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1. Einleitung

Liposomen werden schon seit Jahren in kosmetischen Produkten verwendet. Auch im
pharmazeutischen Bereich gewinnen sie als Wirkstofftrager immer mehr an Bedeutung [1].
Relevant fur die Verwendung als Wirkstofftrager ist, dass sie Eigenschaften wie
toxikologische Unbedenklichkeit aufweisen, sich sowohl lipophile als auch hydrophile
Stoffe in sie einarbeiten lassen und sie groRe Mengen an Wirkstoff durch die intakte Haut
transportieren kénnen [2, 3, 4]. Weitere Vorteile einer liposomalen Verkapselung eines
Arzneistoffes liegen darin, dass einerseits die Toxizitat der Substanz verringert und

andererseits die Wirkstoffpenetration geférdert werden kann [2, 5].

Im Bereich der Penetrationsférderer wurden Zell-penetrierende Peptide (CPP) untersucht.
Sie zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an Arginin und Lysin aus und kénnen den

Transport von grof3en, biologisch aktiven Molekilen durch die Zellmembran verbessern

[6].

In Studien konnte nachgewiesen werden, dass sich die Kombination von Cyclosporin mit
einem Argininoligomer positiv auf die Hautpenetration auswirkt und dass die
Wirkstoffpenetration von Estradiol erhéht werden konnte durch das Hinzufigen von
penetrationsférdernden Stoffen in Liposomen [7, 8]. Dadurch wurden zwei Wege zur
Foérderung der Hautpenetration miteinander kombiniert, die einander sogar verstarkt

haben.

In einer vorangegangenen Untersuchung wurde unter anderem die Wechselwirkung von
ausgesuchten Lysinderivaten auf Liposomen dokumentiert und spater wurde anhand von
fluconazolhaltigen, liposomalen Formulierungen der positive Effekt von Lysinderivaten auf

die Wirkstoffpenetration gemessen [9, 10].

Ziel der nun vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob dieser positive Effekt auch in

Verbindung mit anderen Modellwirkstoffen nachgewiesen werden kann.

Dazu war es erforderlich einen geeigneten Modellwirkstoff zu finden, der sich in die
Liposomen einarbeiten liel3. Aus einer Reihe von Wirkstoffen wurde Aciclovir ausgewahlt.
Anschliel3end wurden aciclovirhaltige Liposomen hergestellt. In diese Liposomen wurden



nun Lysin-5, Lysin-7, Lysin-9, Polypeptid A1 und Polypeptid A2 in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (10 Mol%, 20 Mol%) eingearbeitet. Danach sollte die physikalische
Stabilitat mittels TeilchengroRe, Polydispersitatsindex (PDI) und Zetapotential Uberprift
werden. AbschlieBend sollte noch untersucht werden welchen Einfluss die Lysinderivate

auf die Hautdiffussion von Aciclovir aufweisen.



2. Allgemeines

2.1. Die Haut

Die menschliche Haut wird in Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und Subcutis
(Unterhaut) unterteilt. Die Epidermis setzt sich aus dem Stratum corneum (Hornschicht),
Stratum granulosum (Kdrnerschicht), Stratum spinosum (Stachelzellenschicht) und

Stratum basale (Basalschicht) zusammen [11, 12].

Siratum Basale

Dermis

Abb. 2.1.1. Schematischer Aufbau der Epidermis [14]

Das Stratum corneum ist die Hauptbarriere fur die Penetration von Wirkstoffen, die topisch
appliziert werden [1, 11]. Die Hornschicht ist &ahnlich einem ,Ziegel-Mortel* Modell
aufgebaut, wobei die Korneozyten (,Ziegel”) in lamellare Lipidschichten (,Mortel”)
eingebettet sind und somit eine Barriere bilden, die den Korper vor Austrocknung schiitzt
und das Eindringen von Fremdstoffen verhindert und so auch die Penetration von
Wirkstoffen erschwert [1, 13, 14].



2.2. Liposomen

Liposomen sind kugelige Vesikel, die aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten
(Bilayer) bestehen, die einen wassrigen Kern umhdillen [1, 2]. Sie sind toxikologisch
unbedenklich, da sie sich aus biologisch vertraglichen und leicht abbaubaren, natirlichen

Materialien zusammensetzen [5].

Je nach Anzahl der Doppelschichten unterscheidet man zwischen oligo-, multi- und

unilamellaren Liposomen, die auch weiters aufgrund ihrer GroR3e eingeteilt werden.

e Small unilamellar vesicles (SUV) bestehen nur aus einer

Phospholipiddoppelschicht und haben einen Durchmesser zwischen 20 und 50 nm.

Abb. 2.2.1. Schnitt durch ein SUV [2]

e Large unilamellar vesicles (LUV) besitzen ebenfalls nur eine Doppelschicht, diese

haben einen Durchmesser von tiber 50 nm.

e Multilamellar large vesicles (MLV) setzen sich aus mehreren konzentrisch
angeordneten Phospholipiddoppelschichten zusammen und kénnen somit eine

Grof3e von 100 bis 1000 nm erreichen.
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Abb. 2.2.2. Multilamellares Liposom [1]

e Multivesicular vesicles (MVV) sind die gréf3ten Liposomen. Sie setzen sich aus

mehreren Vesikeln zu einem grél3eren zusammen [2, 15].

Liposomen werden schon seit langem in der Kosmetik eingesetzt. In den letzten
Jahren sind Arzneimittel mit liposomaler Formulierung auf den Markt gekommen. Die
sich durch eine bessere Vertraglichkeit auszeichnen und dadurch, dass der Wirkstoff
gezielter an seinen Wirkungsort gebracht werden kann. Dies hat zur Folge, dass
Nebenwirkungen reduziert werden kénnen. Liposomen werden sowohl topisch als auch

parenteral angewendet [1].

Bei der topischen Applikation konnte noch nicht exakt nachgewiesen werden wie die
Liposomen durch die Hornschicht transportiert werden. Man vermutet jedoch, dass sie
mit den Lipiden des Stratum corneum interagieren und dabei ihre Strukturen zerstort
werden. Ein Beweis fur die Validitat dieser Theorie ist das nicht mehr Vorhandensein
intakter Vesikel in den tieferen Hautschichten [4]. Als bewiesen gilt die Annahme, dass
die Basisliposomen selbst die Wirkstoffpenetration fordern, indem sie Einfluss auf den

Hydratationszustand der Haut nehmen [1, 2, 11].



2.3. Lysinderivate

Lysin gehdrt zu den essentiellen, basischen Aminosauren, die fur den Aufbau von einigen
Proteinen bendétigt wird [16]. Diese Aminosaure hat hydrophile Eigenschaften, lhre
Seitenkette hat einen polaren Charakter und die Endgruppen sind bei neutralem pH positiv

geladen [17].

i
NH
How 2

NH,

Abb. 2.3.1. Struktur von Lysin

Die fur diese Arbeit verwendeten Lysinderivate wurden mit der Festphasensynthese

hergestellt.

Folgende Peptide wurden den Liposomen zugesetzt.

Peptid Aminosaurenzusammensetzung
Lysin-5 KKKKK Lys-Lys-Lys-Lys-Lys
Lysin-7 KKKKKKK Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys
Lysin-9 KKKKKKKKK  Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys
Polypeptid A1 | KAKAKAK Lys-Ala-Lys-Ala-Lys-Ala-Lys
Polypeptid A2 | KAAKAAK Lys-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-Lys

Tab. 2.3.1. Aminosédurenzusammensetzung der Lysin Derivate, Lysin (K), Alanin (A)

10



Lysin-5: MG 658 g/mol

H,N

Lysin-7: MG =914 g/mol

H,N

H,N

H.N

H_N

H,N
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Lysin-9: MG = 1171 g/mol

H,N HN HN H,N
0 0] 0 0 0]
HoN ||N % |N % ||N % HN H |OH
\S:H G \gH )
0 0] 0] 0]
H2N H2N HZN HzN HzN
Polypeptid Al: MG = 744 g/mol
0 CH o) CH o) CH 0
3 H 3 H 3 H
TP WP PPN
2 N N N OH
qoo Hoo ool
0 o) 0
H,N H,N H,N H,N
Polypeptid A2: MG = 687 g/mol
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o) CHy |, o) 0 CH, 0
N N&N |N I & ] Ny
Y W |
o) CH, CH, o)
HoN H,N
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2.4. Modellwirkstoffe

Als erstes wurden Basisliposomen (siehe Kapitel 3.1.1.) mit einer Reihe von
Modellwirkstoffen  beladen. Danach  wurden die TeilchengréRe und der
Polydispersitatsindex (PDI) miteinander verglichen. Der PDI ist ein Mal3 fur die Breite der
KorngroRenverteilung. Jener Arzneistoff, der die hdochste physikalische Stabilitat aufwies,
wurde fur alle weiteren Versuche ausgewahlt. (siehe Kapitel 4.1.2. Auswahl des
Wirkstoffes)

2.4.1. Aciclovir

Struktur:
i
HN/IN\>
)\\
H.N N N
2
LOH
OH
Abb. 2.4.1. Struktur von Aciclovir
Summenformel:
CgH11N503
Synonym:

INN: Aciclovirum, 9-(2-Hydroxyethoxy)methyl-guanin; 2-Amino-1,9-dihydro-9-(2-hydroxy-
ethoxy)methyl-6H-purin-6-on

Relative Molekllmasse:

225,21 g/mol

13



Loslichkeit:
schwer |6slich in Wasser [18]

Log P =-1,76 + 0,49 (ACD Lab Version 10.00)

Pharmakologie:

Aciclovir ist ein Virustatikum das wirksam ist gegen Herpes simplex Viren und Varizella
Zoster Viren. Der Wirkstoff ist ein Guanosin-Derivat, der in der virusinfizierten Zelle durch
die viruscodierte Thymidinkinase zu einem Monophosphat phosphoryliert und durch
wirtseigene Enzyme weiter zu einem Triphosphat umgewandelt wird. Das Aciclovir —
Triphosphat wird durch die virale DNA-Polymerase in die Viren-DNA eingebaut und
verhindert dadurch eine weitere Verknupfung von Nucleotiden und unterbricht somit die
Virusbiosynthese [18, 19].

