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Kurzfassung/Abstract

Kurzfassung

Ziel dieser Arbeit ist der Vergleich von drei minimal invasiven Sampling-Methoden, die eine
Untersuchung von biochemischen Vorgangen in der Haut ermdglichen.

Die dabei verwendeten dermalen Katheter werden in die Epidermis implantiert und liefern kontinuierlich
GewebsflUssigkeit, die als Grundlage flir weitere chemische Analysen dient.

Der Versuchsaufbau soll optimiert, die Messergebnisse sollen statistisch analysiert und die Katheter
anhand dieser Ergebnisse verglichen werden.

Es wurden ex-vivo und in-vitro Versuche mit einem Offenen Mikroperfusionskatheter (OFM, Joanneum
Research Graz), einem CMA 66 — Katheter (Mikrodialyse Katheter, 100 kDa, CMA Microdialysis AB)
und einem 2 kDa Mikrodialyse-Katheter (Danemark) durchgefiihrt. Als Testsubstanzen wurden Fentanyl
und Benzoesédure verwendet. Die gesampelte Probenflissigkeit wurde vom Labor (JR, HEALTH, BAM)
analysiert und die Messergebnisse wurden statistisch aufbereitet.

Anhand der Messergebnisse kann gezeigt werden dass der OFM-Katheter und der CMA-Katheter
reproduzierbarere Ergebnisse liefern als der 2 kDa MD-Katheter.

Die Ergebnisse zeigen auch, dass ein Sampling von Fentanyl ohne Ethanol mit dem OFM-Katheter
madglich ist. In einer Machbarkeitsstudie wurde auch gezeigt, dass der OFM-Katheter das Sammeln von
Fentanyl bei der Applikation eines Depotpflasters in ex-vivo Haut erméglicht.

Schlisselwérter: Offene Mikroperfusuion, Mikrodialyse, Haut, Fentanyl, Benzoesaure

Abstract

The aim of this work is to compare three minimal invasive sampling methods. With these sampling
methods it is possible to monitor the biochemical environment in the skin.

Dermal catheters are implanted in the epidermis and provide interstitial fluid for further chemical
analytics.

The aim is to optimize the experimental set up, to analyze the measurement results by statistic methods
and to compare the results of the different catheters.

Ex-vivo and in-vitro experiments were performed with an Open-Flow-Microperfusion probe (OFM,
Joanneum Research Graz), a CMA 66 (Microdialysis probe, 100 kDa, CMA Microdialysis AB) probe
and a 2 kDa Microdialysis probe (Denmark). As test substance Fentanyl and benzoic acid were used.
The lab (JR, HEALTH, BAM) analyzed the sampled fluid and the results were evaluated statistically.

The results were more reproducible with the OFM probes and the CMA probes as with the 2 kDa MD
probes.

The results show that a sampling of Fentanyl without Ethanol is possible with the OFM probe. The
feasibility study shows that it is possible to sample Fentanyl with the OFM probes after an application of
a transdermal patch.

Keywords: open flow microperfusion, microdialysis, skin, fentanyl, benzoic acid
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Einleitung

1. Einleitunqg

Laut dem § 1. (1) des Osterreichischen Arzneimittelgesetzes sind Arzneimittel Substanzen,

die dazu dienen

- Krankheiten, Leiden, Kérperschaden oder krankhafte Beschwerden zu heilen, zu
lindern, zu verhlten oder zu erkennen,

- die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen des Kérpers oder seelische
Zustande erkennen zu lassen,

- vom menschlichen oder tierischen Kbrper erzeugte Wirkstoffe oder
Korperflissigkeiten zu ersetzen,

- Krankheitserreger, Parasiten oder kérperfremde Stoffe abzuwehren, zu beseitigen
oder unschadlich zu machen oder

- die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen des Kérpers oder seelische

Zustande zu beeinflussen. [1]

Es vergehen mehrere Jahre bevor ein Arzneimittel am Menschen angewandt werden kann.
Die neue Substanz muss mehrere Entwicklungsstadien durchlaufen. Das Patent wird in
einem sehr friihen Stadium der Substanzenerkennung beantragt. Von der Substanzfindung
bis zum Einsatz am Menschen kbénnen bis zu 12 Jahre vergehen und die
durchschnittlichen Kosten betragen 1,5 Milliarden Euro (Abbildung 1).

Allein die Ausgaben fiir Arzneimittel in Osterreich beliefen sich im Jahr 2008 auf 3,7
Milliarden Euro. Die Forschungs- und Entwicklungs-Ausgaben der &sterreichischen
Pharmaindustrie betrugen im Jahr 2008 rund 433 Millionen Euro. [2]
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Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der Arzneimittelentwicklung- Von der Substanzenerkennung bis zur Markteinfiihrung
(Quelle: Pharmig [2])

Bevor Medikamente am Menschen angewendet werden dirfen, missen sie einer Reihe
von Prifungen unterzogen werden und von einer Zulassungsbehdrde zugelassen werden.
Man unterscheidet zwischen préaklinischer und klinischer Prifung. Die gesetzliche

Grundlage dafir ist in Osterreich das Arzneimittelgesetz (AMG).

Fir die Zulassung muss der erwartende Nutzen eines Medikaments die erwartenden
Nebenwirkungen Ubersteigen. Der Nachweis erfolgt durch die Vorlage von

pharmazeutischen, praklinischen und klinischen Daten.

In der préklinischen Forschung erfolgt die chemische Synthese von Substanzen und die
Herstellung der Substanz. In Zellkulturen oder im Tiermodel wird die Wirksamkeit der
Substanz Uberprift. Die Toxizitat der Substanz und somit das Schadigungspotenzial flr
den Menschen wird ermittelt.

Von 250 Substanzen, die in der préklinischen Forschung untersucht werden, wird nur eine
am Ende zugelassen. In den Jahren 2004-2008 wurden 144 neue Substanzen auf dem
Welt-Pharmamarkt eingefuhrt. Davon stammen 47 von europaischen

Pharmaunternehmen.

Wenn aus den préaklinischen Daten hervor geht, dass die Substanz nicht toxisch ist, kann

mit den klinischen Studien am Menschen begonnen werden.
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Die klinische Studie unterteilt sich in 4 Phasen. Bei der ersten Phase werden gesunde
Probanden verwendet. Ab Phase Il werden Patienten eingesetzt. In diesen Phasen sollen
die Wirkung sowie die Nebenwirkungen evaluiert werden. Die klinischen Studien dienen
zur Dosisfindung sowie zur Feststellung der Pharmakokinetik.

Nach der positiven Absolvierung der Phasen I-lll kann das Medikament zugelassen
werden. Die Phase IV dient zur Erfassung der Nebenwirkungen wund der
Langzeitwirkungen. In dieser Phase wird das Medikament auch mit anderen
Medikamenten verglichen. [2][3][4][5]

Die Markteinfiihrung eins Medikamentes ist daher ein langwieriger und kostenintensiver
Prozess. Ein groBes Ziel ist daher, kostenglnstigere und schnellere Verfahren und
Methoden fir die praklinische und klinische Forschung zu entwickeln, um die Zeitspanne

zwischen Substanzenerkennung und Markteinfihrung zu verkirzen.

Die folgende Arbeit konzentriert sich auf Samplingmethoden, deren Ziel es ist, die
Pharmakokinetik und die Pharmakodynamik bei perkutan applizierten Medikamenten zu

untersuchen.

Eine Methode, um kontinuierlich die Konzentration von Medikamenten in der Epidermis zu
untersuchen, sind dermale Katheter. Mit diesen Kathetern ist es méglichen, einen direkten
minimal-invasiven Zugang zum Hautgewebe zu bekommen.

Der dermale Katheter wird mit einem Perfusat durchsplilt und an der Austauschflache des
Katheters kommt es zum Substanzenaustausch zwischen dem Perfusat und der
Gewebsflissigkeit. Am Ausgang des Katheters wird die Probenfliissigkeit gesammelt, die
ein Abbild der biochemischen Zusammensetzung Gewebsfliissigkeit darstellt. Diese
kontinuierlich gesammelte Probenflissigkeit dient als Grundlage fur weitere chemische

Analysen.
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1.1.

Die Haut

Die Haut bedeckt mit einer Flache von 1,5 bis 2 m? und einem Gewicht von 3,5 bis

10 kg den menschlichen Kérper und ist somit das gréBte Organ. Sie ist an
verschiedenen Korperregionen unterschiedlich. An mechanisch beanspruchten
Orten, wie die FuBsohlen, weil3t sie eine groBere Dicke auf als an weniger

beanspruchten Stellen wie das Augenlied. [6]
1.1.1. Aufgabe der Haut

Die Haut hat mehrere Funktionen. Zum einen trennt sie das Innere des Kdérpers von
der AuBenwelt ab und hat daher eine Schutzfunktion. Sie schitzt den Kérper vor
mechanischen Einflissen, wie Druck, StéBen und Reibung, sowie vor chemischen
Einflissen. Sie z&hlt auch zum unspezifischen Immunsystem und dient als &uBere
Schutzbarriere (Hautflora und Permeabilitatsbarriere der Hornschicht) und verhindert
das Eindringen von krankmachenden Mikroorganismen. Weiters schiitzt die Haut den

Kérper vor Strahlung wie zum Beispiel UV Strahlung.

Zum anderen stellt sie mit ihren verschiedenen Rezeptoren und Tastkérpern die
Verbindung zur AuBenwelt her und ist daher ein wichtiges Sinnesorgan. Zu den
Rezeptoren zéhlen zum Beispiel die Thermorezeptoren, die Schmerzrezeptoren oder
die Mechanorezeptoren, die mechanische Einflisse wie Druck und Zugkrafte

registrieren.

Die Haut spielt eine wichtige Rolle bei der Temperaturregulation, wobei durch die
Abgabe von Flussigkeiten und durch Verengung und Erweiterung der HautgefaBe die

Kdrpertemperatur konstant gehalten wird.

Die Haut wirkt gegen einen extremen Wasserverlust und schitzt damit den Kérper

vor Austrocknung. Andererseits gibt sie auch Salze und Flissigkeiten ab. [6]
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Epidermis

Dermis

Subcutis

1.1.2. Aufbau der Haut

Die Haut besteht aus 3 Schichten. Die unterste Schicht ist die Subcutis oder
Hypodermis (Unterhaut), die aus lockerem Bindegewebe besteht. Dariiber liegt die
Dermis oder Corium (Lederhaut)

Die mehrschichtige Epidermis (Oberhaut) bildet die duBerste Hautschicht.

Dieser Aufbau der Haut ist in Abbildung 2 zusehen.

<

Abbildung 2: Aufbau der Haut (Quelle: http:/psoriasis.net.dynamicweb.dk
[Files/Billeder/DE/Deutsche_Animation/haut_gesund_75.jpg)

Die unterste Schicht ist die Subcutis oder Unterhaut. Sie besteht aus lockererem
Bindegewebe. Die Dermis dient als Verschiebeschicht zu den darunter liegenden
Strukturen. Sie enthalt das Fettgewebe, das als Warmeisolator dient. Weiters
verlaufen hier die GefaBBe und die Nerven. In dieser Schicht liegen die Drisen und die

Haarwurzeln.
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Uber der Subcutis liegt die Dermis, die wiederum aus dem Stratum papillare und dem
Stratum reticulare besteht.

Das Stratum reticulare oder Geflechtschicht ist die innerste Schicht. Sie enthalt
kraftige Kollagenfaserbtindel, die die Haut elastisch und trotzdem stabil machen.
Dariber liegt das Stratum papillare. Sie ist fest mit der Epidermis durch kammférmige
dermale Papillen verbunden. Dort sind Kapillarschlingen vorhanden, die die
gefaBlose Epidermis versorgt. Weiters enthalt diese Schicht freie Nervenendungen
und damit auch Rezeptoren.

Die Epidermis ist die duBerste Schicht und ist in Abbildung 3 zu sehen. Sie enthalt
keine BlutgefaBe und ist aus mehreren Schichten aufgebaut.

Da sie keine BlutgefaBe besitzt, erfolgt die Versorgung von Nahrstoffen durch
Diffusion aus der Dermis. Befestigt ist die Epidermis an der Dermis mittels der
Basalmembran.

Die innerste Schicht ist das Stratum basale oder die Basalzellschicht. Hier befinden
sich die Keratinozyten, die durch Mitose entstehen. Sie werden durch die
nachkommenden Zellen laufend an die Oberflache weiter geschoben. Beim
Durchwandern durch die oberen Schichten werden die Keratinozyten weiter
differenziert.

