels Laser-Doppler-Perfusion-Image-Scanner bei Nichtbehandlung,
Placebobehandlung, konventionellen Gelen und liposomalen Sprithgelen

Priparate Start 5.Tag | Anderung
PU PU %
Unbehandelte Hautflache 1,39 1,48 7%
(0,12) (0,10)
Liposomales Sprihgel (Placebo) 1,42 1,55 9%
(0,13) (0,11)
Konventionelles Gel (60.000 L.E.) 1,39 2,57 85%
"~ (0,09) (0,28)
Konventionelles Gel (180.000 |.E.) 1,38 4,07 195%"
(0,11) (0,36)
. . ® 1,41 3,77 167%"
HeparinPur-ratiopharm™ (30.000 I.E.) 0.11) (0.27)
. . ® 1,42 4,67 229%"
HeparinPur-forte ratiopharm™ (60.000 |.E.) (0.12) (0.41)

PU: Mittelwerte der Perfusionszahl (Standardabweichung des Mittelwertes), %: Differenz (5. Tag -
Start), n = 32, * signifikanter Unterschied mit p < 0,005.

Eine deutliche Steigerung der Mikrozirkulation wurde bereits einen Tag nach der Applikation der
beiden Spriihgele HeparinPur-ratiopharm®, 30.000 1.E. und HeparinPur-forte ratiopharm®, 60.000 I.E.
festgestellt, mit Maximalwerten nach 2 bis 3 Tagen (siehe Abbildung 1). Das konventionelle Gel mit
60.000 1.E. Heparin zeigte dagegen einen stark verzégerten und physiologisch bzw. klinisch nicht
signifikanten Anstieg der Mikrozirkulation von 84,9% bis zum 5. Anwendungstag. Das dreifach héher
dosierte konventionelle Gel mit 180.000 I.E. Heparin erreichte innerhalb der 5 Anwendungstage noch
kein Sattigungsplateau, so daR die Angabe des maximalen Effektes offenbleiben muf3. Hier betrug die
Mikrozirkulationsanderung nach 5 Anwendungstagen 2,69 PU.
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Abbildung 1:

Vergleich der Mikrozirkulation mittels Laser-Doppler-Perfusion-image-Scanner bei Nichtbehandlung, Placebobehandlung,

konventionellen Gelen und liposomalen Spruhgelen
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Der statistisch gesicherte Nachweis belegt eine Erhdhung der Hautdurchblutung um 167% fur
HeparinPur-ratiopharm®, um 229% fir HeparinPur-forte ratiopharm® und um 194,9% fur
konventionelles Gel mit 180.000 I.E. Heparin (siehe Abbildung 2).

Eine rasche Steigerung der Hautdurchblutung konnte nur durch die neuen liposomalen Sprihgele
HeparinPur-ratIopharm®, 30.000 I.E. und HeparinPur-forte ratiopharm®, 60.000 LE. erreicht werden.
Eine deutlich niedrigere und zeitlich stark verzdgerte Steigerung der Hautdurchblutung wurde bei den
herkémmlichen Gelen festgestellt. Sie bendtigten fir eine vergleichbare Steigerung der
Hautdurchblutung eine dreifach héhere Dosis und die doppelte Zeit.
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Abbildung 2:

Prozentuale Anderung der Hautdurchblutung mit Laser-Doppler-Perfusion-Imager nach Applikation von verschiedenen

Heparinzubereitungen.
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Vertraglichkeit

Die Vertraglichkeit wurde rein explorativ als NebenzielgréRe durch die dermatologische Beurteilung mit
Inspektion und Palpation der Haut anhand von Testreaktionen in 3 Graden und eines Irritationsscores
durch den Prifarzt sowie anhand der Beobachtung durch den Probanden nach einer Symptomenliste
gepruft.

Positive Testreaktionen wurden in 3 Graden abgelesen:

+ Erythem mit urtikarieller Note

++ Erythem mit urtikarieller Note und einzelnen Papeln bzw. Papulovesikeln

+++ Erythem mit zahlreichen Bldschen oder Blasen.

Auftretende Hautirritationen wurden anhand eines Irritationsscores wie folgt beurteilt:

0 = negativ, keine Irritation

1 gerade sichtbares Erythem

2 deutlich sichtbares Erythem.
Hinweise auf irritative, allergische oder pseudoallergische Reaktionen ergaben sich bei keinem
Probanden sowie bei keiner Anwendung wahrend des Prif- oder Nachbeobachtungszeitraumes.

1}

It
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Diskussion

Die in der dermatologischen Therapie mit Externa angestrebte lokale Wirksamkeit wird u.a. durch die
Besonderheit, dal hier Applikationsort und Wirkort identisch sind, begiinstigt. Dagegen ist die Haut als
unsere Kdérperhille mit zahlreichen Schutzfunktionen ausgestattet, die eine beliebige Wirkstoffauf-
nahme verhindern. Es wird flir eine effektive dermatologische Therapie angestrebt, daf die Arznei-
stoffe tief in die Haut und die angrenzenden Regionen eindringen, damit sie dort ihre lokale Wirksam-
keit entfalten kdnnen. f

Die bendtigte Wirkstoffkonzentration am Wirkort und die damit bezeichnete klinische Wirksamkeit
hangen dabei wesentlich von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Substanzen, von den
Vehikeleigenschaften und nicht zuletzt vom jeweiligen Hautzustand ab (9). Diese Vorgaben stellen
daher besondere Anforderungen an galenische Zubereitungen zur topischen Anwendung.