Anwendung:

Orale und parenterale Anwendung von Aciclovir ist vor allem bei Herpes-simplex-
Virusinfektionen bei immunsupprimierten und immunschwachen Personen von Bedeutung.
Topisch wird Aciclovir héufig zur unterstitzenden Therapie bei Herpes genitalis und

Herpes labialis eingesetzt [12, 19].

Nebenwirkungen:

Aciclovir ist nephrotoxisch, da es in den Tubuli Kristalle bildet. Weiters kann es zu
neurologischen und zu gastrointestinalen Stérungen kommen. Aciclovir ist in der

Schwangerschaft kontraindiziert [19].

14



Handelspréaparate in Osterreich: [20]

e ACICLOBENE Lratiopharm* - o ACTIVIR plus Dimethicon -
Fieberblasencreme Fieberblasencreme
e ACICLOBENE - Pulver zur ¢ HERPOMED 5% - Creme

Herstellung einer Infusionslésung e  VIROMED — Tabletten

e ACICLOBENE — Tabletten « XOROX — Augensalbe

e ACICLOSTAD - Fieberblasencreme « ZOVIRAX — Augensalbe 3%

e ACICLOSTAD — Tabletten e  ZOVIRAX — Creme 5%

e ACICLOVIR ,1A Pharma” — Creme e  ZOVIRAX — Filmtabletten

e ACICLOVIR ,1A Pharma” — Tabletten e ZOVIRAX — Saft

i n__ 0,
* ACICLOVIR ,Genericon” — Creme 5% e ZOVIRAX - Trockensubstanz zur

e ACICLOVIR ,Genericon” - Infusionsbereitung

Filmtabletten

2.4.2. Benzoesaure

Struktur:
i
OH
Abb. 2.4.2. Struktur von Benzoesaure
Summenformel:
C7/HesO>
Synonym:

INN: Acidum bezoicum

Relative Molekillmasse:

122,1 g/mol

15



Schmelzpunkt:

121-124 °C [18]
Loslichkeit:

Benzoeséaure ist leicht 16slich in Ethanol 90%, Ether, Chloroform und fetten Olen, l8slich in

siedendem Wasser, aber jedoch nur wenig in kaltem Wasser [18].

Log P =1,89 + 0,21 (ACD Lab Version 10.00)

Anwendung:

Benzoeséaure ist ein Antiseptikum und wird unter anderem auch als Konservierungsmittel

fur Lebensmittel verwendet [18].

Handelspraparate in Osterreich: [20]

e SKINOREN — Creme 20% e MYCOPOL - dermatologische

e ACERBINE - Lésung Losung

« ACERBINE — Salbe e OSA - Pflanzengel, Zahnungshilfe

2.4.3. Clioquinol

Struktur:
OH
| N
BN
=
Cl
Abb. 2.4.3. Struktur von Clioquinol
Summenformel:
CoHs5CIINO

16



Synonym:

INN: Chinoform, Chloroiodochin, lodochlorhydroxyquin; 5-Chlor-7-iod-8-chinolinol

Relative Molekillmasse:

305,52 g/mol

Schmelzpunkt:

172 °C [18]
Loslichkeit:

Clioquinol ist I6slich im Verhaltnis 1:43 in kochendem Ethanol, 1:28 in Chloroform, 1:170 in
kalter Essigsaure, 1:13 in kochender Essigsaure und nahezu unléslich in Wasser, kaltem
Ethanol und Ether [18].

Log P = 3,73 £ 0,83 (ACD Lab Version 10.00)

Anwendung:

Das Antiseptikum Clioquinol hat antibakterielle und fungizide Wirkung und wird zur

Hautdesinfektion und topisch als 3-10%ige Wundsalbe verwendet [12, 18].

Nebenwirkungen:

Bei hoher Dosierung kann es zu SMON-Krankheit fihren, deswegen ist auch die

Anwendung von Clioquinol bei Durchfallerkrankungen obsolet [12, 18].

Handelspraparate in Osterreich: [20]

e BETNOVATE C - Creme

e BETNOVATE C - Salbe

17



2.4.4. Diclofenac

Struktur:
OH
@i\o/
NH
Cl Cl
Abb. 2.4.4. Struktur von Diclofenac
Summenformel:
C14H11CIoNO;
Synonym:

INN: 2(2, 6-Dichloranilino)phenyl-essigsaure

Relative Moleklilmasse:

296,15 g/mol

Schmelzpunkt:

ca.285 °C [18]
Loslichkeit:
Diclofenac — Natrium ist nur wenig l6slich in Wasser [18].

Log P =4,06 + 0,41 (ACD Lab Version 10.00)

Pharmakologie:

Diclofenac gehort zu der Gruppe der nicht-steroidalen Anthiphlogistika, das sich leicht in
entzindetem Gewebe anreichert und dort die Prostaglandinsynthese Uber die Blockade
von COX-1 und verstarkt COX-2 stort. Durch die Hemmung der Biosynthese von
Prostaglandinen wirkt Diclofenac sowohl analgetisch, antiphlogistisch, wie auch
antipyretisch [12, 18, 19].

18



Anwendung:

Diclofenac ist ein héaufig verwendetes nicht-steroidales Antiphlogistikum und
Antirheumatikum. Es kann peroral, topisch und auch lokal in Form von Augentropfen

angewandt werden [12, 19].

Nebenwirkungen:

Bei der Einnahme von Diclofenac kann es zu Ulcerationen und Blutungen im Gastro-
intestinal Trakt kommen. Ebenso kann es zu bronchospastischen, renalen und
tokolytischen Effekten kommen [12, 18, 19].

Handelspréaparate in Osterreich: (Auszug) [20]

e AGILOMED 1% - Gel e DICLOFENAC ,Sandoz" -

e DEDOLOR DRS 100mg — Kapseln Ampullen

e DICLOFENAC ,Sandoz" -

Filmtabletten

e DEFLAMAT — Ampullen

e DEFLAMAT - Gel 2%
e DICLOFENAC — Natrium MIKA 4%

» DEFLAMAT — Kapseln Spray zur Anwendung auf der

e DICLOBENE — Ampullen Haut

e DICLOBENE - Filmtabletten e DICLOSTAD — Ampullen

e DICLOBENE — Gel e DICLOSTAD - Filmtabletten

e DICLOFENAC ,Genericon* — e DICLOSTAD - Gel 1%
Ampullen

e DICLOSTAD - Zapfchen
e DICLOFENAC ,Genericon” —

Filmtabletten

e DIFENE 2% — Gel

e DOLPASSE - Infusionslésung
e DICLOFENAC ,Genericon* — Gel
1% e FLECTOR EP - Pflaster

e DICLOFENAC ,Genericon* — e VOLTADOL — Schmerzgel
Zapfchen e VOLTAREN — Emulgel-Gel

e VOLTAREN — Filmtabletten

19



e VOLTAREN - Z&apfchen e ARTHROTEC - Manteltabletten
e VOLTAREN - Ophta - e DICLOVIT — Kapseln

Augentropfen e DOLONEUROBION - Kapseln

2.4.5. Ketoprofen

Struktur:
|| C H3
OH
O O @)
Abb. 2.4.5. Struktur von Ketoprofen

Summenformel:
C16H1403
Synonym:

INN: Ketoprofenum, 3-Benzoylhydratropasaure; 2-(3-Benzoylphenyl)propionséure

Relative Molekillmasse:

254,29 g/mol

Schmelzpunkt:

94 °C [18]
Loslichkeit:

Ketoprofen ist leicht 16slich in Aceton, Dichlormethan und Ethanol und fast unléslich in
Wasser [18].

Log P =2,81 + 0,33 (ACD Lab Version 10.00)

20



Pharmakoloqgie:

Ketoprofen gehort ebenso wie Diclofenac zu den nicht-steroidalen Antirheumatika, es
hemmt tGber COX-1 und COX-2 die Prostaglandinbiosynthese und wirkt dadurch sowohl
antiphlogistisch als auch analgetisch [12, 18,].

Anwendung:

Ketoprofen wird als Antirheumatrikum und Analgetikum eingesetzt und kann sowohl
peroral als auch topisch appliziert werden [12, 18].

Nebenwirkungen:

Durch die Anwendung von Ketoprofen kann es zu Beschwerden im Gastrointestinal-Trakt
kommen [12, 18].

Handelspréaparate in Osterreich: [20]

e FASTUM - Gel e PROFENID — Kapseln
o KETOSPRAY 10% e PROFENID — Suppositorien
e PROFENID — Ampullen e PRONTOKET 5% — Spray

e PROFENID — Gel 2,5%

2.4.6. Metronidazol

Struktur:

OH

N
O,N \&Z/C H,

Abb. 2.4.6. Struktur von Metronidazol

21



Summenformel:

CeHoN3O3
Synonym:
INN: Metronidazolum, 2-(2-Methyl-5-nitro-1-imidazolyl)ethanol

Relative Moleklilmasse:

171,2 g/mol

Schmelzpunkt:

159-163 °C [18]
Loslichkeit:

1 g Metronidazol 16st sich in 100 ml Wasser, 0,5 g in 100 ml Ethanol und ist I6slich in
organischen Sauren [18].

Log P =-0,01 + 0,30 (ACD Lab Version 10.00)

Pharmakologie:

Das Chemotherapeutikum Metronidazol ist wirksam gegen anaerobe Bakterien z.B. gegen
Helicobacter pylori und Protozoen wie z.B. Trichomonas vaginalis und Entamoeba
histolytica [12, 18, 19].

Anwendung:

Metronidazol wird als Chemotherapeutikum oral zur Behandlung von Helicobacter pylori —
Infektionen eingesetzt und auch bei Amobenruhr. Die vaginale Applikation ist bei

Trichomonas vaginalis — Infektionen indiziert [12, 18, 19].

Nebenwirkungen:

Durch die Anwendung von Metronidazol kénnen Ubelkeit, Kopfschmerzen und Schwindel
auftreten [12, 18, 19].