Die nachste Schicht ist das Stratum spinosum (Stachelzellschicht). Da die
Keratinozyten weniger mit N&hrstoffen versorgt werden, veradndern sie ihre
Morphologie und ihren Stoffwechsel. Die Keratinozyten werden wegen der
zunehmenden Dehydrierung flacher, richten sich horizontal aus und sind mit
Desmosomen miteinander verbunden. Dadurch bilden sie ein starkes Gerist, das die
Epidermis stabil halt. Hier beginnt die Keratinisierung. Unter Keratinisierung versteht
man den Verhornungsprozess der Zellen.

DarUber lieg das Stratum granulosum oder Kérnerschicht. Die Zellen enthalten
Keratingranula, die wichtig zur Keratinisierung sind. Hier verlieren die Zellen ihren
Zellkern. Die Zellorganellen werden in den Interzellularraum abgegeben.

Die nachste Schicht ist das Stratum lucidum. Sie ist nur in dicker Epidermis
vorhanden und befindet sich daher nur an den Handtellern und FuBsohlen. Das
Stratum lucidum schitzt die Haut vor mechanischen Belastungen.

Die oberste Schicht wird Stratum corneum (SC) oder Hornschicht genannt und
besteht aus kernlosen, keratinisierten Zellen, die auch Korneozyten genannt werden.
Die abgeflachten toten Zellen werden von einem Lipidmantel umgeben, die die

6



Einleitung

Kittsubstanz darstellen. Diese Korneozyten werden standig an der Oberflache
abgeschliffen. [6]

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Abbildung 3: Aufbau der Epidermis (Quelle:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/20/Skinlayers.png)
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1.1.3. Penetration und Permeation von Medikamenten

Das Eindringen eines Wirkstoffes in die Haut nennt man Penetration. Die Permeation
ist das Durchdringen des Wirkstoffes durch die Hautschichten, um in tiefere Zonen
und in den systemischen Kreislauf zu gelangen.

Beim Weg durch die Haut muss der Wirkstoff einige Barrieren Gberwinden. Der
Wirkstoff kann in der Haut in unverdnderter Form daliegen. Manche
Wirkstoffmolekile werden beim Durchgang durch das SC verandert. Der Wirkungsort
der perkutan applizierten Arzneistoffe kann lokal die Haut sein. Der Wirkstoff kann
aber auch Uber die Kapillaren in der Haut und somit Gber den Blutkreislauf in andere
Korperregionen weiter geleitet werden.

Medikamente die auf die Haut appliziert werden bestehen aus einer Grundlage
(Vehikel) und einem oder mehreren Wirkstoffen. Die Grundlage kann dabei Wasser,

Fette, Ole, Emulsionen, Paste oder Puder sein.

Die perkutane Anwendung von Medikamenten bietet viele Vorteile. Die erforderliche
Dosis ist meistens niedriger, da der Wirkstoff ohne First Pass Effekt in den Koérper
gelangen kann. Bei oraler Einnahme von Medikamenten durchlaufen die Wirkstoffe,
bevor sie in den Blutkreislauf gelangen, den Magen-Darm-Trakt und werden in der
Leber metabolisiert. Dies nennt man den First Pass Effekt.

Bei der perkutanen Anwendung nimmt das SC die Funktion als Zwischenspeicher
ein. Hier bilden sich bei einigen Wirkstoffen Reservoirs, die den Wirkstoff langsam
wieder abgeben. Eine sehr schnelle Freisetzung des Wirkstoffes im Zielgewebe ist
daher nicht mdglich. Spezielle Arzneiformen, die diese verlangerte
Wirkstofffreisetzung nutzen, sind die transdermale therapeutische System (TTS). TTS

sind wirkstoffhaltige Pflaster die den Wirkstoff gleichmaBig freisetzen.

Zuerst muss der Wirkstoff aus dem Vehikel an der Grenzflache des SC freigesetzt
werden. Diesen Vorgang nennt man Liberation. Die Liberation ist davon abhangig in
welcher Form der Arzneistoff vorliegt. In geléster Form erhalt man eine sehr schnelle
Freisetzung des Wirkstoffes wahrend bei TTS die Freisetzung des Wirkstoffes
verlangert wird. Nach der Liberation kommt es zur Adsorption. Unter Adsorption
versteht man die Anlagerung von Molekllen an Oberflachen. Dabei bindet der
Wirkstoff an die oberflachliche Hautstruktur, insbesondere an das SC. Unter

Absorption oder Resorption versteht man die Aufnahme einer Substanz in bestimmte
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Schichten der Haut bzw. in das Gewebe. Die Resorption kann zum Beispiel durch
passiven oder aktiven Transport erfolgen. Die Resorption durch die Haut geschieht
sehr langsam. Der Wirkstoff kann sich einige Zeit in Depots in der Haut anlagern und
wird erst danach wieder frei gesetzt. Einige Wirkstoffe werden ins Blut abgegeben
und Uber das Blut in andere Kérpergewebe verteilt. Ziel anderer Wirkstoffe ist es,
lokal in der Haut zu wirken. Eine Abgabe ins Blut ist daher unerwiinscht. Eventuell
wird der Wirkstoff durch biochemische Prozesse umgewandelt oder abgebaut.

Am Ende steht die Exkretion. Bei der Exkretion wird der Wirkstoff aus dem Koérper
ausgeschieden. Zum gréBten Teil geschieht dies Uber die Nieren und den Urin.

Das SC ist die eigentliche Penetrationsbarriere. Sie bestimmt die Geschwindigkeit
des Wirkstofftransportes durch die Haut.

Im SC sind die Korneozyten mit dichten Lipidschichten verbunden. Diese Lipide sind
nur schlecht hydratisierbar und verhindern damit die Penetration nicht nur von
Partikeln, sondern auch von Wasser und hydrophilen Stoffen. Lipophile Substanzen
werden daher leichter vom SC aufgenommen als hydrophile Substanzen.

Durch den Aufbau der Haut ergeben sich drei Penetrationswege. Entweder penetriert
der Wirkstoff transepidermal, transfollikular oder transglandular durch die Haut.

Beim transepidermalen Weg geschieht das entweder transzellular oder interzellular.
Bei der transzellularen Penetration diffundiert der Wirkstoff abwechselnd durch die
Korneozyten und die Lipidmatrix (Abbildung 4). Bei der interzelluldren erfolgt die

Diffusion ausschlieBlich durch die mit Lipid geflllten Zwischenraume.
Transzellulare Weg

Interzellular Weg

Stratum corneuem

Abbildung 4: Penetration durch das Stratum corneum iiber den transepidermalen Weg
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Bei der transfollikularen und transglanduldren Penetration gelangt der Wirkstoff Uber
die Hautanhangsgebilde in die Haut.
Bei der transfollikularen Penetration gelangt der Wirkstoff Gber Haarfollikel oder

Driisen und bei der transglandularen tGber SchweiBdrisen in die Haut.

Die Permeation von Wirkstoffen durch die Haut ist auch vom Zustand der Haut und
von der physikalischen und chemischen Eigenschaft des Wirkstoffes und des
Vehikels abhangig.

Zum Beispiel hat kindliche Haut eine hdhere Permeabilitat als die von Erwachsenen.
Auch bei  verschiedenen Hautregionen liegt ein unterschiedliches

Permeationsverhalten von Wirkstoffen vor. [3] [4] [8]
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1.2.

Fentanyl

Fentanyl ist ein narkotisierendes Analgetikum, das aufgrund seiner schmerzstillenden
Wirkung zur intravendésen und intramuskularen Schmerzbehandlung in der
Anasthesie und postoperativ eingesetzt wird. Durch die hohe Lipidldslichkeit
(logP=4,05) und das niedrige Molekulargewicht (336,5 g/mol) ist Fentanyl auch fir
transdermale Systeme geeignet.

Am Markt ist Fentanyl als intravendse Injektion (Sublimaze®), transdermales Pflaster
(Durogesic®), transmukosale Lutschtablette (Actigq®) und als Buccaltabletten
(Effentora®) erhaltlich.

Das transdermale Pflaster ist in verschiedenen GréBen, die verschiedene Mengen an
Fentanyl enthalten, erhaltlich. Es ist verschreibungspflichtig und darf nur auf arztliche
Anweisung eingenommen werden.

Durogesic® wird bei chronischen Schmerzen, die einer langeren, kontinuierlichen
Behandlung bedirfen, eingesetzt. [8]

Die Pflaster besitzen je nach Hersteller einen Matrix- oder Membranaufbau.
Beim Matrixpflaster ist der Wirkstoff in einer ein- oder mehr- schichtigen Matrix
enthalten. Die Matrix besteht aus einer hochviskosen Polymerschicht. Diese ist
Wirkstofftrager und Klebeschicht zugleich. Durch die Eigenschaft des Polymers und
durch die Dosierung des Wirkstoffes lasst sich die Wirkstoffabgabe steuern.
Das Membranpflaster besitzt ein Wirkstoff-Reservoir. Die Fentanylabgabe wird durch

eine Membran, die zwischen Haut und Depot liegt, gesteuert.

Bei beiden Systemen diffundiert der Wirkstoff durch die Haut. Dies geschieht
entweder transzellular — der Wirkstoff wandert durch die Zelle — oder interzellular,
wobei der Wirkstoff Uber die verbindenden Lipidschichten durch das Stratum

corneum vordringt.

Das Durogesic® Depotplaster ermdglicht eine kontinuierliche systemische
Verabreichung von Fentanyl Gber 72 Stunden. Nach der ersten Applikation wird nach
ungefahr 12 bis 24 Stunden eine konstante Serumkonzentration erreicht. Nach 3

Tagen ist ein Pflasterwechsel erforderlich.
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1.3.

Das Fentanyl dringt Gber die Haut in den Koérper ein und fihrt zu einer
gleichbleibenden Wirkung tUber 72 Stunden. Zielort des Fentanyl ist das zentrale
Nervensystem, wo es durch seine gute Fettléslichkeit sehr rasch eintreten kann. [4][8]
Das Penetrationsverhalten von Fentanyl (ber die Haut wurde in einigen Studien
untersucht [9][10]. Dabei wurde die Konzentration von Fentanyl im Blut gemessen.
Eine genauere Untersuchung des Verhaltens von Fentanyl lokal in der Haut weckt
daher groBes Interesse. Vor allem durch die groBe Lipophilie (logP=4,05) ist Fentanyl
eine neue Herausforderung flir den OFM-Katheter.

Benzoesaure

Benzoesaure oder Acidum benzoicum wird hauptséchlich als Konservierungsmittel in
der Lebensmittelindustrie verwendet.

Durch ihre antiseptische Eigenschaft wird sie auch in der Medizin angewendet.
Naturlich kommt die Benzoesaure in Frichten wie Preiselbeeren oder Pflaumen und
in einigen Harzen vor.

In Arzneimitteln ist die Benzoesaure in verschiedenen Erkaltungsmitteln, in
Wundheilmitteln sowie in homdopathischen Praparaten enthalten [11]. Benzoeséaure
hat eine molare Masse von 122,1 g/mol und ist leicht lipophil (logP 1.87).

Far die folgenden Versuche wurde Benzoesaure als Testsubstanz ausgewahlt, da die
Penetration von Benzoeséaure in einigen Studien mit der Mikrodialyse Technik bereits

untersucht wurde [12].

12



Einleitung

1.4.

Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen drei verschiedene Samplingmethoden zur Gewinnung von
Gewebsflissigkeit aus der Epidermis verglichen werden. Als Samplingmethoden
werden zwei verschiedene Mikrodialysekatheter und der Offene
Mikroperfusionskatheter verwendet. Um diese Katheter zu vergleichen, sollen die
Katheter in ex-vivo Haut implantiet und zwei verschiedene Testsubstanzen
aufgetragen werden. Die dabei verwendeten Testsubstanzen sind Fentanyl und

Benzoesaure. Diese werden in flissiger Form aufgetragen.

Die chemische Analyse der Gewebsflissigkeit wird von der Forschungsgruppe
Bioanalytik und Metabolomics (Joanneum Research, Institut HEALTH — Institut far

Biomedizin und Gesundheitswissenschaft) durchgefihrt.

Ziel dieser Arbeit ist es
- den Versuchsaufbau fir den Vergleich der drei Katheter zu optimieren,
- die Durchfihrung der Versuche,
- die statistische Analyse der Messergebnisse
- und der Vergleich der drei Samplingmethoden anhand der gewonnen
Messergebnisse.