Liposome haben seit ihrer Entdeckung durch Bangham (5) als Trager verschiedener Substanzen breit-
gefécherte klinische Anwendung gefunden (6, 7). Durch Verkapselung geeigneter Wirkstoffe in
Liposome wird auch eine selektive Arzneistoffabgabe nach topischer Applikation (Haut, Augen, Lunge,
Harnblase, Gelenkrdume) mit dem Ziel einer héheren lokalen Wirkstoffkonzentration tber langere Zeit
angestfebt (11). Dies konnte z.B. durch ein verbessertes Konzentrations-Zeit-Profil des Wirkstoffes
nach externer Applikation von mit Hydrocortison beladenen Liposomen im Vergleich zur Anwendung in
Salbenformen demonstriert werden (18).

Die Penetration von Heparin als Makromolekdil ist bei der topischen Applikation erschwert. So stelite
die Permeation durch die Hornschicht bei Heparin die begrenzende Diffusionsbarriere dar. DaR
dennoch auch aus konventionellen Galeniken eine therapeutisch relevante Resorption stattfindet,
konnte durch verschiedene MeRtechniken direkt und indirekt nachgewiesen werden (79). Hinweise auf
eine mdgliche transdermale Aufnahme héhermolekularer Stoffe geben auch elektronenoptische
Befunde, nach denen sich in der Epidermis interzellulare Spalten mit einer Weite von bis zu > 100 nm
befinden. Diese Interzellularspalten werden zwar durch Desmosomen, Maculae occludentes und
adhaerentes (tight junctions, gap junctions) Uberbriickt, kénnten aber den postulierten
Permeationsweg fiir h6hermolekulare Stoffe (MG > 2.000 Dalton) darstellen (70).

Quantitative Aussagen Gber das AusmaR der Resorption sind trotzdem schwierig, da Heparin wéhrend
des Resorptionsvorgangs in den einzelnen Hautschichten ein Depot aufbaut, aus dem es langsam in
den Organismus abgegeben wird. Untersuchungen mit radioaktiv markiertem 35S-Heparin an mensch-
licher Haut aus verschiedenen galenischen Zubereitungen zeigten, dal} biologisch relevante Heparin-
konzentrationen im Epidermis- und Coriumgewebe erreicht werden (719).

Aufgrund der guten Carrier-Eigenschaften von Liposomen bei der Ubertragung in die Haut ist zu
erwarten, daf sie die Bioverflgbarkeit und damit die therapeutische Wirksamkeit verschiedener, friher
auch als ungeeignet bezeichneter Arzneistoffe in der Epidermis zu steigern vermégen.

Préaklinische Untersuchungen mit radioaktiv markiertem SSS-Heparin an der Haut von Jungschweinen
zeigten zeitabhangig erhéhte Gewebespiegel, gesteigerte Resorptionen und renale Eliminationen
verschiedener liposomaler Zubereitungen im Vergleich zu Kontrollen (2, 3).

Als weiterer Parameter zur Beurteilung der Bioverfiigbarkeit von topischem Heparin gilt die
Bestimmung der Mikrozirkulation (1), da sich die Hautdurchbiutung im Bereich des Kapillarnetzes in
Abhangigkeit von der bioverfiigbaren Heparinmenge andert (12, 17).

Mit Hilfe einer Laser-Doppler-Perfusion-imager-Methode zeigten Artmann et al. (4) in einer friheren
Studie eine erheblich gesteigerte Mikrozirkulation durch liposomale Applikationsformen von Heparin im
Vergleich zu herkémmlichen liposomhaltigen Gelzubereitungen.
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Aufbauend auf den erwahnten fritheren Ergebnissen konnte auch in dieser Studie die Steigerung der
Mikrozirkulation durch liposomale Heparin-Sprihgele mit 30.000 I.E. und 60.000 I.E. im Vergleich zu
konventionellen Gelen mit 60.000 und 180.000 |.E. Heparin, Placebo und unbehandelter Hautflache
ermittelt werden.

Wie aus den Abbildungen ersichtlich, wurde eine deutliche Steigerung der Hautdurchblutung durch
liposomale Heparin-Zubereitungen bereits nach 3 Anwendungen (d.h. bereits am Ende des ersten
Behandlungstages) im Vergleich zu handelsiblichen konventionellen Heparinzubereitungen erzielt. Bei
HeparinPur-ratiopharm® (30.000 1.E.) wurde eine Steigerung der Mikrozirkulation auf tber 3,3 PU, bei
HeparinPur-forte ratiopharm® (60.000 I.E.) auf Uber 4,3 PU bereits nach dem 3. Anwendungstag und
damit ein Sattigungsplateau erreicht. Dagegen beobachtet man einen deutlichen Wirkungseintritt bei
konventionellem Gel mit 180.000 I.E. Heparin erst nach 3 Tagen. Im Vergleich zu den beiden
liposomalen Heparin-Zubereitungen ist hier eine Verzégerung des Wirkungseintritts von 1 - 2 Tagen zu
erkennen. ’

Das konventionelle Gel mit 60.000 1.E. Heparin zeigte einen stark verzégerten und insgesamt nicht
signifikanten Anstieg der Mikrozirkulation innerhalb der 5 Anwendungstage.

Aus den vorliegenden Ergebnissen 148t sich eindeutig abieiten, dall die gepriiften liposomalen
Sprithgele im Vergleich zu konventionellen Gelen bei allgemein guter Vertrdglichkeit eine deutlich
schnellere und bezogen auf die Dosierung starkere Wirkung auf die Mikrozirkulation aufweisen.
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