22



Handelspréaparate in Osterreich: [20]

ANAEROBEX — Filmtabletten
ANAEROBEX — Suppositorien
ARILINE - Vaginalzapfchen

METRONIDAZOL  ,Arcana“
Kapseln

METRONIDAZOL LJArcana“
Filmtabletten

2.4.7. Salicylsdure

Struktur:

METRONIDAZOL ,Sandoz®

Filmtabletten
NIDAZEA - Gel
ROZEK - Gel
ROZEK - Lotion
TRICHEX — Tabletten

TRICHEX — Vaginalkapseln

Abb. 2.4.7. Struktur von Salicylsdure

Summenformel:

C7HeO3

Synonym:

INN: Acidum salicylicum, 2-Hydroxybenzoesaure

Relative Molekillmasse:

138,1 g/mol

Schmelzpunkt:

158-161 °C [18]
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Loslichkeit:

Circa 2,2 g Salicylsaure sind in 1000 g Wasser l6slich, aber es ist leicht |6slich in Ethanol
und Ether [18].

Log P = 2,06 + 0,25 (ACD Lab Version 10.00)

Pharmakologie:

Salicylsaure wirkt unter anderem keratolytisch, bakteriostatisch und auch fungizid [12, 18].

Anwendung:

Salicylsaure wird haufig auf3erlich zum Ablésen von Schuppen und Erweichung von
Hornmaterial, gegen Warzen und auch als Antiseptikum verwendet. Zur innerlichen
Anwendung als Antirheumatikum wird es nicht mehr eingesetzt, da es heute besser
vertragliche Praparate am Markt gibt [12, 19].

Nebenwirkungen:

Bei der lokalen Anwendung von Salicylsdure kann es zu Dermatiden kommen.

Handelspraparate in Osterreich: [20]

e MUNDISAL - Gel e DIPROSALIC - dermatologische

e SALHUMIN - Sitzbad Losung

e SQUAMASOL — Gel e DIPROSALIC - Salbe

e ACERBINE — Lésung e DOLOMETHONEURIN - Gel

e ACERBINE — Salbe e DOLOREX — Spray

e AKNICHTOL - Lotio e HUMAL - Bad

e ALGESAL — Creme e LATESYL - Creme

e ALPICORT - Haartinktur e MOBILAT — Gel

e DERIVON - Creme e MOBILAT — Salbe
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MOBILISIN — Salbe e PYRALVEX — LOsung

PASTA Cool e REPARIL - Gel
PILISON - dermatologische e RILFIT — Rheumasalbe
LOsung

e SALHUMIN - Bad

25



3. Experimenteller Tell

3.1. Formulierungen

3.1.1. Herstellung der Liposomen

Fur die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden als Basisliposomen DPPC
(Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-phosphocholin) Liposomen (Lipoid PC 16:0/16:0 DPPC der

Firma Lipoid AG, Schweiz) verwendet.

Arbeitsvorschrift:

Zur Herstellung von 20 ml Liposomen mit einem Gehalt an 5% DPPC wird 19 g frisch
destilliertes Wasser durch einen Membranfilter (Porenweite 0,22 um) keimfiltriert und auf
einer beheizbaren Magnetrihrplatte in einem Becherglas auf 60 °C erwérmt. Danach wird
1 g DPPC zum Wasser gegeben und bei oben genannter Temperatur zugedeckt mit dem
Magnetrihrer geriihrt. Sobald sich eine Losung gebildet hat wird das Becherglas von der
Heizplatte genommen, das Ruhrstéabchen entfernt und lasst es auf 40 °C abkuhlen. Als
nachsten Schritt wird die Formulierung 5 Minuten lang auf Stufe 2 mit dem Ultra-Turrax
homogenisiert. Um die Liposomen weiter zu zerkleinern wird die vorhandene Zubereitung
im Hochdruckhomogenisator bei 1100 bar 8 Minuten lang bearbeitet. Die Farbe der
Formulierung sollte sich von milchig weil3 zu opaleszierend verandern. Die fertigen
Liposomen werden in einem sauberen Becherglas aufgefangen, mit Parafilm verschlossen
und Uber Nacht in den Kuhlschrank gestellt. Tags darauf werden die Teilchengroi3e, der
PDI und das Zetapotential bestimmt.

Hochdruckhomogenisator:

Fur die Herstellung der Liposomen wurde der Homogenisator EmulsiFlex®-C3 von der
Firma Avestin verwendet. Das Gerét hat ein Mindestprobenvolumen von 10 ml und kann

einen Druck von 35 bis 2000 bar aufbauen. Dieser Hochdruckhomogenisator kann zur
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Herstellung von Dispersionen, Emulsionen, Suspensionen und Liposomen eingesetzt
werden [21].

Durch Scherkrafte und Druck werden die Liposomen im Hochdruck-Homogenisator
zerkleinert und auf eine einheitliche Gréf3e gebracht. Sowohl der Druck als auch die

Verwendung eines Extruders kann die Gro3e der Vesikel beeinflussen [2, 15].

Abb. 3.1.1. EmulsiFlex®-C3 [21]

3.1.1.1. Untersuchung auf Reinheit mit NMR

Zur Uberpriifung der Reinheit der hergestellten Liposomen wurde ein Bruker Avance DRX
600 NMR Spektrometer (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Germany) mit einer
Frequenz von 600.13 MHz fur 1H mit einem 5 mm Quadrupel Probenkopf (*H, *C, *°F,
3p) mit z-Achsen Gradientenspulen verwendet. Dazu wurden die zu untersuchenden

Proben mit 10% D,0O hergestellt und vermessen.

3.1.2. Einarbeitung der Wirkstoffe

Es wurden Formulierungen mit einem Gehalt an 2,5% DPPC und 1% Wirkstoff hergestellt.
Fur 4 g einer Zubereitung wurde zunachst 0,04 g Wirkstoff mit frisch destilliertem,
keimfiltrierten Wasser auf 2 g aufgefillt. Zu dieser Losung wurden 2 g Basisliposomen
(5%) beigemengt. Die erhaltene Praparation wurde mit einem beheizbaren Magnetrtihrer
Uber Nacht gerthrt. Unmittelbar danach wurde die TeilchengroRe, der PDI und das

Zetapotential am Zetasizer bestimmt.
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3.1.3. Zugabe der Peptide

Zuerst wurde eine Stammldsung mit den Lysinderivaten zubereitet. Hierbei wurden die
Peptide in frisch destilliertem, keimfiltrierten Wasser gelost und zur Lagerung bei -24 °C
aufbewabhrt. Vor Verwendung wurde dann die Stammldsung auf Raumtemperatur gebracht
und danach den aciclovirhaltigen Liposomen in zwei verschiedenen Konzentrationen (10
Mol%, 20 Mol%) hinzugefuigt. Dazu wurden die Formulierungen mit 1% Aciclovir in einem
Wageglas vorgelegt, die entsprechende Menge an Oligo-Lysinen bzw. Polypeptiden

dazugegeben und tber Nacht mit dem Magnetrihrer gerthrt.

3.2. Physikalische Charakterisierung

In einer vorangegangenen Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Basisliposomen
Uber einen Zeitraum von 6 Wochen stabil bleiben [9]. Bei weiteren Untersuchungen
wurden Formulierungen mit Fluconazol und Lysinderivaten auf ihre physikalische Stabilitat
uberprift, und es konnte festgestellt werden, dass die Zusatze einen Einfluss auf die
Lagerstabilitat hatten [10]. Nach dieser Vorlage wurde auch die physikalische Stabilitat der

Formulierungen mit Aciclovir Gberprft.

Um relevante und aussagekraftige Ergebnisse zu bekommen wurden von jeder
Formulierung drei Chargen hergestellt. Bei diesen wurden dann jeweils die Teilchengroile,
der PDI und das Zetapotential bestimmt und dann daraus der Mittelwert berechnet. Die
Zubereitungen wurden im Kuhlschrank gelagert und vor dem Messen auf Raumtemperatur
gebracht. Nach langerer Lagerung fiel ein kleiner Teil an Aciclovir aus. Bevor mit den
Proben gearbeitet werden konnte, wurden sie eine Stunde lang mit einem Magnetrihrer
bei Raumtemperatur gerthrt. Dadurch lagerte sich der préazipitierte Teil wieder an die
Liposomen an. Danach wurden die Proben 1:100 mit destilliertem Wasser verdinnt und

die Teilchengrof3e, PDI und das Zetapotential bestimmt.
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Zetasizer:

Fur die physikalische Charakterisierung wurde das Geréat ZetaSizer Nano ZS, von der
Firma Malvern Instruments, UK verwendet. Dieses Gerat misst mithilfe der
Photonenkorrelationsspektroskopie unter anderem die Partikelgro3e, das Zetapotential
und den PDI. Mittels oben ganannter Parameter kann man Aussagen uber die
physikalische Stabilitat treffen [22].

3.2.1. Teilchengrofle:

Die TeilchengrdlRenverteilung wird Gber den Polydispersitatsindex (PDI) bestimmt. Liegen
die Werte unter 0,2 hat man eine Dispersion mit relativ gleich grof3en Partikeln vorliegen.
Ist der PDI groRer als 0,5, hat man eine sehr grof3e Verteilung. Das bedeutet, dass
unterschiedlich groRe Teilchen in der untersuchten Probe vorhanden sind. Dieser

Umstand beeinflusst die Aussagekraft der Ergebnisse im erheblichen MaRRe [23].

Durchfiihrung:

Nach dem Verdinnen wurden 1 ml der Formulierungen in eine Einmalkivette gefullt und
mit dem Zetasizer die Teilchengréf3e und der PDI bestimmt. AnschlieBend wurden die
ersten Messungen und die Diffusionsversuche durchgefuhrt. In weiterer Abfolge wurde
jeden zweiten Tag Uber drei Wochen hindurch in oben genannter Art und Weise
gemessen. Wenn die Teilchengro3e stark anstieg oder der PDI den Wert 0,5 Uberschritt

wurden diese Formulierungen nicht weiter vermessen.