Im Vorhinein wurde im Dezember 2009 der erste ex-vivo Versuch mit humanen
Hautstlicken durchgefiihrt. Dieser galt als Vorlage fir die folgenden Versuche. Dabei
konnten einige Probleme festgestellt werden, die erhoben werden sollten.

Beim ersten ex-vivo Versuch wurden auf die Dermis vier Applikationsflachen mit
jeweils 3 Kathetern aufgebracht (Abbildung 5). Die zu untersuchenden Analyten
waren Fentanyl (1 ml/Applikationsflache mit einer Konzentration von 50 pg/ml) und
Benzoesaure (1 ml/Applikationsflache mit einer Konzentration von 4 mg/ml). Dieser
Versuch wurde am Hahnhof (Medizinische Universitat Graz, Institut fir
biomedizinische Forschung) durchgefihrt.

Alle Katheter wurden im Push-Betrieb betrieben. Beim Push-Betrieb wird mit einer
Peristaltikpumpe das Perfusat in das Gewebe gepumpt.

Ein Problem stellten die schwankenden Umgebungsbedingungen dar. Am
Versuchsplatz gab es direkte Sonneneinstrahlung, was zu Temperaturschwankungen
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Katheter ragt Gber die
Applikationsflache

hinaus

und Luftfeuchtigkeitsschwankungen fiihrte. Dies flhrte zur Verdunstung und zu einer

Austrocknung der Hautoberflache.

Bei 7 von 12 Kathetern gab es auch keinen initialen Probenausfluss und wéahrend

dem Versuch kam es teilweise zu nicht konstantem Ausfluss.

Da der Versuch in der Nacht ohne Aufsicht weiterlief, waren in den Morgenstunden

die Katheter trocken gelaufen, da das Perfusat ausging bzw. verdunstete.

Abbildung 5: Aufbau des Versuchs vom Dezember 2009

\
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Abbildung 6: Katheter mit
runder Applikationslfiche

Bei den Messergebnissen war auffallig, dass die Katheter,
die am Rand der Applikationsflache gesetzt waren, eine um
die Héalfte niedrigere Konzentration aufwiesen. Dies ist
darauf zurtckzufthren, dass die runden
Applikationskammern zu klein waren und Teile der
Austauschflachen  der  Katheter nicht unter der
Applikationsflache lagen, sonder dartiber hinaus ragten
(Abbildung 6), was zu einer verminderten Aufnahme der
Analyten fahrte.

Diese Messfehler sollten in den folgenden Versuchen durch
Verwendung von quadratischen Applikationskammern

verbessert werden.
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2. Methoden

Die Penetration von Fentanyl und Benzoesdure in ex-vivo Haut wurde mittels drei

verschiedenen dermalen Kathetern untersucht. Dabei wurden zwei Vorversuche und neun

Hauptversuche durchgefinhrt.

Um

die Sampling-Effizienz der Katheter festzustellen wurden in-vitro Versuche

durchgefihrt.

2.1.

Dermale Katheter

Mit einem dermalen Hautkatheter wird der Konzentrationsverlauf von biochemischen
Vorgéangen in der Epidermis oder in der Subcutis kontinuierlich gemessen.

Dabei wird der dermale Katheter in das Hautgewebe implantiert und mit einem
Perfusat mit einer geringen Flussrate von 0,5 pl/min bis 2 pl/min durchspult. Das
Perfusat ist eine Splllésung, die eine ahnliche Zusammensetzung wie die interstitielle
Flissigkeit hat. Uber die Austauschfliche des Katheters diffundieren Molekiile aus
der Gewebsflissigkeit des Zielgewebes in das Innere des Katheters und flieBen tber
den Katheter ab.

Die Diffusion ist vom Konzentrationsunterschied und von der Flussgeschwindigkeit
des Perfusats abhangig. Eine niedrigere Flussgeschwindigkeit flihrt zu einer héheren
Konzentration der Molekile im Perfusat.

Am Katheterausgang wird die Probenflissigkeit aufgefangen und in dieser wird die
Konzentration der zu untersuchenden Substanzen gemessen. Dadurch kann die
Pharmakokinetik bzw. die Pharmakodynamik einer bestimmten Substanz im zu

untersuchenden Zielgewebe evaluiert werden.

Far die Versuche wurden zwei Mikrodialysekatheter (MD-Katheter) und ein Offener
Mikroperfusions Katheter (OFM-Katheter) verwendet. Der OFM-Katheter besitzt im

Gegensatz zum MD-Katheter keine Membran.
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2.1.1. Offener Mikroperfusions (OFM) Katheter

Die Austauschflache des OFM-Katheters (Joanneum Research
Forschungsgesellschaft mbH, Osterreich) besteht aus makroskopischen Offnungen,
Uber die es zum FlUssigkeitsaustausch zwischen dem durchstrémenden Perfusat und
der interstitielle Flissigkeit des Zielgewebes kommt. Im Gegensatz zur Membran
kénnen Uber diese Austauschflache gréBere Molekiile erfasst werden.

Der Katheter besteht aus einem Zuflussschlauch, einer Austauschflache und einem
Abflussschlauch.

Die Zu- und Abflussseite des Katheters besteht aus einem Polyimidschlauch (OD:
0,36 mm, ID: 0,25 mm) der eine Geflechtseinlage aus Edelstahl besitzt. Im Inneren ist
der Katheter mit einer dinnen Teflonschicht beschichtet. Die Austauschflache ist 15
mm lang und besteht nur aus dem Edelstahlgeflecht. 7 mm vom distalen und
proximalen Ende der Austauschflache entfernt sind weiBe Markerbander, die die
Positionierung der Austauschflache ins Zielgewebe erleichtern. Der Katheter und die
Austauschflache sind in Abbildung 7 zu sehen.

Austauschfliche

\ Weille Markerbéinder
Abbildung 7: OFM-Katheter mit Austauschflache

Der Katheter wird mit einer oder zwei Pumpen betrieben. In den folgenden

Versuchen wurden immer zwei Pumpen verwendet.

Am Eingang wird der Katheter mit einem Schlauch mit der Push-Pumpe verbunden.
Der Ausgang des Katheters wird tber eine Dichtung mit einem Ende der Kapillare
verbunden. Das zweite Ende der Kapillare wird Uber eine weitere Dichtung mit einem
Schlauch verbunden. Dieser Schlauch ist mit der Pull-Pumpe verbunden.
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Die Push-Pumpe pumpt das Perfusat, mit einer bestimmten Flowrate, in das
Gewebe. Aus dem Gewebe wird mit der Pull-Pumpe die Probefllssigkeit abgesaugt.
Die abgesaugte Probenflissigkeit wird in der Kapillare gesammelt.

Zusammengefasst wird Perfusat in das Gewebe gepumpt und Probenflissigkeit

abgesaugt. Das System arbeitet im Push-Pull Betrieb.

In Abbildung 8 ist der Systemaufbau zu sehen.

Abbildung 8: Probenfliissigkeitsentnahme mit dem OFM-Katheter
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2.1.2. CMA 66

Der CMA Katheter ist ein Mikrodialyse Katheter. Die Austauschflache des linearen
CMA-Katheters (CMA Microdialysis AB , Schweden) besteht aus einer Membran, die
eine Ausschlussgrenze bzw. einen ,Cut off von 100 kDa besitzt. Unter
Ausschlussgrenze versteht man die minimale Molekilmasse eines Molekils, das von
der Membran noch zurlickgehalten wird und die Membran nicht passiert. Dieser Wert
wird in Dalton angegeben. Dalton ist eine atomare Masseneinheit: 1 Da = 1,6605 *
10% kg.

Der Katheter besteht aus einem Zuflussschlauch, einer Austauschflache und einem

Abflussschlauch.

1. Introducer needle 21 G, 50mm

2. Luer lock connection (Polycarbonate)

3. Inlet tube (Polyurethane)

4. Dialysis membrane (Polyarylethersulphone)
5. Outlet tube (Polyurethane)

Abbildung 9: CMA 66 Katheter''

Der Zuflusschlauch ist 400 mm und der Abflussschlauch ist 100 mm lang. Diese
bestehen aus Polyurethan und haben einen Durchmesser von 0.4 mm. Die Membran
hat eine Austauschflache von 10 mm und besteht aus Polyarylether-Sulfon. Sie hat
einen Durchmesser von 0.5 mm. Aus dem Zielgewebe diffundieren die zu
untersuchenden Wirkstoffe durch die Mikrodialysemembran. Der Katheter und die
Austauschflache sind in Abbildung 9 und 10 zu sehen. [13]

Abbildung 10: Austauschflache des CMA 66 Katheters
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Der Katheter wird mit einer Pumpe betrieben. Daflir kénnen Peristaltikpumpen oder
Spritzenpumpen verwendet werden. Mit den Pumpen muss es mdglich sein, bei
geringer Flussrate von ungefahr 1 pl/min, kontinuierlich zu pumpen.

Der Eingang des Katheters wird mit einem Schlauch mit der Push-Pumpe verbunden.
Der Ausgang des Katheters wird mit einem Vial verbunden (Abbildung 11).

Die Push Pumpe pumpt das Perfusat in den Katheter. An der Austauschflache kommt
es aufgrund des Konzentrationsunterschiedes zwischen dem Perfusat und der
extrazellularen Flassigkeit zur Diffusion. Molekile diffundieren aus dem
extrazellularen Fluid durch die Membran in den Katheter. An der Ausgangsseite flie3t
die Probenflissigkeit aus dem Katheter und wird in einem Vial gesammelt.

Das System arbeitet im Push-Betrieb.

Abbildung 11: Probenflussentnahme mit dem CMA-Katheter

Die Anwendung dieser Katheter ist durch die Membran und dessen Fahigkeit zur

Aufnahme groBmolekularer Substanzen begrenzt.
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2.1.3. 2 kDa Mikrodialyse (MD) Katheter

Die Austauschflache des 2 kDA MD-Katheters (Institut fir Dermatologie, Danemark)
besteht aus einer Membran, die eine Ausschlussgrenze bzw. einen ,Cut off* von
2 kDa besitzt. Im Gegensatz zu den beiden anderen Kathetern, die maschinell
gefertigt wurden, wurde dieser Katheter von Kooperationspartner im Labor hergestellt

Der Katheter besteht aus einem Zuflussschlauch und einer Austauschflache
(Abbildung 12).

Der Zuflussschlauch des Katheters besteht aus einem Nylonschlauch (Smith Medical,
USA) und hat eine Lange von 30 cm.

Die Austauschflache besteht aus einer hohlen 65 mm langen Membran. Diese
besteht aus Dialysefasern GFS 16+ (Gambro Lundia AB, Schweden) und hat einen
auBeren Durchmesser von 0,216 mm.

Der Schlauch wurde mit der Membran mit Hilfe eines Cyanacrylat Klebers (Loctite,
Danemark) zusammen geklebt. Innerhalb der Membran wurde ein Edeslstahldraht
(Sandvik, Norwegen) mit einer Ldnge von 65 mm, zur Stabilisierung mit verklebt.
Dieser Katheter besitzt keinen zusatzlichen Abflusschlauch. Die ProbenflliBigkeit
flieBt Uber die 65 mm lange Membran ab und wird am Ende der Membran in Vials

gesammelt. [14]

Abbildung 12: 2 kDa MD-Katheter (Membran mit angeklebten Nylon)

Wie beim CMA-Katheter wird der 2 KDA- Katheter mit einer Pumpe betrieben.

Der Katheter ist am Eingang mit einer Push-Pumpe und am Ausgang mit einem Vial
verbunden.

Die Push-Pumpe pumpt das Perfusat in den Katheter und an der Austauschflache
diffundieren Molekllen aus dem extrazellularen Fluid durch die Membran in den
Katheter. Die Probenflissigkeit wird mit Vials am Ausgang gesammelt.

Das System arbeitet im Push-Betrieb.

Wie beim CMA-Katheter stellt bei diesem Katheter die Membran den limitierenden
Faktor dar.

20



Methoden

2.2.

Versuchsaufbau und zeitlicher Ablauf

2.2.1. In-vitro Versuche

Mit den in-vitro Versuchen wurde die Sampling-Effizienz der Katheter untersucht.

Mit der Sampling-Effizienz soll festgestellt werden, wie weit die Konzentration der
gesammelten Probenflissigkeit mit der tatséchlichen Konzentration in der Testlésung
Ubereinstimmt.