3.2.2. Zetapotential:

Eine entscheidende GroRRe fur die elektrostatische Stabilisierung disperser Systeme ist
das Zetapotential [2]. Es ist das Potential eines diffundierten Teilchens und gibt Auskunft
uber die Abstol3ung und Anziehung von Teilchen in dispersen Systemen [22, 24]. Durch
die Hohe des Zetapotentials kann man auf die Oberflachenladungsdichte und die

elektrostatische Absto3ung rickschlieBen. Ein niedriges Zetapotential, unabhéngig von

29



dem Vorzeichen bedeutet eine Abnahme der Stabilitit des dispersen Systems und

umgekehrt [1].

Um das Zetapotential bestimmen zu kdnnen, wird die Partikelgeschwindigkeit der Probe

gemessen und mithilfe mathematischer Gleichungen dann das Potential errechnet [24].

Durchfiihrung:

Das Zetapotential wurde an den gleichen Tagen wie die Teilchengrof3e bestimmt. Dazu
wurden ca. 2 ml der verdinnten Formulierung mittels einer Einmalspritze luftblasenfrei in

spezielle Messzellen geflllt und dann vermessen.

3.3. In-Vitro Hautpermeation

3.3.1. Aufbau der Franz-Zellen

Das gebrauchlichste Modell zur Bestimmung der Permeation von Wirkstoffen durch die
Haut ist die Franz-Diffusionszelle. Die Zelle besteht aus einer doppelwandigen
Glaskammer in die das Akzeptormedium gefullt wird. Wahrend des gesamten Versuches
wird das Akzeptormedium mittels Magnetrihrer gerthrt. In die Zelle wird ein 1 cm?2 grofRes
Stick Schweinehaut eingespannt, sodass die dermale Seite dem Akzeptormedium
zugewandt ist. Die Haut wird dann mit einem Glasring und einer Metallklammer fixiert. Das
Donormedium wird in den Glasring direkt auf die Haut appliziert und dann wird das System
mit einem Deckglas verschlossen, um relativ konstante Hydratationsbedingungen zu
erhalten [11].
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Abb. 3.3.1. Aufbau der Franz-Diffusionszelle [11]

Die so zusammengebauten Zellen werden in ein Wasserbad, das konstant auf 32°C
thermostabilisiert wird, auf eine Magnetrihrplatte gestellt. Aus dem Akzeptormedium
werden in regelmafligen Abstdnden die Proben gezogen und die entnommene

Mediummenge wird durch frisches Medium ersetzt [25].

3.3.2. Praktische Durchfihrung

Fur den Versuch wurden drei Chargen hergestellt. Die erste Charge bestand aus
aciclovirhaltigen Liposomen, die als Referenzwert diente und die zwei weiteren Chargen
enthielten Formulierungen mit Lysinzusatzen in 10 bzw. 20 Mol%iger Konzentration. Mit
diesen wurden vier Parallelversuche angesetzt und am Ende mit dem Referenzwert

verglichen.

Phosphatpuffer:

Als Akzeptormedium wurde ein Phosphatpuffer mit einem pH von 7,4 verwendet. Zur
Herstellung des Puffers wurden 1,7 g Kaliumdihydrogenphosphat und 1,78 g
Dinatriumhydrogenphosphat eingewogen und in destilliertem Wasser geldst. Die Losung
wurde in einen 1000 ml Messkolben gefillt und mit destilliertem Wasser bis zur
Markierung aufgefullt. Danach wurde der pH mit Natronlauge bzw. mit einer verdinnten

Phosphorsaure auf genau 7,4 eingestellt.
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Praparation der Schweinehaut:

Fur die Diffusionsversuche wurde porcine Haut mit einer Dicke von 1,1 mm verwendet. Zur
Lagerung wurde die Haut gefroren. Vor Verwendung wurde die Haut aufgetaut und mit
einem Skalpell in circa 1 cm? grof3e Stiicke geschnitten. Es war darauf zu achten, dass die

Stlicke eine gleichmélRige Dicke hatten.

Vorbereitung der Franz-Zellen:

Die Schweinehaut wird in die Zelle gespannt und mit der Metallklammer fixiert. Danach
wird der untere Teil der Zelle mit 2 ml Phosphatpuffer befillt und ein Magnetriihrstabchen
hineingegeben. Es ist darauf zu achten, dass die Zelle dicht ist und kein Akzeptormedium
austritt. Auf die Haut werden 0,5 ml der Formulierung aufgetragen und der obere Glasring

mit einem Deckglas verschlossen.

Abb. 3.3.2. Zusammengesetzte Franz-Zelle im Wasserbad

Durchfiihrung:

Der Versuch dauerte 10 Stunden, wobei alle zwei Stunden Proben gezogen wurden.
Dabei wurde das komplette Akzeptormedium (2 ml) mit Hilfe einer Pasteurpipette aus der
Franz-Zelle entnommen und durch neues Medium, das vorher auf 32°C erwarmt wurde,

ersetzt.

Die entnommenen Proben wurden im Kuhlschrank aufbewahrt und am nachsten Tag

mittels HPLC der Gehalt an Aciclovir im Akzeptormedium bestimmt.
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Auswertung:

Aus jeder Charge wurde von drei Zellen die Menge an Aciclovir ermittelt, die durch die
Haut diffundiert ist. Daraus wurde der Mittelwert errechnet und sowohl in pg/cm? als auch
in Prozent angegeben. Um die Chargen besser miteinander vergleichen zu kénnen,
wurden die Ergebnisse in einem Diagramm zusammengefasst, wobei die kumulativ

diffundierte Menge des Arzneistoffes gegen die Zeit dargestellt wurde.

3.4. Analytik von Aciclovir

3.4.1. Gehaltsbestimmung aciclovirhaltiger Proben mittels HPLC

Analysiert wurden die Proben die beim Diffusionsversuch gezogen wurden. Dazu
mussten sie vor der Analyse bei 12000 rpm 6 Minuten lang zentrifugiert werden, um
etwaige Proteine, die sich von der porcinen Haut gelost haben kdnnten, zu entfernen.
Circa 1,5 ml vom Uberstand wurde dann in HPLC-Vials gefillt und jeweils 20 pl mittels

Autosampler eingespritzt.

Nach der Analyse der Proben wurde der Gehalt mit Hilfe der Eichgerade und den

ermittelten Peakflachen berechnet.

3.4.2. Methode

Mobile Phase:

Als mobile Phase wurde eine Mischung von 10% Methanol in Wasser verwendet.
Flussrate: 1ml pro Minute

Temperatur des Saulenofens: 40°C

Injektionsvolumen des Autosamplers: 20 pl

Wellenldnge der Detektion: 252 nm
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Laufzeit: 10 Minuten

Retentionszeit: 4-5 Minuten

3.4.3. Parameter

Grundgerat: Perkin-Elmer 200 mit Sdulenofen und Vierkanalpumpe
Autosampler: Perkin-Elmer 1SS-200

Detektor: Perkin-Elmer Dioden Array

Saule: Nucleosil 100 C 18; 250 x 4 mm; 5 ym

Vorsaule: Nucleosil 100-5 C 18; 40 x 4 mm

Analysensoftware: Tatolchrom, Version 6.2.0.

3.4.4. Eichgerade

Zur Bestimmung der Eichgerade wurde zuerst eine Stammlosung mit 1 g Aciclovir in 1 ml
Wasser hergestellt. Diese Losung wurde dann im Verhdltnis 1:2 verdinnt. Aus diesen

Verdinnungen wurden dann jeweils circa 2 ml in Vials gefullt und mittels HPLC der Gehalt

bestimmt.
Verdinnungen pg/ml Peakflache
Stammldsung 1000 nicht auswertbar
1:2 500 nicht auswertbar
1:4 250 16551548,45
1:8 125 8671968,85
1:16 62,5 4347553,04
1:32 31,25 2207954,85
1.64 15,625 1104794,97
1:128 7,8125 557905,00
1:256 3,90625 270271,14

Tab. 3.4.4.1. Verdunnungsreihe von Aciclovir zur Bestimmung der Eichgerade mittels HPLC
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Geradengleichung: y = 66485x + 91170

BestimmtheitsmaR: R? = 0,9994

18000000 -
16000000 -
14000000 -
12000000 -
10000000 -
8000000 -

Peakflache

6000000 -
4000000 -
2000000 -

0

0 50 100 150 200 250 300

Einwaage (ug/ml)

Abb. 3.4.1. Eichgerade von Aciclovir

Wie in der Abb. 3.4.1. ersichtlich, ist ein exzellenter linearer Zusammenhang mit einem

Korrelationskoeffizient von 0,9994 gegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Voruntersuchungen:

4.1.1. Waschvorgange am Homogenisator

Mittels NMR wurde untersucht, ob die Waschvorgdnge am Homogenisator ausreichend
sind. Dazu wurde das Gerat mit der Ublichen Prozedur, namlich drei Durchgangen, indem
je einmal Ethanol 70% und dann weitere zweimal mit destilliertem Wasser gereinigt.
Zwischen den Durchgadngen und am Ende wurde mit Druckluft der Homogenisator
getrocknet. Danach wurde dann nur Wasser durch das Gerat gepumpt, das dann mittels
NMR untersucht wurde. Das Ergebnis war, dass eine relevante Menge an Waschethanol
(Ethanol 70%) nachweisbar war. Wie in Abb. 4.1.1. ersichtlich enthielt das untersuchte

Wasser Ethanol.

[*1e6]

Ethanol

i

|
4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 [ppm]

Abb. 4.1.1. NMR-Spektrum des Waschwassers mit hohem Gehalt an Ethanol
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Dadurch dass Ethanol 70% im Homogenisator zurlickblieb, wurden die Liposomen damit
verunreinigt. (Abb. 4.1.2.)

Ethanol

Abb. 4.1.2. NMR-Spektrum von Basisliposomen verschmutzt mit Ethanol

Nach mehreren unterschiedlichen Waschprozeduren hatte sich ergeben, dass der
Ethanolgehalt auf ein Minimum reduziert werden konnte, wenn man direkt bevor man mit
dem Homogenisator arbeitet, viermal mit heil3em, destillierten Wasser spult und dann fur
funf Minuten Druckluft anlegt. Erst dann wurde die Probe homogenisiert. Zur weiteren
Reinigung wurde dann zweimal mit Ethanol 70% und einmal mit heiBem, destillierten
Wasser gespult. Danach wurde finf Minuten lang mit Druckluft das Gerét getrocknet. Am
Ende wurde nur noch mit destilliertem Wasser gespilt und zwischendurch kurz Luft

angelegt.
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Aus der Abb. 4.1.3. kann man erkennen, dass nach dem Reinigen nach dem neuen
Waschprotokoll nur noch eine geringe Menge an Waschethanol im Endprodukt enthalten

war.

1 Ethanol

4 3 2 1 [pPm]

Abb. 4.1.3. NMR-Spektrum von Basisliposomen nach Reinigen des Homogenisators mit neuem

Waschvorgang

38



In der Abb. 4.1.4. wurden die Spektren der verunreinigten Basisliposomen mit dem der
saubereren Liposomen direkt miteinander verglichen. Dabei kann man erkennen, dass der

Ethanolgehalt auf ein Minimum reduziert werden konnte.

whe20706 2 1L :\Bruker\ TOPSPIN Hatk.usi
Goale @0 10,9213
whes0703 1 1 4 Bruker)\ TOPIPIN Hatkus[

Ethano

N /

Ethano

4 3 2 1 [ppm]

Abb. 4.1.4. NMR-Spektrum von Basisliposomen mit hohem Gehalt (rot) und mit niedrigem (blau)
Gehalt an Ethanol.
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4.1.2. Auswahl des Wirkstoffes

Um zu beurteilen welcher Arzneistoff sich am besten in Basisliposomen einarbeiten liel3

und Uber einen Zeitraum von einer Woche stabil

blieb, wurden unterschiedliche

Formulierungen mit 1% Wirkstoff hergestellt (siehe Kapitel 3.1.2. Einarbeitung der

Wirkstoffe) und danach visuell beurteilt.

Niederschlag ) _
] Teilchengrof3e | TeilchengrofRe | PDI PDI
Wirkstoff Verkapselung nach 1
(nm) Tag 1 (nm) Tag 3 Tag 1l | Tag 3
Stunde
Aciclovir + - 87,15 108,51 0,171 | 0,157
Benzoesaure +/- + n.g. n.g. n.g. n.g.
Clioquinol - ++ n.g. n.g. n.g. n.g.
Diclofenac + - 81,62 82,05 0,188 | 0,202
Ketoprofen + + n.g. n.g. n.g. n.g.
Metronidazol + - 84,14 83,87 0,136 | 0,158
Salicylséure +/- + n.g. n.g. n.g. n.g.
Tabelle 4.1.1. Ergebnisse der Voruntersuchung fir ausgewahlte Modellwirkstoffe hinsichtlich ihrer

liposomalen Verkapselung.

Es stellte sich heraus, dass Clioquinol am schlechtesten geeignet war, da es sich nicht in
die Liposomen eingelagert hatte und eine Suspension entstand. Der Arzneistoff blieb als
Niederschlag am Boden des Gefalles und auch nach mehrstiindigem Rihren zeigten sich
keine Veranderungen. Daher wurde mit diesem Arzneistoff nicht weiter gearbeitet.

Benzoesaure, Ketoprofen und Salicylsaure lieRen sich ebenfalls nicht verkapseln, da sich
nach circa einer Stunde ein Niederschlag bildete. Daher wurden Formulierungen mit

diesen Wirkstoffen nicht weiter vermessen.

Aciclovir, Metronidazol und Diclofenac hingegen lieRen sich am besten verkapseln und
blieben auch Uber einen langeren Zeitraum stabil. Nach einem Tag bildete sich zwar ein
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Niederschlag, der sich aber nach einer Stunde riihren wieder in die Liposomen einarbeiten
lie3. Aus diesen Formulierungen wurden am Tag der Herstellung und nach drei Tagen die
Teilchengré3e und der PDI gemessen. Somit konnte nunmehr die physikalische Stabilitat

bestimmt werden.

Der PDI der aciclovirhéltigen Liposomen sank geringfigig von 0,17 auf 0,15 und die

TeilchengrofRe stieg von etwa 87 nm auf circa 109 nm.

Bei der Formulierung mit Metronidazol veranderte sich der PDI von 0,14 auf 0,16. Die

durchschnittliche Teilchengrol3e betrug 84 nm.

Die Liposomen mit Diclofenac hatten am Herstellungstag einen PDI von 0,19 und am
dritten Tag einen von 0,2. Die TeilchengroRe dieser Formulierung veranderte sich kaum

und blieb im Bereich von 82 nm.

Es zeigte sich, dass die Wirkstoffe Aciclovir, Diclofenac und Metronidazol sich fur weitere
Untersuchungen eignen. Da mit Aciclovir in vorangegangenen Arbeiten bereits Tests
durchgefuihrt wurden, wurde dieser Arzneistoff fur alle weiteren Untersuchungen

ausgewahlt.
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4.2. Physikalische Stabilitat:

Zur Uberprifung der physikalischen Stabilitat wurden aus 3 Chargen der jeweiligen
Formulierungen die Teilchengré3e, der Polydispersitatsindex (PDI) und das Zetapotential
Uber einen Zeitraum von 21 Tagen vermessen. Daraus wurde dann der Mittelwert
berechnet, damit ein Diagramm erstellt und die Parameter miteinander verglichen werden
konnten. Im Falle eines Uberschreitens des PDI-Wertes von Uber 0,5 oder sprunghaften
Anstiegs der Teilchengréf3e wurde die entsprechende Formulierung nicht mehr weiter

vermessen.

4.2.1. Liposomen mit 1% Aciclovir

In der Abbildung 4.2.1. werden Basisliposomen mit aciclovirhaltigen Liposomen
miteinander verglichen. Die Teilchengrdl3e der Basisliposomen war am 1. Tag bei ca. 89
nm und nahm bis zum 21. Tag auf 87 nm ab. Durch die Einarbeitung von 1% Aciclovir
stieg die TeilchengroRe auf 95 nm an. Diese Formulierung blieb aber nur knappe zwei
Wochen stabil, denn am 15. Tag uberschritt der PDI den Wert 0,5 und die Teilchengrof3e
betrug bereits 120 nm.

— Leerlipos mmmm 1% Aciclovir —a— 1% Aciclovir ZP
140,00 - - 20,0000
120,00 7 - 15,0000
‘e 100,00 - <
£ - - 10,0000 7
@ 80,00 - [
2 - 50000 <
= o
S 60,00 - o
S - 00000 &
T 4000 - @
20.00 - - -5,0000
0,00 + Al -10,0000
1 3 5 7 11 13 15 17 19 21
Zeit (Tage)

Abb. 4.2.1. Vergleich der TeilchengréRe der Formulierungen mit 1% Aciclovir mit Liposomen
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4.2.2. Formulierungen mit Lysin-5:

Nach Zugabe von Lysin-5 blieben die Formulierungen 3 Wochen lang stabil. Bei der
Konzentration von 10 Mol% betrug die Teilchengré3e 90 nm am ersten Tag und stieg bis
zum 21. Tag auf 94 nm an. Uber diese Zeitspanne hinweg schwankte der PDI zwischen

0,2 und 0,3. und das Zetapotential nahm von 13 mV auf 9 mV ab

In den Formulierungen mit 20 Mol% Lysin-5 nahm die Teilchengrof3e von 90 nm auf 95 nm
zu und hatte ebenfalls einen PDI zwischen 0,2 und 0,3. Das Zetapotential war am 1. Tag
bei 19 mV, und zeigte den niedrigsten Wert am 17. Tag bei 10 mV und erhdhte sich

wieder auf 12 mV.

— Leerlipos mmm 1% Aciclovir mmm Lys-5 10Mol% + 1% Aci
mm Lys-5 20Mol% + 1% Aci —a— 1% Aciclovir ZP —e—Lys-5 10Mol% + 1% Aci ZP
—=—Lys-5 20Mol% + 1% Aci ZP

140,00 - - 20,000
120,00 - - 15,000
E 100,00 - E
£ - 10,000 £
) — — — =
< 80,00 - - 8
= - 5000 §
S 60,00 - o
S - 0,000
= 40,00 | =
- N
20,00 - - 5,000
0,00 H - -10,000

1 3 5 7 11 13 15 17 19 21
Zeit (Tage)

Abb. 4.2.2. Einfluss von Lys-5 auf die TeilchengréRe und das Zetapotential der Formulierungen

mit 1% Aciclovir
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4.2.3. Formulierungen mit Lysin-7:

Nach der Einarbeitung von Lysin-7 in einer Konzentration von 10 Mol% betrug die
durchschnittliche Gro3e 84 nm und vergréfRerte sich bis zum 17. Tag zuerst auf 87 nm.
Am 21. Tag waren die Teilchen 86 nm grof3, wobei der PDI wahrend dieser Zeit konstant
unter 0,2 lag. Auch das Zetapotential blieb tUber drei Wochen relativ stabil. Die Werte
lagen zwischen 20 und 22 mV.

Bei der 20 Mol%-igen Konzentration erreichten die Teilchen 85 nm bis 91 nm und auch
hier blieb der PDI konstant unter 0,2. Bei diesen Formulierungen waren die Zetapotentiale
nicht ganz so stabil wie bei jenen mit 10 Mol%-iger Konzentration. Hier betrug der
niedrigste Wert 13 mV und der hdchste 25 mV.

— Leerlipos 1% Aciclovir mmm Lys-7 10 Mol% + 1% Aci
mEm Lys-7 20 Mol% + 1% Aci —a— 1% Aciclovir ZP —e—Lys-7 10 Mol% + 1% Aci ZP
—m—Lys-7 20 Mol% + 1% Aci ZP

140,00 - - 30
120,00 - - 25
€ 100,00 - 20 S
= £
I3) -15 =
& 80,00 - ®
g 10 €
S 60,00 - 2
(] L5 g-
< ©
© 40,00 - 8
.5 L 0 ﬂ)
2 N
20,00 - | 5
0,00 .10
1 3 5 7 11 13 15 17 19 21
Zeit (Tage)

Abb. 4.2.3. Einfluss von Lysin-7 auf die Teilchengréf3e und das Zetapotential der Formulierungen

mit 1% Aciclovir
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4.2.4. Formulierungen mit Lysin-9:

Die aciclovirhaltigen Liposomen mit 10 Mol% Lysin-9 hatten zu Beginn der Untersuchung
eine TeilchengroRe von 92 nm, die stieg auf 98 nm an und betrug am Ende 91 nm bei
einem PDI von 0,2. In der ersten Woche schwankte das Zetapotential zwischen 18 und 21

mV und verringerte sich dann auf 14 mV.