Es wurden drei OFM-, drei CMA- und drei 2 kDa MD-Katheter verwendet. Diese
wurden in einen Glasbehélter mit Testflissigkeit, die eine bestimmte Konzentration
von Fentanyl oder Benzoesaure enthielt, gelegt. Der Glasbehélter stand auf einem
Magnetrihrer, um eine konstante Konzentration der Testflussigkeit im Behalter zu
garantieren.

Damit die Katheter in gleicher Héhe und im gleichen Abstand in der Testflissigkeit
positioniert werden konnten, wurde eine Halterung gebaut. An dieser wurden die
Katheter befestigt.

Der OFM-Katheter wurde im Push-/Pull-Betrieb, die CMA- und die 2 kDa MD-
Katheter wurden im Push-Betrieb betrieben.

Abbildung 13: Aufbau des in-vitro-Versuchs
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Die Probenflissigkeit der CMA- und 2 kDa MD-Katheter wurde in Vials (0.2 ml
Maximum Recovery PCR tubes® ,Axygen, USA) und die Probenflissigkeit der OFM-

Katheter in Kapillaren (50 ul Glaskapillaren, Hirschmann, Deutschland) gesammelt.

Dieser Versuchsaufbau ist in Abbildung 13 zu sehen.

Zur Ermittlung der Sampling-Effizienz wurden fir Fentanyl und fir Benzoesaure vier

Versuche mit vier verschiedenen Konzentrationen durchgefihrt.

Das Fentanyl wurde in ELO-MEL mit 1% Humanem Serum Albumin (HSA) geldst. Die
verwendeten Konzentrationen sind in der folgenden Tabelle ersichtlich.

Tabelle 1: Verwendete Konzentrationen von Fentanyl bei den in-vitro Versuchen

Fentanyl
Konzentration 1 1 ng/ml
Konzentration 2 10 ng/ml
Konzentration 3 100 ng/ml
Konzentration 4 500 ng/ml

Die Benzoesaure wurde in 8% Ethanol (EtOH) gelést.

Die verwendeten Konzentrationen sind in der folgenden Tabelle ersichtlich.

Tabelle 2: Verwendete Konzentrationen von Benzoesaure bei den in-vitro Versuchen

Benzoesaure
Konzentration 1 10 pg/ml
Konzentration 2 100 pg/ml
Konzentration 3 250 pg/mi
Konzentration 4 1000 pg/ml
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In-vitro
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Abbildung 14:Zeitlicher Ablauf des in-vitro Versuchs

Bei diesen Versuchen wurde Probenflissigkeit Gber einen Zeitraum von drei Stunden

gesammelt. Das Samplingintervall betrug eine Stunde. Der zeitliche Verlauf der
Versuche ist in Abbildung 14 zu sehen.

Da das Fassungsvermdgen der Kapillaren zu gering war wurden diese halbstindig
gewechselt und in ein Vial zusammen gepoolt.
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2.2.2. Ex-vivo Versuche

2.2.2.1. Vorbereitung der Haut

Die Hautstliicke wurden von Frau Dr. R. Holmgard zur Verfligung gestellt und wurden
im Rahmen von plastischen Operationen in Danemark dem Spender entnommen.
Diese bestanden aus der Subkutis, der Dermis und der Epidermis.

Nach der Anlieferung in Trockeneistransportboxen ins Zentrum flr medizinische
Forschung (ZMF, LKH Graz) wurden diese im Tiefklihlschrank bei -80°C eingefroren.
Einige Tage vor dem Versuchsstart wurden die Hautsticke zuerst im -20°C
Klhlschrank zwischen gelagert und 20 Stunden vor Versuchsbeginn bei
Zimmertemperatur aufgetaut. Durch das langsame Auftauen, sollte die Zerstérung
der Haut verringert werden.

Die Hautstlicke wurden auf einer, mit einer Krankenunterlage (Molinea) eingehdillten
Styroporplatte mit der Epidermis nach oben aufgelegt und mittels Kandlen fixiert.

2.2.2.2. Setzen der Katheter

Die Katheter wurden von Dr. R. Holmgard gesetzt. Pro Applikationsflache wurden
immer drei Katheter in die Haut implantiert. Zuerst wurde auf die Hautsticke die
GroBe der Applikationsflachen sowie die Ein- und Austrittstellen der Katheter
markiert. Die Applikationsflache hatte eine GréBe von 2 x 2 cm. Die einzelnen
Katheter wurden in einen Abstand von 5 mm voneinander gesetzt. Zum Setzen
wurden Injektions-Kanilen (0,80 mm x 50 mm, 21 G * 2%) verwendet. Diese wurden
durch die markierten Ein- und Austrittstrittstellen in die Epidermis gesetzt. Danach
wurden die Katheter durch die Kandlen durchgezogen und die Kantlen wurde wieder
entfernt. Das Durchziehen des Katheters durch die Kanlle musste vorsichtig
geschehen, um etwaige Beschadigungen der Membran der Mikrodialyse-Katheter zu
vermeiden.

Zur Zugentlastung wurden die Katheterein- und Katheterausgédnge mit einem
schmalen Streifen Klebepflaster (3M ™ Durapore ™, 3M, Osterreich) fixiert.

Die CMA-Katheter und die 2 kDa MD-Katheter wurden vor dem Setzen mit ELO-MEL
gespult um die Funktionsfahigkeit zu Uberprifen. Bei den 2 kDa MD-Kathetern
musste nach der Spllung und bei der Verbindung mit dem Pumpschlauch darauf
geachtet werden, dass keine Luftblasen durch das System gepumpt wurden. Die
Luftblasen wirden die Funktionsfahigkeit des Katheters erheblich beeinflussen.
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In der nachsten Abbildung ist links das Setzen der Kanllen und rechts das
Durchziehen eines OFM-Katheters zu sehen.

Abbildung 15: Setzen der Katheter
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2.2.2.3. Vorversuche

Die Vorversuche dienten zur Optimierung des Versuchsaufbaus.

Beim ersten Vorversuch wurde ein Hautstick verwendet. Es wurden drei
Applikationsflachen aufgebracht. In die Haut wurden pro Applikationsflache je drei
OFM-, drei CMA- und drei 2 kDa MD-Katheter gesetzt. Alle neuen Katheter wurden
im Push-Pull Betrieb betrieben. Die Katheterausgange wurden mit einem
Kapillarsystem verbunden, um die Probenflissigkeit in Kapillaren zu sammelin.

In folgender Abbildung ist der Aufbau zu sehen.

Abbildung 16: Aufbau des ersten Vorversuchs

In dieser Abbildung sind Falcon Tubes zu sehen, die an der Peristaltikpumpe
befestigt wurden. In diesen befand sich das Perfusat, das in das Gewebe gepumpt

wurde.
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Auf die Applikationsflache wurde flissiges Fentanyl aufgebracht. Da das Fentanyl in
flissiger Form vorlag, wurden Applikationskammern verwendet, die mit Cyanacrylat
Kleber (Loctite, Danemark) auf die Haut aufgeklebt wurden.

Die Applikationskammern waren quadratisch und hatten eine Gr6Be von 2 x 2 cm.
Diese wurden selbst gefertigt. Dabei wurden runde Falcon Tubes (BD Bioscience,
Osterreich) verwendet. Diese wurden abgeschnitten und mit Hilfe eines HeiBluftféhns
wurden die Kanten geformt. Zum leichteren Aufkleben auf die Haut wurde ein
Kleberand auf die Unterseite der Kammern aufgeklebt.

Die Applikationskammern wurden mit Parafilm zugedeckt, um eine Verdunstung der

Applikationsflissigkeit zu verhindern (Abbildung 17).

Abbildung 17: Im linken Bild ist das Aufkleben der Applikationskammern zu sehen und im rechten Bild die
zugedeckten Applikationskammern im Betrieb

Auf die drei Applikationsflachen wurde in die Applikationskammern 25 pug/ml Fentanyl

(Janssen Cilag, Osterreich) in 50% EtOH appliziert.

Die Applikationsflachen, das Samplingintervall und die Applikationszeit des ersten

Vorversuchs sind in Abbildung 18 zu sehen.
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Vorversuch 1

e
[72]
T v
2 kDa MD 1{ 2 (3 CMA 1|23 OFM 1|2 |3

S
n_'

Applikationsflache

Fentanyl (25 pg/mi)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | Samples
Applikation

L L1 Zetifh]

1
[ I N N L1 1,

o 12 20 22
| |
I !

Run-In Sampling Phase
Periode

Abbildung 18: Zeitlicher Ablauf ersten Vorversuchs

In Abbildung 18 ist zu sehen, dass die Applikationszeit 28 Stunden betrug und 11
Proben pro Katheter gesampelt wurden.

Das Samplingintervall der Proben betrug zwei Stunden, auBer in der Nacht. Zwischen
24 Uhr und 8 Uhr frih betrug das Samplingintervall 8 Stunden. In der Nacht wurde
die Probenflissigkeit von allen Kathetern nicht in den Kapillaren sondern in Vials
gesammelt. Dazu wurde der Zweig der Kapillaren kurzgeschlossen, die
Probenflissigkeit durch den Schlauch am Ausgang des Katheters gepumpt und am
Ende des Schlauchs in Vials aufgefangen.
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Da die verwendeten Kapillaren ein Fassungsvermégen von 50 ul hatten, wurden die
Kapillaren wahrend des zwei stlindigen Samplingintervalls dreimal gewechselt und
die gesammelte Probenflussigkeit in ein Vial zusammen gepoolt. Die Proben wurden
bis zur Analyse bei -80°C eingefroren. Bei allen gesammelten Samples wurde die

Fentanylkonzentration analysiert.

Um die Flussrate zu Uberprifen, wurden die leeren und die vollen Vials abgewogen
(siehe Formel 1 in Abschnitt 2.3). Die Differenz dieser Gewichte ergibt die Menge der

gesammelten Probenflissigkeit.
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Beim zweiten Vorversuch wurden zwei Hautstlicke verwendet. Pro Hautstlick wurden

2 Applikationsflachen aufgebracht.

Im ersten Hautstlick wurden pro Applikationsflache drei CMA- und drei 2 kDa MD-
Katheter gesetzt. Die Katheter wurden im Push-Betrieb betrieben. Die
Probenflissigkeit wurde in Vials gesammelt.

Im zweiten Hautstiick wurden 3 OFM-Katheter pro Applikationsflachen gesetzt. Die
OFM-Katheter wurden im Push-Pull Betrieb betrieben. Zum Sammeln der
Probenflissigkeit wurden Kapillaren verwendet.

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 19 zu sehen.

ngh
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Abbildung 19: Aufbau des zweiten Vorversuchs

Die Applikationsflachen, das Samplingintervall und die Applikationszeit des zweiten
Vorversuchs sind in Abbildung 20 zu sehen.

Am ersten Hautstick wurde in die zwei Applikationskammern 40 pug/ml Fentanyl in
20% EtOH appliziert. Am zweiten Hautstlck wurde in die dritte Applikationskammer
50 ug/ml Fentanyl in H,O appliziert und auf die vierte Applikationsflache wurde ein

25 ug/h Durogesic® Depotplaster (Janssen-Cilag, Danemark) geklebt.
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Abbildung 20: Zeitlicher Ablauf des zweiten Vorversuchs
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Die Applikationszeit betrug 26 Stunden und es wurden 13 Proben bei Hautstlck 1
und 14 Proben bei Hautstlick 2 gesampelt. Bei Hautstlick 2 wurde eine Probe mehr
gesampelt, da bei den OFM-Kathetern ein Baseline Sample durchgefihrt wurde.

Uber den gesamten Applikationszeitraum hinweg wurden die Proben im zwei

Stunden Takt gesammelt.

Die Kapillaren des OFM-Katheters wurden dreimal in zwei Stunden gewechselt und
die Probenflissigkeit in ein Vial zusammen gepoolt. Die Probenflissigkeit der CMA-
und der 2 kDa MD-Katheter wurde direkt in einem Vial im zwei Stunden Intervall

gesammelt.

Um die Flussrate zu Uberprifen wurden die leeren und die vollen Vials gewogen und
danach bis zur Analyse bei -80°C eingefroren. Bei allen gesammelten Samples

wurde die Fentanylkonzentration analysiert.

32



Methoden

2.2.2.4. Hauptversuche

Insgesamt wurden neun Hauptversuche durchgefihrt. Pro Versuche wurden zwei
Hautstiicke vom gleichen Spender verwendet. Pro Hautstlick wurden unter die drei
Applikationsflachen jeweils drei OFM-, drei CMA- und drei 2 kDa MD-Katheter
gesetzt.