Die Teilchen bei den Formulierungen mit 20 Mol% waren wahrend der 21 Tage
durchschnittlich 90 nm grof3 und der PDI auch konstant bei 0,16. Beim Zetapotential gab
es hier Schwankungen zwischen 13 und 19 mV, wobei der héchste Wert am ersten Tag

gemessen wurde und das Potential erst dann abnahm.

— Leerlipos 1% Aciclovir mmm Lys-9 10 Mol% + 1% Aci
mmm Lys-9 20 Mol% + 1% Aci —a— 1% Aciclovir ZP —e—Lys-9 10 Mol% + 1% Aci ZP
—=—Lys-9 20 Mol% + 1% Aci ZP
140 - - 25
120 - - 20
’g | | —~
B 100 15 E
o -
& 80 10 ®©
He) +—
2 S
c 60 - 5 +—
) o
5 S
L2 40 0 =
.6 ﬁ
I_
20 - - -5
0+ - -10
1 3 5 7 11 13 15 17 19 21
Zeit (Tage)

Abb. 4.2.4. Einfluss von Lysin-9 auf die Teilchengréf3e und das Zetapotential der Formulierungen

mit 1% Aciclovir
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4.25. Formulierungen mit Polypeptid Al:

Nach der Zugabe von Polypeptid Al in einer Konzentration von 10 Mol% wurde eine

TeilchengréRe von 93 nm und ein PDI von 0,2 gemessen. Diese Werte anderten sich

minimal wahrend der drei Wochen. Hingegen blieb das Zetapotential die erste Woche

stabil bei einem Wert von 13 mV. Allerdings traten in den folgenden Tagen Schwankungen

zwischen 6 und 11 mV auf.

Auch bei einer 20 Mol%-igen Konzentration war der Durchmesser der Teilchen wéahrend

der 21 Tage weitgehend stabil bei 99 nm, wobei der PDI von 0,2 auf 0,3 anstieg. Die

Abbildung 4.2.5. lasst gro3ere Schwankungen zwischen 17 und 23 mV erkennen, die in

weiterer Folge konstant bei einem Wert um die 17 mV blieben.

— Leerlipos

@ Polypeptid A1 10 Mol% + 1% Aci
—a— 1% Aciclovir ZP

—s— Polypeptid A1 20 Mol% + 1% Aci ZP

. 1% Aciclovir
@ Polypeptid A1 20 Mol% + 1% Aci

—e— Polypeptid A1 10 Mol% + 1% Aci ZP

140 +

= =

o [NS)

S o
L L

(0]
o
I

TeilchengrofRe (nm)
3

40
20 -
0 1
1 3 5 7 11 13 15 17 19 21
Zeit (Tage)

Zetapotential (mV)

Abb. 4.2.5. Einfluss von Polypeptid Al auf die TeilchengrolRe und das Zetapotential

Formulierungen mit 1% Aciclovir
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4.2.6. Formulierungen mit Polypeptid A2:

Ebenso blieben die Formulierungen mit dem Polypeptid A2 Gber 3 Wochen stabil. Bei der

Konzentration von 10 Mol% ergab die Messung am ersten Tag eine durchschnittliche

GroRRe von 90 nm, stieg dann am 11. Tag auf 93 nm und blieb die letzte Woche konstant

bei einem Wert von 89 nm. Der PDI war bis zum 11. Tag unverandert bei 0,2, die restliche

Zeit schwankte der Wert zwischen 0,2 und 0,24.

Durch das Einarbeiten von 20 Mol% in die Liposomen erhielt man die grof3ten Teilchen

von allen untersuchten Formulierungen. Der Durchmesser lag im Bereich von 109 bis 113

nm, wobei der PDI bei 0,3 war. Das Zetapotential war am Anfang bei 24 mV und sank

Uber den Zeitraum von drei Wochen auf einen Wert von 16 mV.

— Leerlipos

@ Polypeptid A2 10 Mol% + 1% Aci
—a— 1% Aciclovir ZP

—s— Polypeptid A2 20 Mol% + 1% Aci ZP

. 1% Aciclovir
@ Polypeptid A2 20 Mol% + 1% Aci

—e— Polypeptid A2 10 Mol% + 1% Aci ZP

140 +
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L L
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o
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Abb. 4.2.6. Einfluss von Polypeptid A2 auf die TeilchengroRe und das Zetapotential

Formulierungen mit 1% Aciclovir
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4.3. Diffusionsversuche

4.3.1. Formulierungen mit 1% Aciclovir:

Als Referenzwert wurde zuerst die Hautpermeation von aciclovirhaltigen Liposomen
ermittelt. Nach einer zweistundigen ,lag time* hat eine gleichmafiige Diffusion von Aciclovir
durch die Haut stattgefunden. Es stellte sich heraus, dass nach 10 Stunden etwa 745
ug/cm2 bzw. 15% der aufgetragenen Menge an Wirkstoff durch die Haut in das

Akzeptormedium Ubergetreten waren.

—e— 1% Aciclovir

900 -
800 +
700 -
600 -
500 -
400 +
300 -

Kumulation (ug/cmz?)

200 -
100 ~

Zeit (Stunden)

Abb. 4.3.1. Permeation einer Formulierung mit 1% Aciclovir
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4.3.2. Formulierungen mit Lysin-5:

Bei der Formulierung mit Lysin-5 bei einer Konzentration von 10 Mol% waren 14% von
dem Wirkstoff durch die Haut diffundiert.

Bei den Zubereitungen mit 20 Mol% Lysin-5 waren nach 10 Stunden 831 pg/cm?, das
entspricht 16% der aufgetragenen Menge, durch die Haut permeiert.

In Abb. 4.3.2. werden die Formulierungen mit Lysin-5 mit aciclovirhaltigen Liposomen
verglichen. Darin erkennt man den Einfluss von Lysin-5 auf die Wirkstoffpenetration von
Aciclovir. Bei der Konzentration von 10 Mol% kam es sogar zu einer Verminderung der
Hautpermeation von Aciclovir. Hingegen durch eine Zugabe von 20 Mol% Lysin-5 konnte
die Wirkstoffpenetration um das 1,12-fache gesteigert werden.

—a— 1% Aciclovir —e—Lys-5 10 Mol% + 1% Aci —s—Lys-5 20 Mol% + 1% Aci

1000 +
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Kumulation (ng/cm?)

12

Zeit (Stunden)

Abb. 4.3.2. Einfluss von Lysin-5 auf die Permeation der Formulierungen mit 1% Aciclovir
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4.3.3. Formulierungen mit Lysin-7:

Der Zusatz von Lysin-7 fuhrte bei beiden Konzentrationen zu einer Verminderung der
Diffusion durch die Haut, verglichen mit der Wirkstoffpenetration von aciclovirhaltigen

Liposomen.

Bei der Formulierung mit 10 Mol% und 20 Mol% von Lysin-7 waren nur circa 8% von der
aufgetragenen Menge an Aciclovir durch die Haut diffundiert. Im Vergleich zum

Referenzwert kam es hier zu einer Reduktion der Wirkstoffpenetration um fast 50%

—a— 1% Aciclovir —e—Lys-7 10 Mol% + 1% Aci —a—Lys-7 20 Mol% + 1% Aci

900
800
700
600
500
400
300
200
100

Kumulation (ng/cm?)

12

Zeit (Stunden)

Abb. 4.3.3. Einfluss von Lysin-7 auf die Permeation der Formulierungen mit 1% Aciclovir
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4.3.4. Formulierungen mit Lysin-9:

Auch der Zusatz von Oligopeptid Lysin-9 zeigte Kkeine Verbesserung der
Wirkstoffpenetration.

Bei der Konzentration von 10 Mol% Lysin-9 waren nur 8% vom aufgetragenen Wirkstoff
durch die Haut diffundiert. Wohingegen durch das Einarbeiten von 20 Mol% fast 12% nach
10 Stunden in das Akzeptormedium ubertraten.

Wie man in Abb. 4.3.4. sehen kann, kommt es sowohl bei 10 Mol%-iger als auch bei 20

Mol%-iger Zugabe von Lysin-9 zu einer Verringerung der Hautdiffusion.

—a— 1% Aciclovir —e—Lys-9 10 Mol% + 1% Aci —a—Lys-9 20 Mol% + 1% Aci

900
800
700
600
500
400
300
200
100

Kumulation (ng/cm?)

Zeit (Stunden)

Abb. 4.3.4. Einfluss von Lysin-9 auf die Permeation der Formulierungen mit 1% Aciclovir
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4.3.5. Formulierungen mit Polypeptid Al:

Bei den Formulierungen mit Polypeptid A1 kam es ebenfalls durch Zugabe zu einer
Abnahme der Hautpermeation. Es konnten circa 8-9% der aufgetragenen Menge an
Wirkstoff durch die Haut diffundieren.

—a— 1% Aciclovir —e— Polypeptid A1 10 Mol% + 1% Aci —s— Polypeptid A1 20 Mol% + 1% Aci

900
800 -
700 ~
600 -
500 -
400 -
300 -
200 ~
100 -

Kumulation (ng/cm?)

0 & \ \ \ \ \ |
0 2 4 6 8 10 12

Zeit (Stunden)

Abb. 4.3.5. Einfluss von Polypeptid Al auf die Permeation der Formulierungen mit 1% Aciclovir
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4.3.6. Formulierungen mit Polypeptid A2:

Ein Zusatz dieses Peptides verzogerte die Aciclovir Hautdiffusion im Vergleich zum
Referenzwert.

Ein 10 Mol%-iger Zusatz brachte eine nur halb so grofl3e Diffusion von Aciclovir durch die
Haut.

Ebenso bei 20 Mol% Polypeptid A2 gab es eine Abnahme der Hautpermeation des
Wirkstoffes. Circa 11% der aufgetragenen Menge an Aciclovir waren durch die Haut
diffundiert.

—a— 1% Aciclovir —e— Polypeptid A2 10 Mol% + 1% Aci —s— Polypeptid A2 20 Mol% + 1% Aci

900
800 -
700 ~
600 -
500 -
400 -
300 -
200 ~
100 -

Kumulation (ng/cm?)

0 & \ \ \ \ \ |
0 2 4 6 8 10 12

Zeit (Stunden)

Abb. 4.3.6. Einfluss von Polypeptid A2 auf die Permeation der Formulierungen mit 1% Aciclovir
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5. Diskussion

Durch die Entdeckung von Zell-penetrierenden Peptiden, die einen hohen Anteil an Arginin
und Lysin aufweisen und die den Transport von Makromolekilen durch Membranen
verbessern kdnnen, stellte sich die Frage, ob diese Peptide nicht eine Verbesserung der
Wirkstoffpenetration bei topischer Anwendung bewirken kénnten [26]. Hierfir wurde
Cyclosporin mit einem Argininoligomer versetzt und dadurch konnte ein positiver Effekt bei

der Penetration durch die Haut erzielt werden [7].

In einer vorangegangenen Diplomarbeit wurde der Effekt von verschiedenen
Lysinderivaten auf die Diffusion von Natrium-Fluorescin durch die Haut untersucht. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Permeation verbessert werden konnte je mehr

Lysin im Peptid enthalten war [27].

In einer weiteren Arbeit wurde der Effekt von Lysinderivaten auf die Hautpermeation von
von fluconazolhaltigen Liposomen untersucht. Es wurden Formulierungen mit Lysin-5,
Lysin-7, Lysin-9, Polypeptid A1 und Polypeptid A2 in zwei verschiedenen Konzentrationen
hergestellt und deren Einfluss auf die physikalische Stabilitat und die Hautpermeation
untersucht. Dabei fand man heraus, dass Lysin-7 und Lysin-9 einen negativen Effekt auf
die physikalische Stabilitat hatten. Diese Formulierungen blieben nur eine Woche lang
stabil.

Es stellte sich heraus, dass hinsichtlich der Penetration durch porcine Haut es zu einer
Verbesserung bei fast allen verwendeten Peptiden kam, vor allem Lysin-9 in einer
Konzentration von 20 Mol% und Polypeptid A2 in 10 und 20 Mol%-igen Konzentration
zeigten hier den grof3ten positiven Effekt. Im Fall von Polypeptid A2 wurde die Diffusion

von Fluconazol sogar um fast das Doppelte gesteigert [10].

In der vorliegenden Arbeit sollte ebenfalls der Effekt von Lysinderivaten auf die
Hautpermeation eines anderen Wirkstoffes zusétzlich untersucht werden, der hydrophiler
als Fluconazol ist. Daflr wurden im ersten Schritt mehrere Modellwirkstoffe in Liposomen

inkorporiert und ein Arzneistoff ausgesucht, der sich gut einarbeiten lie3 und einige Zeit
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stabil blieb. Aus diesen Untersuchungen ergaben sich Aciclovir, Diclofenac und
Metronidazol als geeignete Kandidaten. Da schon Erfahrungen mit Aciclovir vorlagen,
wurde dieser Arzneistoff ausgewahlt und Formulierungen mit Aciclovir und den

Lysinderivaten hergestellt.

Anhand der durchschnittlichen Teilchengrdl3e, des PDI und des Zetapotentials wurde die
physikalische Stabilitdt bestimmt. Wahrend die aciclovirhéaltigen Liposomen bereits nach
zwei Wochen ungeniigende Stabilitat aufwiesen, kam es durch den Zusatz von
Lysinderivaten zu einer Verbesserung der Stabilitat. Da das Zetapotential bei allen
polypeptidhéltigen Formulierungen umso hdher ist, je mehr Peptid enthalten ist, kann man

davon ausgehen, dass die einzelnen Partikelchen umhullt wurden.

Die Wirkstoffpenetration von Aciclovir wurde mit Hilfe der Franz-Diffusionszelle bestimmt.
Zum besseren Vergleich der Ergebnisse der in-vitro Hautpermeation der jeweiligen
Formulierungen wurde der ,Enhancingfaktor® berechnet. (siehe Tabelle 5.1.) Dafur wurde
die kumulative Menge an Aciclovir aus den Formulierungen mit den Lysinderivaten durch

den Referenzwert dividiert. Wobei die Referenz den Faktor eins erhalt.

Die im Rahmen dieser Studie durchgeflihrten Untersuchungen der Hautpermeation haben
gezeigt, dass die Peptide nicht den erwarteten positiven Einfluss ausibten. Die
Ergebnisse der Aciclovirdiffusion durch die Haut ergaben mit Ausnahme von Lysin-5 eine
Retardierung. Ein mdglicher Grund dafur kénnte in der geringen Verkapselungsrate von

Aciclovir in die Liposomen liegen (siehe Tab. 5.1.).

Hervorzuheben ist, dass es durch den Zusatz von Lysin-7 und Lysin-9 zu einer
Verminderung der Wirkstoffpenetration von Aciclovir von fast 50% kam.

55



Formulierung % Faktor
1% Aciclovir 14,65 1,00
Lysin-5 10Mol% 13,93 0,95
Lysin-5 20Mol% 16,42 1,12
Lysin-7 10Mol% 7,61 0,52
Lysin-7 20Mol% 7,91 0,54
Lysin-9 10Mol% 8,34 0,57
Lysin-9 20Mol% 12,35 0,84
Polypeptid A1 10Mol% 8,29 0,57
Polypeptid A1 20Mol% 8,86 0,60
Polypeptid A2 10Mol% 7,04 0,48
Polypeptid A2 20Mol% 11,33 0,77

Tab. 5.1. Berechnung der Faktoren fur die Auswirkung der Hautpermeation von Aciclovir

Wahrend alle Lysinderivate im Falle von Fluconazol zu einer Steigerung der Hautdiffusion
fuhrten, bewirkten diese bei Aciclovir eine Verzogerung im Vergleich zur Kontrolle. Eine
mogliche Ursache fur diese Retardierung der Hautdiffusion liegt wahrscheinlich in der
unterschiedlichen Ldslichkeit und im unterschiedlichen Verteilungsverhalten von Aciclovir
und Fluconazol. Wéahrend Fluconazol einen Log P von 0,5 aufweist, liegt dieser Wert flr
Aciclovir bei -1,76. Es ist daher wahrscheinlich, dass sich die innere kolloid-chemische

Struktur der Zubereitungen aufgrund der Wirkstoffe signifikant unterscheidet.

Um diese Ergebnisse zu bestétigen, sollten weitere Untersuchungen mit Diclofenac und
Metronidazol durchgefuhrt werden. Damit konnte Uberprift werden, wie in diesen Fallen

die Hautpermeation von den Lysinderivaten beeinflusst wird.

56



6. Zusammenfassung

In vorangegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass sowohl die Einarbeitung von
Wirkstoffen in Liposomen als auch der Zusatz von Zell-penetrierenden Peptiden die

Hautpenetration férdern kénnen [8].

Weiters wurden die Wechselwirkungen von Lysinderivaten auf Liposomen untersucht und
in weiterer Folge der positive Effekt von Lysinderivaten auf die Wirkstoffpenetration aus

fluconazolhéltige, liposomale Formulierungen durch die Haut gemessen [9, 10].

In der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt von Lysinderivaten auf die physikalische
Stabilitat und auf die Hautpermeation eines Modellwirkstoffes aus liposomalen
Formulierungen untersucht werden. Dafir wurde aus einer Reihe von Modellwirkstoffen
Aciclovir ausgewahlt und in Basisliposomen eingearbeitet. Danach wurden mit diesem
Arzneistoff Formulierungen mit Lysin-5, Lysin-7, Lysin-9, Polypeptid A1 und Polypeptid A2

hergestellt.

Zur Beurteilung der physikalischen Stabilitat wurden die Teilchengrof3e, der PDI und das
Zetapotential bestimmt. Es stellte sich heraus, dass durch die Zugabe von Lysinderivaten
die Stabilitat erhoht werden konnte. Bei den aciclovirhéltigen Liposomen wurde nach circa
15 Tage der PDI groRer und die Teilchengrbf3e stieg sprungartig an, woraus man
erkennen konnte, dass die Zubereitung nicht mehr physikalisch stabil war. Der Zusatz von
Lysinderivaten allerdings verbesserte die Stabilitat, der PDI verkleinerte sich und das
Zetapotential wurde groRRer. Diese Formulierungen blieben tber den Zeitraum von drei

Wochen stabil.

Die In-vitro Hautpermeation wurde mithilfe von Franz-Zellen durchgefihrt. Dabei wurde
ermittelt, wie viel Prozent der aufgetragenen Menge an Aciclovir nach 10 Stunden durch
porcine Haut diffundierte. Als Referenz wurde die Formulierung mit den aciclovirhaltigen

Liposomen genommen.

Bei diesen Untersuchungen stellte sich heraus, dass es bei den lysinhaltigen

Formulierungen, mit Ausnahme von Lysin-5 in 20 Mol%-iger Konzentration, zu einer
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Verminderung der Aciclovirdiffusion kam. Durch den Zusatz von Lysin-7 und Polypeptid Al

wurde die Wirkstoffpenetration sogar um 50% verringert.

Aus den Voruntersuchungen ergab sich, dass Diclofenac und Metronidazol sich ebenfalls
gut in Liposomen einarbeiten lieBen. Weiterfuhrende Versuche mit diesen Substanzen
waren von grol3er Relevanz, um zu uberprifen, welchen Effekt die Lysinderivate auf die
Wirkstoffdiffusion haben.
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7. Tabellen

7.1.