Die Probenflissigkeit wurden bei den CMA- und den 2 kDa MD-Kathetern in Vials
gesammelt. Bei den OFM-Kathetern wurden Kapillaren verwendet.

Abbildung 21: Aufbau des Hauptversuches — ein Hautstiick mit 6 Kathetern

Es wurde versucht die Temperatur zwischen 25 und 28°C konstant zu halten. Dazu
wurden mobile OP Leuchten verwendet. Mittels eines Thermometers, das unter den
Hautstlcken positioniert war, wurde die Temperatur kontrolliert. Durch Ein- und
Ausschalten der Leuchten wurde die Temperatur reguliert. Die Versuche wurden an
einem Ort durchgefiihrt, wo die Haut vor direkter Sonneneinstrahlung geschitzt war.

Die Applikationsflachen, das Samplingintervall und die Applikationszeit des

Hauptversuchs sind in Abbildung 22 zu sehen.
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Abbildung 22: Zeitlicher Ablauf der Hauptversuche

Auf die ersten drei Applikationsflachen wurden 40 pg/ml geléstes Fentanyl in 20%
EtOH in die Applikationskammern applizierten.

Im zweiten Hautstlck wurden auf die drei Applikationsflachen 4 mg/ml Benzoesaure
in H,O aufgetragen.
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Die Applikationszeit der 9 Hauptversuche betrug 20 Stunden und es wurden 10
Proben pro Hautstlick gesampelt. Das Samplingintervall betrug 2 Stunden.
Die Kapillaren der OFM-Katheter wurden dreimal in zwei Stunden gewechselt und die

Probenflissigkeit in ein Vial zusammen gepoolt.

Um die Flussrate zu Gberprifen, wurden die leeren und die vollen Vials gewogen und
danach bis zur Analyse bei -80°C eingefroren.

Nach Beendigung eines Versuches wurde die Flussraten aller Katheter Gber den
gesamten Versuchszeitraum Gberprift. Pro Applikationsflache wurden die zwei
Katheter mit dem konstantesten Probenfluss ausgewahlt. Bei diesen zwei wurde aus
der gesammelten Probenflissigkeit die Konzentration von Fentanyl bzw. von

Benzoesaure ermittelt.
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2.3.

Peristaltikpumpen

Als Pumpen wurde die Minipuls® 3 (Gilson, Frankreich) verwendet.

Diese Peristaltikpumpe besteht aus einem Rotor mit Rollen. Die Schlduche werden
mit einem Gleitschuh gegen diese Rollen gepresst (Abbildung 23).

Die verwendeten Schlauche wurden selbst hergestellt. Dabei wurden Tygon-
Schlauche (IL-3603, Cole Parmer, USA) mit einem ID von 0,19 mm und einem OD
2,03 mm verwendet. Diese wurden auf eine Lange von 80 cm zu geschnitten. Zwei
Stoppringe wurden auf den Schlauch aufklebt. Durch diese wurde der Schlauch in
den Pumpkopf eingehacki.

Durch die Drehung des Rotors kommt es zur mechanischen Verformung des
Schlauches. Dadurch wird die Flussigkeit durch den Schlauch gepresst. Die
Schlduche mulssen aus elastischem Material bestehen, damit eine elastische

Verformung méglich ist.

Abbildung 23: Minipuls® 3 Peristaltikpumpe [15]

Der Nachteil der Peristaltikpumpen ist, dass es durch die mechanische Verformung
des Schlauches zur Abnltzung kommt. Daher wurde vor den Versuchen eine
Flussmessung durchgefihrt. [15]

Bei der Flussmessung wurde Perfusat durch den Pumpschlauch Uber einen
bestimmten Zeitraum ts gepumpt und am Ende in einem Vial gesammelt. Es wurden
die leeren und die vollen Vials gewogen und aus dieser Differenz wurde die Flowrate

bestimmt.
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Volumen (1)—Volumen(0) [ ul ]

Flowrate = -
ts min

(1)

Nach langerer Verwendung der Pumpschlauche wurden diese durch neue Schlauche

ersetzt.
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2.4. Perfusat

Als Perfusat wurde fir die Versuche mit Fentanyl ELO-MEL mit 1 % Humanen Serum
Albumin (HSA) (Octapharma, Osterreich) und fir die Versuche mit Benzoeséure
reines ELO-MEL verwendet.

ELO-MEL ist eine Vollelektrolyt L6sung und wird intravenés bei Dehydrierung und bei
Fllssigkeitsverlust verabreicht [16].

HSA ist ein menschliches Protein, das im Blut vorkommt. Es wird als Blutersatzmittel
verwendet.

Da Luftblasen die Funktionsfahigkeit der Katheter beeinflusst, dirfen im Perfusat
keine Luftblasen vorhanden sein. Um die Luftblasen aus dem Perfusat zu entfernen

wurde das Perfusat in einem Ultraschalbad fir 10 Minuten entgast.
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2.5.

Analytik

Zur Analyse der Probenflissigkeit waren 90 ul nétig. Dabei wurde zur Analyse von
Fentanyl eine HPLC (Ulimate 3000, Dionex, USA) zur Auftrennung der in der
Probenflissigkeit enthaltenen Substanzen und ein Massenspektrometer (TSQ
Quantum Ultra AM, Thermo Finnigan, Schweiz) zur Konzentrationsbestimmung
verwendet.

Zur Analyse der Benzoesdure wurde ein LaChrom High Performance Liquid
Chromatography System (Merck Hitachi, Darmstadt, Deutschland) verwendet.

Im Zusammenhang mit den Analyseergebnissen wird das Limit of Quantification
angegeben. Das Limit of Quantification ist die Quantifizierungsgrenze oder
Bestimmungsgrenze. Im Bereich zwischen diesen Grenzen kann die Konzentration
mit einer bestimmten Prazision und mit einer bestimmten Richtigkeit detektiert
werden.

Die obere Bestimmungsgrenze wird als Upper Limit of Quantification (ULOQ) und die
untere Bestimmungsgrenze als Lower Limit of Quantificaion (LLOQ) bezeichnet.

Neben dem LOQ gibt es noch die Nachweisgrenze oder das Limit of Detection
(LOD). Das ist die Grenze, Uber der der zu untersuchende Analyt gerade noch
messbar ist. Daher weil3 man, dass der zu untersuchende Analyt im Probenvolumen
vorhanden ist, aber eine genauere Aussage Uber dessen Konzentration kann nicht
gemacht werden. In der folgenden Abbildung ist der Zusammenhang zwischen LOQ
und LOD ersichtlich.

7y uLoQ

Limit of Quantification (LOQ)

LLOQ
Y Limit of Detection (LOD)

Abbildung 24: Limit of Quantification und Limit of Detection
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Die Prazision gibt Auskunft Uber die Reproduzierbarkeit eines Messverfahrens. Dabei
werden wiederholte Messungen bei gleichen Bedingungen durchgefihrt. Die
Prazision beschreibt das AusmaB der Ubereinstimmung der einzelnen Messungen.
Dabei werden zufallige Messfehler erfasst. Die quantitative Erfassung der Préazision
erfolgt mittels des Variationskoeffizienten (CV). Es werden zwischen zwei
Prazisionen unterschieden. Der Intra-Prazision und der Inter-Prazision. Bei der Intra-
Préazision wird die Prazision innerhalb einer einzigen analytischen Messreihe und bei
der Inter-Prazision wird die Prazision bei verschieden Messreihen ermittelt. Dabei
wird der Variationskoeffizient ermittelt der die 15 % Grenze nicht Uberschreiten darf
(Ausnahme LLOQ: 20 %).

Unter Richtigkeit versteht man wie weit der gemessene Wert mit dem wahren Wert
Ubereinstimmt. Dabei werden wiederholte Messungen von Samples mit bestimmter
Menge des Analyten durchgefiihrt. Die Abweichung der gemessenen Konzentration

soll nicht mehr als 15 % vom wahren Wert abweichen.

Bei der Methodenspezifikation wird auch die Linearitat des Messbereichs festgestellt.
Dabei wird das BestimmtheitsmaB R? bestimmt. Dieses MaB gibt Auskunft (iber die
Qualitat der Linearitat eine Messreihe. Wenn R? den Wert 1 hat, ist ein perfekter
linearer Zusammenhang gegeben. Bei 0 gibt es keinen linearen Zusammenhang.
[17][18]

Das LLOQ lag bei Fentanyl bei 0,1 ng/ml und das ULOQ bei 20 ng/ml.
Bei der Benzoesaure lag er LLOQ 5 ng/ml und das ULOQ bei 1000 ng/ml.
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2.6.

Statistische Methoden
2.6.1. Grafische Darstellung

Zur grafischen Darstellung der Daten wird ein Liniendiagramm verwendet. Dabei wird
der Konzentrationsverlauf Uber die Zeit dargestellt.

2.6.2. LagemaB und StreuungsmaBi

Als statistische KenngréBe wird als LagemaB der Mittelwert angewandt. Der
Mittelwert wird wie folgt definiert:

WES

X = 2
- 2)
F eeeereenireereerree——erreenaaas Mittelwert

D (T i-te Messwert miti=1,2...... n

o RN Anzahl der Messwerte

Als StreuungsmaB wurde die Standardabweichung ausgewéhlt. Dies ist eine

KenngréBe zur Beurteilung der Streuung um den Mittelwert. Dieser ist wie folgt

_ |ZG—x)?
S _\/ (n—1) (3)

L SRR Standardabweichung

definiert:

Da die Standardabweichung ein absolutes StreuungsmaB ist wurde der
Varianzkoeffizient (CV) berechnet. Dieser ermdglicht eine relative Darstellung der
Streuung.
=3
v=>1 (4)

Vet Variationskoeffizient

Der Mittelwert, die Standardabweichung und der Variationskoeffizient wurden mit den
Microsoft Excel 2007 Mittelwert und Stabw berechnet.

2.6.3. Vergleich der Konzentrationen

Um die Konzentration in den gesammelten Probenflissigkeiten der drei Katheter
vergleichen zu kdénnen, wurden die Konzentrationen pro Katheter pro Testsubstanz
Uber den gesamten Versuchszeitraum aufsummiert. Es wurde der Mittelwert, die

Standardabweichung und der CV pro Stunde berechnet.
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2.7.

2.8.

Lag time

Von der Applikation des Wirkstoffes bis zur Penetration durch die Haut vergeht einige
Zeit, die als Lag time oder Verzdégerungszeit bezeichnet wird. Um die Lag time zu
ermittelt, wurde die Zeit bis zur ersten Detektion des Analyten ermittelt.

Die Lag time wurde fir die Hauptversuche ermittelt.

Sampling-Effizienz

Zur Ermittlung der Sampling-Effizienz wurden in-vitro Versuche durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden mittels eines Diagrammes dargestellt.

Um einen Vergleich bei verschiedenen Konzentrationen zu erhalten, wurde die
Sampling-Effizienz wie folgt ermittelt. Dabei wird das Verhélinis zwischen der
Konzentration im Sample Csampie Und der tatsachlichen Konzentration in der

Testlésung Crestissung gebildet.

Sampling — Ef fizienz = _Csampie] [%] (5)

[CTestlésung]

Bei einem Wert von 100% kann mit dem Katheter die tatsdchliche Konzentration in

der Testldsung gesampelt werden.
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3.Ergebnisse

3.1.

In-vitro Versuche

Die Ergebnisse fir die Sampling-

Effizienz bei

Standardabweichungen sind in den Tabellen 3 bis 6 zu sehen.

Sampling-Effizienz der

Katheter bei Fentanyl
500 ng/ml Fentanylin 1 % HSA in ELO-MEL
600

500 -
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300
200

Konzentration [pg/ml]

2kba MD
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' —<—tatsichliche

0,5 Konzentration

1,5 2,5

Intervall [h]

Sampling-Effizienz der

Katheter bei Fentanyl
100 ng/ml Fentanylin 1% HSAin ELO-MEL
150

? ——0FM
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® 50 =
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€ 2kDa MD
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X

0,5 15 2,5

—*<—tatsachliche

Intervall [h] Konzentration

Abbildung 25: Sampling-Effizienz der
Katheter bei Fentanyl mit einer
Konzentration von 500 ng/ml

Tabelle 3: Standardabweichung fiir eine
Konzentration von 500 ng/ml

Abbildung 26: Sampling-Effizienz der Katheter
bei Fentanyl mit einer
Konzentration von 100 ng/ml

Tabelle 4: Standardabweichung
Konzentration von 100 ng/ml

fur eine

Standardabweichung [ng/ml] Standardabweichung [ng/ml]
Zeit [h] OFM CMA 2 kDa MD Zeit [h] OFM CMA 2 kDa MD
0,5 9,25 35,84 13,36 0,5 0,53 5,53 3,67
1,5 12,11 57,75 2,06 1,5 14,66 8,11 3,31
2,5 17,36 106,58 29,03 2,5 30,24 7,65 9,55

Sampling-Effizienz der

Katheter bei Fentanyl
10 ng/ml Fentanylin 1 % HSAin ELO-MEL

E M e

—#—-CMA

2kDa MD

Konzentration [pg/ml]

05 ——tatsdchliche

Konzentration

2,5

Intervall [h]

Abbildung 27: Sampling-Effizienz der Katheter
bei Fentanyl mit einer
Konzentration von 10 ng/ml

Tabelle 5: Standardabweichung fiir eine
Konzentration von 10 hg/ml

Sampling-Effizienz der

Katheter bei Fentanyl
1ng/ml Fentanylin 1 % HSAin ELO-MEL

0,8 = by +
0,6
0,4
0,2
0,0

14
1,2
1,0

——CMA

2kDa MD

Konzentration [pg/ml]

0,5 1,5 2,5 Konzentration

Intervall [h]

Abbildung 28: Sampling-Effizienz der Katheter
bei Fentanyl mit einer
Konzentration von 1 ng/ml

Tabelle 6: Standardabweichung fiir eine
Konzentration von 1 ng/ml

Standardabweichung [ng/ml] Standardabweichung [ug/ml]
Zeit [h] OFM CMA 2 kDa MD Zeit [h] OFM CMA 2 kDa MD
0,5 1,06 0,43 0,13 0,5 0,05 0,04 0,02
1,5 0,72 0,20 0,43 1,5 0,04 0,06 0,04
2,5 1,63 0,48 0,10 2,5 0,13 0,11 0,10
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Ergebnisse

Die Ergebnisse fir die Sampling-Effizienz bei Benzoesaure fir 4 verschiedene
Konzentrationen zeigen die Abbildungen 29 bis 32 und die dazugehdrigen
Standardabweichungen sind in den Tabellen 7 bis 10 zusehen.

Sampling-Effizienzder Sampling-Effizienz der

Katheter bei Benzoesaure Katheter bei Benzoesiure

1000 pg/ml Benzoeséure in 8% EtoH 250 ug/ml Benzoesaure in 8% EtoH
1200

300
T 1000 + j—— E
§ —+—OFM § 250 f ——OFM
2 w0 - — E _ 4:—‘
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g e —=-CcMA 2 150 I,/ B cvA
g &
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X
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tatséchliche
N =4 tatsichliche
Konzentration 0,5 15 2,5 .
05 15 25 Konzentration
Intervall [h]

Intervall [h]

Abbildung 29: Sampling-Effizienz der Katheter Abbildung 30: Sampling-Effizienz der Katheter

bei Benzoesaure mit einer bei Benzoesaure mit einer
Konzentration von 1000 pg/ml Konzentration von 250 pg/mi
Tabelle 7: Standardabweichung fiir eine Tabelle 8: Standardabweichung Konzentration
Konzentration von 1000 pg/ml von 250 pg/ml
Standardabweichung [ug/ml] Standardabweichung [ug/ml]
Zeit [h] OFM CMA 2 kba MD Zeit [h] OFM CMA 2 kDa MD
0,5 22,65 8,17 28,24 0,5 2,78 123,61 14,98
1,5 11,21 2,02 27,09 15 3.07 106 765
2,5 6,67 4,91 10,07 2,5 0,98 2,18 7,22
Sampling-Effizienz der Sampling-Effizienz der
Katheter bei Benzoesaure Katheter bei Benzoesaure
100 pg/ml Benzoesaure in 8% EtoH Hg/m! Benzoesaurein 87 Elo
_ 120 = 12 -
E 100 '—%— —4-0FM é 12 + S . ——OFM
ER - £ p———
S 60 —E-CMA 2 8 —#-CvA
£ 40 £ 6
R 2kDa MD I 2k0aMo
£ 0 ) =
Q 0 ! ! ! atsachliche
0,5 15 25 —é—tatsichliche 0,5 1,5 2,5 +:<otnze:‘tr:tion
Intervall[h] Konzentration Intervall [h]

Abbildung 31: Sampling-Effizienz der Katheter Abbildung 32: Sampling-Effizienz der Katheter

bei Benzoeséure mit einer bei Benzoeséure mit einer
Konzentration von 100 pg/ml Konzentration von 10 pg/mi
Tabelle 9: Standardabweichung fiir eine Tabelle 10: Standardabweichung fiir eine
Konzentration von 100 pg/ml Konzentration von 10ug/mli
Standardabweichung [ug/ml] Standardabweichung [ug/ml]
Zeit [h] OFM CMA 2 kDa MD Zeit [h] OFM CMA 2 kDa MD
0,5 1,04 2,87 5,64 0,5 0,16 0,20 0,87
1,5 1,31 1,79 2,31 1,5 0,05 1,29 0,86
2,5 2,79 6,04 4,32 2,5 0,10 1,32 0,33

Bei der Lésung von 250 pug/ml Benzoesaure zeigt der CMA-Katheter eine sehr hohe

Standardabweichung. Dies ist auf die Probleme beim Versuchsstart zurlickzufihren.
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Die Ergebnisse in Tabelle 13 zeigen die Sampling-Effizienz fur die in-vitro Versuche.

Tabelle 11: Verhéltnis zwischen tatsachlicher Konzentration und gesampelter Konzentration bei Fentanyl

und Benzoesaure

2 kDa MD [%]

2 kDa MD [%]

0,5 85,06 69,62 63,57 0,5 95,08 109,29 89,56
1,5 87,93 81,35 65,16 1,5 95,28 103,99 102,54
2,5 106,78 87,15 80,16 2,5 94,32 100,39 104,42
0,5 99,35 90,70 69,38 0,5 93,50 96,97 133,64
1,5 105,81 91,53 76,48 1,5 96,58 97,33 129,96
2,5 104,83 88,80 87,81 2,5 95,37 95,08 119,35
10 100

1 10

Der OFM- und der CMA-Katheter konnten bei

den

in-vitro Versuchen mit

Benzoesaure eine bessere Ubereinstimmung mit der der tatsachlichen Konzentration

erzielen als der 2 kDa MD-Katheter. Bei der Konzentration von 250 pg/ml lagen alle

Katheter weit unter der tatsdchlichen Konzentration.

Einige Ergebnisse in Tabelle 11 zeigen eine Sampling-Effizienz Gber 100%. Dies ist

in der Praxis nicht méglich. Diese Werte sind durch Messfehler bei der Analyse

entstanden. Diese Messfehler liegen aber innerhalb der tolerierbaren Grenzen (15 %
bzw. 20 % Abweichung, siehe 2.5).




Ergebnisse

3.2. Vorversuch 1

Den Mittelwert far den Konzentrationsverlauf von Fentanyl bei einer Applikation von
25 pg/ml im betrachteten Zeitraum von 28 Stunden fir jeweils drei OFM-, CMA- und
2 kDa MD-Katheter zeigt Abbildung 33.

Die Ergebnisse flr die Standardabweichung und den Variationskoeffizienten zeigt
Tabelle 12.

Es gibt keine Messergebnisse zwischen Stunde 12 und 20. In diesem Zeitraum
wurde die Probenflissigkeit nicht zweistliindig in Kapillaren gesammelt, sondern die
Probenflissigkeit wurde wahrend der 8 Stunden durch den Pull-Schlauch gepumpt
und am Ende in Vials aufgefangen.

Vorversuch 1: Mittelwert der Fentanylkonzentration

bei drei verschiedenen Kathetern (n=3)
25 pg/ml Fentanyl in 50% EtOH
10

é 8 P —]
L 6
s 4 / \ ——OFM
S 7 N
= | ) _——v—-‘_
g 2+ m — S —B-CMA
g 0+ T T = T T T T ] 2 kDa MD
c
Q 1 3 5 7 9 11 16 21 23 25 27
Intervall [h]

Abbildung 33: Mittelwert der Fentanylkonzentration in der Epidermis bei einer Applikation von 25 pg/ml
Fentanyl liber einen Zeitraum von 28 Stunden

Tabelle 12: Standardabweichung und Variationskoeffizient des ersten Vorversuchs

Standardabweichung [ng/ml] | I CV [%]
Stunde OFM CMA  2kDa MD OFM CMA  2kDa MD
1
3 0,14 0,17 57,49 108,56
5 0,03 0,48 0,40 50,00 97,61 109,26
7 0,07 0,91 0,02 37,41 132,65 15,98
9 0,13 0,19 0,23 30,82 49,69 63,59
11 0,16 0,17 24,52 35,85
16
21 0,60 0,87 1,89 27,93 46,70 69,86
23 0,60 8,46 1,03 22,60 118,28 35,12
25 0,60 9,75 1,05 20,54 122,46 31,23
27 0,60 0,23 2,65 21,01 11,91 82,20
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3.3.

Beim 2 kDa MD-Katheter konnte in Stunde elf nur bei einem Katheter die
Konzentration der Probe analysiert werden. Daher sind keine Standardabweichung
und kein Variationskoeffizient in der Tabelle eingetragen.

Vorversuch 2

Den Mittelwert fir den Konzentrationsverlauf von flissigem Fentanyl im betrachteten
Zeitraum von 26 Stunden fir jeweils drei OFM-, CMA- und 2 kDa MD-Katheter zeigt
Abbildung 34 und die Ergebnisse flr den Konzentrationsverlauf bei der Applikation
eines 25 ug/h Durogesic® Depotplasters zeigt Abbildung 35.

Die Ergebnisse fir die Standardabweichung und den Variationskoeffizient fir die
Applikation von flissigen Fentanyl zeigt Tabelle 13.

Bei drei CMA- und drei 2 kDa MD-Kathetern wurde Fentanyl in einer Konzentration

von 40 pg/ml in 20% EtOH und bei drei OFM-Kathetern wurde 50 ug/ml Fentanyl in
H>O appliziert.

Vorversuch 2: Mittelwert der Fentanylkonzentration bei

drei verschiedenen Kathetern (n=3)
40 pg/ml Fentanyl in 20% EtOH (CMAund 2 kDa MD)

50 pg/ml Fentanyl in Wasser (OFM)
50

45
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é 35 —
R 30 == OFM - 50 pg/ml
s Fentanyl
= 25
£ 20 g ——CMA- 40 pg/ml
ﬁ 15 +——= = Fentanyl
]
10 *\ 2 kDA MD - 40 pg/ml
5 > < ~ Fentanyl
0 -4
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Intervall [h]

Abbildung 34: Mittelwert der Fentanylkonzentration in der Epidermis bei einer Applikation von 40 pg/ml
bzw. 50 pg/ml liber einen Versuchszeitraum von 25 Stunden
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Tabelle 13: Standardabweichung und Variationskoeffizient des zweiten Vorversuchs

Standardabweichung [ng/ml] | | CV [%]

Stunde| OFM CMA  2kDa MD OFM CMA  2kDa MD
1 2,85 13,36

3 5,25 16,26 281,84 144,38
5 6,24 0,08 16,83 176,69 71,99 122,68
7 5,67 0,06 15,75 130,51 71,44 105,65
9 8,07 0,22 16,43 174,20 216,39 111,14
11 13,20 0,16 15,83 211,31 73,72 102,54
13 9,67 0,11 16,32 97,37 46,70 101,70
15 3,45 0,12 1,21 41,17 52,89 6,54
17 2,15 0,16 17,00 47,86 53,81 38,17
19 1,59 0,29 16,60 40,34 53,09 80,59
21 1,22 0,35 17,10 36,27 43,01 80,86
23 0,95 0,45 20,04 35,95 50,08 101,38
25 1,10 0,50 20,61 42,93 53,79 90,28

Konzentration [ng/ml]

Vorversuch 2: Konzentration von Fentanyl beim

OFM Katheter
Durogesic Depotplaster (25 pg/time)

3500

3000

2500

2000

=& OFM 1 Pflaster

1500
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1000

OFM 3 Pflaster

500
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Intervall[h]

Abbildung 35: Konzentration von Fentanyl in der Epidermis bei der Applikation eines 25 pg/h Durogesic®

Depotplaster wahrend des Versuchszeitraumes von 25 Stunden

Im Vergleich zu flissigem Fentanyl ist die Konzentration von Fentanyl in der Haut bei

der Verwendung von 25 ug/h Durogesic® Depotplaster um ein 400-faches hdher.
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3.4. Hauptversuche

Dem Mittelwert fir den Konzentrationsverlauf, bei einer Applikation von 40 pg/ml
Fentanyl in 20 % EtOH, von jeweils 18 OFM-, CMA- und 2 kDa MD-Katheter zeigt
Abbildung 36 und die dazugehérigen Standardabweichungen und den
Variationskoeffizienten zeigt Tabelle 14.
Der Mittelwert wurde aus den Messergebnissen, die innerhalb der
Quantifizierungsgrenze lagen, gebildet.

Mittelwert von Fentanyl mit drei

verschiedenen Kathetern (n=18)

40 pg/ml Fentanyl in 20% EtOH
4,0
3,5
3,0
2,5

2,0 ——O0FM
1,5

=i—CMA
1,0

2 kDa MD
0,5 A

0,0 = T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Konzentration [ng/ml]

Intervall [h]

Abbildung 36: Mittelwert der Fentanylkonzentration in der Epidermis bei einer Applikation von 40 pg/ml iiber einen
Versuchszeitraum von 20 Stunden

Tabelle 14: Standardabweichung und CV fiir die Hauptversuche mit Fentanyl

Fentanyl
Standardabweichung [ng/ml] I I CV [%]
Stunde OFM CMA 2 kDa MD OFM CMA 2 kDa MD
1 0,07 0,14 0,20 44,71 59,83 103,47
3 0,32 0,88 0,56 86,59 110,59 112,07
5 0,60 0,58 0,55 85,47 102,08 69,88
7 0,88 0,82 1,38 80,32 90,82 76,00
9 1,30 0,94 1,24 82,52 79,65 80,57
11 1,16 1,34 1,50 73,00 80,22 80,83
13 1,17 1,16 1,66 67,59 66,93 86,88
15 1,12 1,30 2,23 63,10 63,21 82,41
17 1,09 1,29 2,85 56,31 58,09 84,92
19 1,16 1,43 2,96 54,61 59,71 81,27
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Uber den Versuchszeitraum von 20 Stunden ist ein deutlicher Anstieg der
Konzentration von Fentanyl bei allen Kathetern ersichtlich. Der Variationskoeffizient
ist fur den 2 kDa MD-Katheter deutlich héher als fur den OFM- und den CMA-
Katheter.

Den Mittelwert fir den Konzentrationsverlauf, bei einer Applikation von 4 mg/ml
Benzoesaure in Wasser, von jeweils 18 OFM-, CMA- und 2 kDa MD-Katheter zeigt
Abbildung 37 und die  dazugehdrigen Standardabweichungen und
Variationskoeffizienten zeigt Tabelle 15.

Im Gegensatz zu Fentanyl ist bei der Benzoeséaure eine Plateauphase erkennbar.

Mittelwert von Benzoesaure mit drei verschiedenen
Kathetern (n=18)

4 mg/mlBenzoesdure in Wasser

350
= 300
£
® 250 O .4
=
S 200
2 —— OFM
‘2 150 -
2 100 ——-CMA
c /
g 50 - r( 2 kDaMD

0 — ; ; ; . . ; ; ; .
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Intervall [h]

Abbildung 37: Mittelwert der Benzoeséurekonzentration in der Epidermis bei einer Applikation von 4 mg/ml Giber
einen Versuchszeitraum von 20 Stunden

Tabelle 15: Standardabweichung und CV fiir die Hauptversuche mit Benzoeséaure

Benzoesdure
Standardabweichung [ng/ml] | I CV [%]
Stunde OFM CMA 2 kDa MD OFM CMA 2 kDa MD
1 17,61 41,84 34,36 64,91 114,96 103,62
3 48,97 90,82 100,69 40,94 74,37 82,59]
5 64,61 80,52 118,62 36,03 49,20 64, 19I
7 72,82 92,41 155,68 34,13 47,53 65,56
9 95,40 100,94 202,62 39,18 47,24 71,96
11 84,12 100,63 196,99 33,69 45,57 66,82
13 86,60 116,11 223,88 33,47 48,85 69,27
15 76,47 104,16 198,58 29,44 44,52 62,88
17 82,01 100,92 192,80 31,88 44,53 61,05
19 79,87 104,08 188,13 31,01 43,86 60,34




Ergebnisse

3.4.1. Vergleich der Konzentrationen

Bei Fentanyl ergibt sich fir den OFM- und CMA- Katheter dieselbe Konzentration pro
Stunde. Mit dem 2 kDa MD-Katheter kann ein hoherer Wert erreicht werden. Doch
der Variationskoeffizient ist bei diesem Katheter bei Benzoesaure deutlich héher.

Die Ergebnisse fir den Mittelwert, die Standardabweichung und den
Variationskoeffizienten der Konzentrationen fir die Hauptversuche zeigt Tabelle 16
fir Fentanyl und Tabelle 17 fir Benzoesaure.

Tabelle 16: Konzentrationen bei Fentanyl

Fentanyl Mittelwert [ng/ml h] | Standardabweichung [ng/ml h] CV [%]

OFM 0,69 0,36 51,51
CMA 0,69 0,39 56,98
2 kDA MD 0,98 0,53 54,50

Tabelle 17: Konzentrationen fiir Benzoesaure

Benzoesdure Mittelwert [pg/ml h] | Standardabweichung [ug/ml h] CV [%]

OFM 103,30 33,90 32,82
CMA 84,08 37,66 44,79
2 kDA MD 127,61 72,83 57,07
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3.4.2. Lag Time

Die Ergebnisse zeigen, dass die Verzégerungszeit bei Fentanyl gréBer war als bei

Benzoesaure.
Die Ergebnisse fur die Verzégerungszeit fir Fentanyl bei den Hauptversuchen zeigt

Tabelle 18.

Tabelle 18: Lag time fiir Fentanyl

OFM CMA 2 kDa MD
Mittelwert [h] 3,33 4,33 3,43
Standardabweichung [h] 1,81 1,97 1,99

Bei den Versuchen mit Benzoesiure konnte die Konzentration von Benzoesaure in

allen ersten Proben gemessen werden. Die Verzégerungszeit ist daher geringer als

zwei Stunden.
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4. Diskussion

4.1.

In-vitro Versuche

Die in-vitro Versuche zeigen, dass der OFM-Katheter bei Fentanyl bessere
Ergebnisse als die anderen beiden Katheter erzielt. Die schlechtere Sampling-
Effizienz des CMA- und 2 kDa MD-Katheters ist auf die héhere Lipophilie von
Fentanyl zurlckzufihren. Der CMA- und der 2 kDA MD-Katheter besitzen eine
Membran, die die Diffusion von lipophilen Substanzen einschrankt. Da die
Austauschflache des OFM-Katheters aus einem Drahtgeflecht besteht, kénnen
lipophile Substanzen leichter gesampelt werden,

Die Ergebnisse zeigen, dass der OFM-Katheter und der CMA-Katheter bei
Benzoeséaure eine bessere Sampling-Effizienz aufweisen als der 2 kDa MD-Katheter.

Bei den in-vitro Versuchen liefern alle Katheter bei der Lésung mit 250 pg/ml
Benzoesaure einen um 50 pg/ml niedrigeren Wert. Dies weist darauf hin, dass eine
niedrigere Konzentration in der Testlésung vorhanden war als die 250 pg/ml.

Die Messergebnisse der OFM-Katheter weichen bei allen Fentanylkonzentrationen
bei Stunde 2,5 nicht mehr als 7% von der tatsachlichen Konzentration ab.

Far den OFM-Katheter ist bei Benzoesaure die Abweichung von der tatsachlichen
Konzentration, auBer bei der Konzentration mit 250 pg/ml, in Stunde 2,5 nicht gréBer
als 5%.

Der CMA-Katheter hat eine schlechtere Sampling-Effizienz bei Fentanyl als der OFM-
Katheter. Die gemessene Konzentration von Fentanyl weicht von der tatsachlichen
Konzentration um 18 % in Stunde 2,5 ab.

Der CMA-Katheter liefert bei der kleinmolekularen Substanz Benzoesaure ahnliche

Ergebnisse wie der OFM-Katheter, was zu erwarten war.

Der 2 kDa MD-Katheter schneidet bei diesen Versuchen deutlich schlechter ab, als
die anderen beiden Katheter. Bei Fentanyl weichen die gemessen Konzentrationen in
Stunde 2,5 um bis zu 36 % und bei Benzoesaure um bis zu 22 % von den

tatsachlichen Konzentrationen ab.
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4.2. Vorversuche
4.2.1. Vorversuch 1

Mit den Vorversuchen konnte der Versuchsaufbau optimiert werden.

Bei diesem Versuch wurden alle Katheter im Push-Pull Betrieb betrieben. Da aber in
der Praxis die CMA- und die 2 kDa MD-Katheter nur im Push-Betrieb betrieben
werden, sollen die darauf folgenden Versuche auch mit diesem Setting durchgefihrt

werden.

Die Ergebnisse zeigen weiter, dass Probenflissigkeit direkt am Katheterausgang
gesammelt werden soll.

In der siebten Probe kann bei keinem Katheter eine Konzentration von Fentanyl
nachgewiesen werden. Dies ist darauf zurickzufihren, dass wahrend des
Samplingintervalls, die Probenfliissigkeit nicht direkt am Katheterausgang gesammelt
wurde. Die Probenflissigkeit wurde Uber die Pumpschlauche abgesaugt und am
Ende in Vials aufgefangen. Es ist daraus zu schlieBen, dass die verwendeten
Pumpschlauche das Fentanyl adsorbieren.

Daher wurden bei den folgenden Versuchen beim OFM-Katheter die Proben nur
mehr mit Hilfe der Kapillaren gesammelt.

4.2.2. Vorversuch 2

Beim zweiten Vorversuch wurden verschiedene Fentanylkonzentrationen mit und

ohne EtOH und ein Fentanylpflaster verglichen.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein Sampling von Fentanyl ohne EtOH mit dem OFM-
Katheter mdglich ist. Des Weiteren zeigen unveréffentlichte Daten, dass eine
Messung von Fentanyl ohne die Zugabe von EtOH mit dem 2 kDa MD-Katheter nicht
moglich ist. Deshalb wurde bei beim OFM-Katheter bei einer Applikationsflache auf

EtOH verzichtet und 40 pg/ml Fentanyl in H,O aufgetragen.

Im folgenden Diagramm sind die Messergebnisse fir die OFM-Katheter bei einer
Applikation von 25 ug/ml Fentanyl in 50% EtOH aus dem Vorversuch 1 und bei einer

Applikation von 50 ug/ml Fentanyl in H,O aus Vorversuch 2 gegenibergestellt.
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n

Dabei wurde der verunreinigte Katheter, von der Applikationsflache mit 50 upg/ml

Fentanyl in H20, aus der Darstellung weggelassen.

Konzentration [ng/ml]

Vergleich von geldsten Fentanyl in Wasser und in EtoH

4,00

3,50

3,00

2,50
== 0MF1 25 pg/ml Fentanyl in 50% EtOH

2,00

1,50

1,00

—— OMF2 25 pg/ml Fentanyl in 50% EtOH
OMF3 25 pg/ml Fentanyl in 50% EtOH
== OMF1 50 pg/ml Fentanylin H20

== OMF2 50 pg/ml Fentanyl in H20

0,00

Intervall [h]l

Abbildu

ng 38: Vergleich der OFM Katheter bei einer Applikation von 50 pg/ml Fentanyl in EtOH und 40
Hg/ml Fentanyl in H20

Die Ergebnisse zeigen auch, dass die Zugabe von EtOH in die Fentanyllésung die
Penetration steigert, was auch Krill at al [19] zeigt.

Obwohl beim zweiten Vorversuch eine doppelt so hohe Konzentration von Fentanyl
auf die Applikationsflachen aufgetragen wurde, sind in den Messergebnisse kaum
Unterschiede zu sehen.

Daher wurde in den Hauptversuchen die Konzentration von EtOH verringert.

Bei der Applikation eines 25 ug/h Durogesic® Depotplasters ist die Messung von
Fentanyl in der Probenflissigkeit mit dem OFM-Katheter mdglich, aber die

Verzégerungszeit ist langer. Die Applikation des Depotplasters diente als
Machbarkeitsstudie und deshalb wurde in dieser Arbeit auf weitere Versuche
verzichtet.

Im Vergleich zu flissigem Fentanyl liefert das Pflaster hdhere Konzentrationswerte in
der Probe. Im Gegensatz zu fliissigem Fentanyl, das direkt auf die Haut aufgetragen
wird, muss beim Pflaster der Wirkstoff Fentanyl erst aus dem Pflaster freigesetzt
werden. Diese Tatsache spiegelt sich in der verlangerten Verzdégerungszeit beim
Pflaster wieder. Fentanyl kann erst ab Stunde 5 in der Haut detektiert werden,
wahrend bei der Applikation von flissigem Fentanyl die Proben schon in den ersten

ein bis drei Stunden Messergebnisse liefern.
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In den Messergebnissen sind einige AusreiBer zu sehen, wobei zwei Arten von
AusreiBern auffallig sind. Entweder sind die gesamten Messergebnisse eines
Katheters Uber den gesamten Versuchszeitraum erhéht (Abbildung 35 — OFM 3
Pflaster) oder es kommt zu einer kurzen sprunghaften Erhéhung mit Abklingverhalten
(Abbildung 34 — 2 k Da MD).

Wenn die Werte wahrend des gesamten Versuchszeitraums erhéht sind, kann man
zwei Ruckschlisse ziehen. Entweder wurde der Katheter zu hoch gesetzt oder die
Flowrate des Katheters war niedriger und somit wurde die Probe aufkonzentriert.

Eine sprunghafte Erhéhung mit Abklingverhalten deutet auf eine Verunreinigung der
Probe hin.

Bei der Applikationsflache mit dem 25 ug/h Durogesic® Depotplaster ist zu erkennen,
dass der OFM 3 wahrend des gesamten Versuchszeitraums erhdhte
Konzentrationswerte hat (Abbildung 35). Die Fentanyl Konzentration liegt beim OFM
3 um ein vielfaches héher als bei OFM 1 und OFM 2. Diese Abweichung ist entweder
auf eine geringere Setztiefe des Katheters oder auf eine geringere Flowrate
zurlckzufihren. Daher wird die Flowraten des Pflasterversuchs Uberprift. Die
Mittelwerte und die Standardabweichungen der Flowraten liefern folgende
Ergebnisse:

Tabelle 19: Flowraten fiir den Versuch mit dem 25 ug/h Durogesic® Depotplaster

OFM 1 Pflaster OFM 2 Pflaster | OFM 3 Pflaster
[pl/min] [ul/min] [pl/min]
Mittelwert 0,95 0,98 0,98
Standardabweichung 0,11 0,11 0,08

Da nur eine geringe Abweichung der Flowraten zwischen den drei Kathetern
erkennbar ist, kann davon ausgegangen werden, dass die erhéhte Konzentration
beim OFM 3 Katheter auf eine geringere Setztiefe zurlickzuflhren ist.

Bei der Applikationsflache mit 50 pg/ml Fentanyl in H,O kam es wahrend des
Versuchs zu Problemen. Die Applikationskammer wurde undicht und Fentanyl lief ab
Stunde 10 aus. Dadurch wurde der OFM 2 verunreinigt. Diese Tatsache zeigt sich in
den Stunden 11 bis 13, durch eine 10-mal héhere Konzentration von Fentanyl in der

Probenflissigkeit als bei den anderen OFM-Katheter.
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Aufgrund der Vorversuche wurde beschlossen fir die Hauptversuche Fentanyl in
einer Konzentration von 40 pg/ml in 20 % EtOH auf die Applikationsflachen

aufzutragen. Die Versuche wurden Uber einen Zeitraum von 20 Stunden durchgefihrt

und die Proben wurden im zwei Stunden Intervall gesammelt.
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4.3. Hauptversuche

Die Ergebnisse zeigen, dass mit dem OFM-Katheter ein reproduzierbareres Ergebnis
erzielt werden kann als mit dem CMA-Katheter und dem 2 kDa MD-Katheter. Die
Ergebnisse zeigen bei der Applikation von Fentanyl héhere Standardabweichungen

als bei der Applikation von Benzoesaure.

Bei den Hauptversuchen mit Fentanyl ist ein kontinuierlicher Anstieg der
Fentanylkonzentration Uber den Versuchszeitraum 2zu erkennen. Bei der
Benzoeséaure sind in den ersten Stunden ein Anstieg und danach eine Plateauphase
erkennbar. Aus dieser Plateauphase ist abzuleiten, dass der Wirkstoff in der Haut

den Steady State erreicht hat.

In Abbildung 36 ist der Konzentrationsverlauf von Fentanyl flr die drei Katheter zu
sehen. Der OFM-Katheter und der CMA-Katheter haben einen annahernd gleichen
Verlauf. Die Ergebnisse des 2 kDa-Katheters zeigen einige AusreiBer. In Stunde 7 ist
ein Anstieg des Mittelwertes des 2 kDA-Katheter zu erkennen. Dieser Anstieg wird
durch einen der 18 Katheters verursacht, der einen sprunghaften Verlauf der
Fentanylkonzentration aufweist. Die Fentanylkonzentration steigt bei diesem Katheter
von 0,46 ng/ml auf 4,79 ng/ml in Stunde 7 an und sinkt in Stunde 9 auf 1,07 ng/ml ab.
Da sich die Flowrate zu diesem Zeitpunkt nicht verandert, kann angenommen
werden, dass diese Probe verunreinigt ist.

Bei den Versuchen mit Benzoesaure sind im Vergleich zu Fentanyl weniger
AusreiBer in den Messergebnissen vorhanden. Vor allem in den ersten Stunden
weisen die Katheter nahezu identische Mittelwerte auf. In der Plateauphase zeigen
die Ergebnisse der 2 kDa MD-Katheter héhere Konzentrationswerte gegenlber den

anderen Kathetern.

Die Standardabweichung und der Variationskoeffizient zeigen bei allen Kathetern
erhdhte Werte in der Anfangsphase. Diese groBen Abweichungen sind auf die
Verwendung von verschiedenen Hautstiicken von verschiedenen Spendern
zurlckzufihren. Da kein Hautstliick einen identischen Aufbau und somit ein
identisches Penetrationsverhalten aufweist, sind auch in den Ergebnissen diese

Abweichungen ersichtlich.
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Vor allem bei Versuchsbeginn zeigen die Ergebnisse kaum eine Ubereinstimmung
und liefern daher sehr hohe CV Werte. Bei allen Versuchen nehmen die
Standardabweichung und der Variationskoeffizient mit zunehmender Konzentration
ab.

Am Anfang liegt der Variationskoeffizient (CV) bei Fentanyl um die 100 %, was eine
sehr schlechte Reproduzierbarkeit bedeutet. Am Ende liegt der CV bei Fentanyl fur
die OFM- und CMA-Katheter bei rund 50 %. Bei den 2 kDa MD-Kathetern kann der
CV wahrend der ganzen Versuchszeit die 80% Grenze nicht unterschreiten.

Bei Benzoesaure ist der Variationskoeffizient flr alle Katheter geringer. Er liegt am
Ende des Versuchs beim OFM-Katheter zwischen 30% und 40%, beim CMA-
Katheter um die 45 % und beim 2 kDa MD-Katheter tUber 60%.
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4.4.

4.5.

Vergleich der Konzentrationen

Die Konzentration ist beim 2 kDa MD-Katheter deutlich héher als bei den anderen
Kathetern.

Die erhéhte Aufnahme von Fentanyl ist auf die gréBere Austauschlange
zurlckzufihren. Wahrend der OFM-Katheter und der CMA-Katheter eine
Austauschlange von 15 mm bzw. von 10 mm besitzen, hat der 2 kDa MD-Katheter
eine Austauschlange von 65 mm. Beim 2 kDa MD-Katheter liegen aber nur 20 mm
der Membran im Hautgewebe. Die restliche Austauschflache ragt aus der
Ausstichstelle heraus und dient zum Transport der Probenflissigkeit in das Vial.

Bei den Versuchen mit Fentanyl liefern der OFM- und der CMA-Katheter nahezu
identische Ergebnisse. Bei den Versuchen mit Benzoesédure kann mit dem OFM-
Katheter mehr Benzoesaure gesampelt werden als mit dem CMA-Katheter.

Lag time

Bei Fentanyl kommt es zu Verzégerungszeiten. In der Probenflissigkeit der OFM-
Katheter und der 2 kDa MD-Katheter kann Fentanyl nach 3 bis 4 Stunden
nachgewiesen werden. Beim CMA-Katheter ist die Verzégerungszeit etwas hdher
und liegt bei 4,33 Stunden.

Bei der Benzoesaure kann im Gegensatz zu Fentanyl keine Verzdgerungszeit
festgestellt werden. Innerhalb der ersten zwei Stunden kann die Benzoesaure in die
Haut penetrieren und in der gesammelten Probenflissigkeit gemessen werden.

Diese schnellere Penetration durch die Haut ist auf die kleinere MolekullgréBe und auf

die geringere Lipophilie von Benzoesaure zurlckzufihren.
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5.Schlussfolgerung

Aufgrund der in-vitro Versuche und der Hauptversuche kann deutlich gezeigt werden, dass
mit den OFM- und CMA-Kathetern ein deutlich besseres Ergebnis erzielt werden kann als
mit den 2 kDa MD-Kathetern.

Die Benzoesaure ist bei diesen Versuchen mit den verwendeten Sampling-Techniken mit
einer gréBeren Genauigkeit und mit weniger Messfehlern detektierbar, als das Fentanyl.
Bei Fentanyl tritt héhere Standardabweichungen auf. Doch die Benzoesaure ist leichter zu
analysieren, da deren Messbereich in ug-Bereich liegt. Wahrenddessen liegt bei Fentanyl
der Messbereich im Nano-Gramm-Bereich. Eine Detektion von Substanzen in diesem
Bereich ist mit einem erheblich gréBeren Messaufwand verbunden.

Der 2 kDa MD-Katheter liefert bei allen Versuchen hdhere Standardabweichungen und
héhere Variationskoeffizienten als die anderen beiden Katheter. Dies ist darauf
zurtckzufihren, dass der 2 kDA MD-Katheter manuell und nicht wie die anderen beiden
industriell gefertigt ist. Daher ist keine genaue Reproduzierbarkeit des Katheteraufbaus
gegeben.

Beim Konzentrationsvergleich kann der 2 kDa MD-Katheter hohere Werte fiir beide
Testsubstanzen gegentber den anderen Kathetern erzielen. Dieses Ergebnis kann aber
durch die gréBere Austauschlange dieses Katheters erklart werden.

Der CMA-Katheter und der OFM-Katheter erzielen bei den Hauptversuchen nahezu
gleiche Ergebnisse. Mit dem OFM-Katheter kann ein reproduzierbareres Ergebnis erzielt
werden, wie die héheren Standardabweichungen des CMA-Katheters zeigen.

Da die MolekilgréBe der beiden Testsubstanzen weit unter 100 kDa liegt, ist ein Sampling
mit den CMA- und dem 2 kDa MD-Katheter mdéglich. Bei gréBeren Molekulen ist ein
Sampling mit diesen Kathetern nicht mehr méglich, da die Ausschlussgrenze fir den CMA-
Katheter bei 100 kDa und fiir den 2 kDa MD-Katheter bei 2 kDa liegt. Der OFM-Katheter
zeigt erst beim Sampling von groBmolekularen und lipophilen Substanzen einen groBen
Vorteil. Da die Austauschflache groBe Offnungen besitzt, ist ein Sampling von groBen

Molekilen mdglich.
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Eine Frage, die zum Schluss offen bleibt, ist wie weit die Setztiefe und die Flowrate die
Konzentration der Substanz in der Probe beeinflusst. Daher ist bei weiteren Versuchen die
Setztiefe durch ein Ultraschallgerat zu kontrollieren.

Um den Zusammenhang zwischen der Konzentration der Testsubstanz in der
Probenflissigkeit und der Flowrate des Perfusats feststellen zu kénnen, sollen weitere

Versuche durchgefihrt werden.

Um keine Zerstérung der Haut durch das Einfrieren hervorzurufen, sollte die Haut direkt
nach der Explantation fur ex-vivo Versuche verwendet werden. Um eine besseres
Umgebungsklima zu schaffen, ist eine Aufbewahrung der Haut wéhrend des Versuchs in
einer ,Inkubator Box“ von Vorteil. Mit dieser ,Inkubator Box“ sollte eine konstante Regelung

der Temperatur und der Luftfeuchtigkeit méglich sein.
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