Berechnung Mol%

Lysin Derivat mg
Lysin-5 10 Mol% 6,72
Lysin-5 20 Mol% 13,45
Lysin-7 10 Mol% 9,34
Lysin-7 20 Mol% 18,68
Lysin-9 10 Mol% 11,97
Lysin-9 20 Mol% 23,93
Polypeptid A1 10 Mol% 7,60
Polypeptid A1 20 Mol% 15,20
Polypeptid A2 10 Mol% 7,02
Polypeptid A2 20 Mol% 14,04

Tab. 7.1. Gehalt an Lysin Derivaten in

Formulierungen mit 1% Aciclovir (3ml)
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7.2. Physikalische Stabilitat

Tage Leerliposomen 1% Aciclovir
MW (nm) STABW | MW (nm) STABW
1 89,38 1,95 95,22 1,50
3 89,28 0,71 108,51 13,23
5 87,40 2,10 104,20 6,26
7 88,21 5,23 100,15 2,69
11 86,13 2,71 105,99 3,58
13 87,16 1,82 125,77 27,56
15 88,64 3,08 119,64 9,66

Tab. 7.2. Vergleich der Teilchengréf3en von

Leerliposomen zu Liposomen mit 1% Aciclovir
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Tage Leerliposomen 1% Aciclovir Lysin-5 10 Mol% Lysin-5 20 Mol%

MW (nm) STABW MW (nm) STABW MW (nm) STABW MW (nm) STABW
1 89,38 1,95 95,22 1,50 90,21 1,13 90,10 1,50
3 89,28 0,71 108,51 13,23 90,30 1,97 90,03 1,80
5 87,40 2,10 104,20 6,26 90,31 0,65 90,58 1,80
7 88,21 5,23 100,15 2,69 95,01 1,98 91,83 2,32
11 86,13 2,71 105,99 3,58 90,14 0,97 90,53 1,35
13 87,16 1,82 125,77 27,56 91,48 2,66 90,85 1,47
15 88,64 3,08 119,64 9,66 94,45 5,20 92,14 2,07
17 87,36 2,31 n.g. n.g. 94,09 1,12 92,07 1,77
19 86,70 3,23 n.g. n.g. 90,63 1,80 95,52 2,25
21 86,65 3,07 n.g. n.g. 93,95 4,40 94,80 3,93

Tab. 7.3. Einfluss von Lysin-5 in unterschiedlicher Konzentration auf die TeilchengrofRe der

Formulierungen verglichen mit Basisliposomen und aciclovirhéltigen Liposomen

Tage 1% Aciclovir Lysin-5 10 Mol% Lysin-5 20 Mol%
MW (mV) STABW MW (mV) STABW MW (mV) STABW
1 -1,43 1,02 13,13 2,33 18,59 3,22
3 -2,93 0,68 8,38 0,97 16,30 1,84
5 -5,48 2,35 10,51 1,81 16,38 2,33
7 -2,47 0,94 6,50 1,40 15,84 4,47
11 -1,08 1,29 8,40 1,60 14,39 2,66
13 -1,94 1,41 9,26 2,39 11,20 3,56
15 -2,06 1,25 8,31 1,03 11,31 0,69
17 n.g. n.g. 8,47 0,86 9,70 0,79
19 n.g. n.g. 6,61 0,93 10,54 1,25
21 n.g. n.g. 9,05 0,61 12,00 2,41

Tab. 7.4. Einfluss von Lysin-5 in unterschiedlicher Konzentration auf das Zetapotential der

Formulierungen verglichen mit aciclovirhaltigen Liposomen
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e Leerliposomen 1% Aciclovir Lysin-7 10 Mol% Lysin-7 20 Mol%
MW (nm) STABW MW (nm) STABW MW (nm) STABW MW (nm) STABW

1 89,38 1,95 95,22 1,50 83,71 0,51 85,39 1,26
3 89,28 0,71 108,51 13,23 81,82 0,70 84,06 1,53
5 87,40 2,10 104,20 6,26 83,48 0,58 86,08 0,94
7 88,21 5,23 100,15 2,69 84,70 0,71 87,12 0,94
11 86,13 2,71 105,99 3,58 84,70 0,72 87,51 1,26
13 87,16 1,82 125,77 27,56 85,25 1,00 89,89 1,60
15 88,64 3,08 119,64 9,66 85,31 0,50 89,37 1,83
17 87,36 2,31 n.g. n.g. 87,24 3,34 89,66 1,62
19 86,70 3,23 n.g. n.g. 84,90 0,54 90,03 1,47
21 86,65 3,07 n.g. n.g. 86,39 0,55 91,07 1,54

Tab. 7.5. Einfluss von Lysin-7 in unterschiedlicher Konzentration auf die TeilchengrofR3e der

Formulierungen verglichen mit Leerliposomen und aciclovirhaltigen Liposomen

Tage 1% Aciclovir Lysin-7 10 Mol% Lysin-7 20 Mol%

MW (mV)  STABW MW (mV) STABW MW (mV) STABW
1 -1,43 1,02 21,06 1,89 23,23 0,50
3 -2,93 0,68 24,10 3,34 25,11 0,81
5 -5,48 2,35 21,11 531 25,38 1,47
7 -2,47 0,94 22,24 2,14 22,50 1,19
11 -1,08 1,29 21,46 3,96 21,43 1,35
13 -1,94 1,41 19,93 3,92 19,03 1,47
15 -2,06 1,25 21,67 5,65 20,50 2,37
17 n.g. n.g. 20,42 3,60 20,12 1,76
19 n.g. n.g. 21,24 4,74 12,91 6,74
21 n.g. n.g. 19,80 5,30 17,04 2,53

Tab. 7.6. Einfluss von Lysin-7 in unterschiedlicher Konzentration auf das Zetapotential der

Formulierungen verglichen mit aciclovirhaltigen Liposomen
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e Leerliposomen 1% Aciclovir Lysin-9 10 Mol% Lysin-9 20 Mol%
MW (nm) STABW MW (nm) STABW MW (nm) STABW MW (nm) STABW

1 89,38 1,95 95,22 1,50 91,59 2,38 90,18 1,64
3 89,28 0,71 108,51 13,23 91,19 1,91 89,68 1,85
5 87,40 2,10 104,20 6,26 90,75 1,82 89,22 1,00
7 88,21 5,23 100,15 2,69 98,23 8,31 89,94 1,78
11 86,13 2,71 105,99 3,58 90,78 2,27 88,85 1,72
13 87,16 1,82 125,77 27,56 89,88 2,41 88,59 1,65
15 88,64 3,08 119,64 9,66 91,41 2,50 90,19 1,54
17 87,36 2,31 n.g. n.g. 91,91 2,81 90,85 1,37
19 86,70 3,23 n.g. n.g. 90,82 2,50 90,02 1,59
21 86,65 3,07 n.g. n.g. 90,93 2,68 90,75 1,44

Tab. 7.7. Einfluss von Lysin-9 in unterschiedlicher Konzentration auf die TeilchengrofRe der

Formulierungen verglichen mit Leerliposomen und aciclovirhaltigen Liposomen

Tage 1% Aciclovir Lysin-9 10 Mol% Lysin-9 20 Mol%

MW (mV)  STABW MW (mV) STABW MW (mV) STABW
1 -1,43 1,02 20,89 2,27 19,32 2,62
3 -2,93 0,68 18,23 0,63 18,33 3,81
5 -5,48 2,35 17,96 2,15 12,92 3,45
7 -2,47 0,94 21,17 2,94 18,21 1,90
11 -1,08 1,29 17,84 1,31 17,84 1,63
13 -1,94 1,41 16,70 2,43 17,42 5,04
15 -2,06 1,25 15,48 1,74 15,42 2,01
17 n.g. n.g. 13,53 0,96 14,61 2,46
19 n.g. n.g. 14,16 1,78 17,42 2,67
21 n.g. n.g. 17,58 1,31 16,16 2,61

Tab. 7.8. Einfluss von Lysin-9 in unterschiedlicher Konzentrationen auf das Zetapotential der

Formulierungen verglichen mit aciclovirhaltigen Liposomen
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e Leerliposomen 1% Aciclovir Polypeptid A1 10 Mol% | Polypeptid Al 20 Mol%
MW (nm) STABW | MW (nm) STABW | MW (nm) STABW MW (nm) STABW
1 89,38 1,95 95,22 1,50 93,10 3,70 99,20 4,30
3 89,28 0,71 108,51 13,23 91,92 2,66 97,75 4,01
5 87,40 2,10 104,20 6,26 93,04 2,67 98,83 4,48
7 88,21 5,23 100,15 2,69 90,77 3,36 98,18 4,07
11 86,13 2,71 105,99 3,58 93,02 2,77 99,11 4,22
13 87,16 1,82 125,77 27,56 92,00 2,59 98,99 4,14
15 88,64 3,08 119,64 9,66 93,16 3,26 98,91 4,59
17 87,36 2,31 n.g. n.g. 91,57 3,16 97,65 4,20
19 86,70 3,23 n.g. n.g. 92,11 3,09 98,58 4,30
21 86,65 3,07 n.g. n.g. 92,11 2,86 100,39 6,41

Tab. 7.9. Einfluss von Polypeptid Al in unterschiedlicher Konzentration auf die TeilchengrofRe der

Formulierungen verglichen mit Leerliposomen und aciclovirhaltigen Liposomen

Tage 1% Aciclovir Polypeptid A1 10 Mol% Polypeptid A1 20 Mol%
MW (mV)  STABW MW (mV) STABW MW (mV) STABW
1 -1,43 1,02 12,87 3,93 20,38 0,90
3 -2,93 0,68 12,15 1,83 22,83 2,61
5 -5,48 2,35 12,89 2,93 17,13 0,88
7 -2,47 0,94 13,68 1,70 20,60 1,31
11 -1,08 1,29 6,45 0,63 16,87 3,20
13 -1,94 1,41 10,09 2,97 16,13 1,99
15 -2,06 1,25 6,80 4,83 17,33 2,81
17 n.g. n.g. 10,57 2,50 17,20 2,17
19 n.g. n.g. 6,16 1,37 17,30 2,10
21 n.g. n.g. 9,10 1,40 15,94 3,70
Tab. 7.10. Einfluss von Polypeptid Al in unterschiedlicher Konzentration auf das Zetapotential der

Formulierungen verglichen mit aciclovirhaltigen Liposomen
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e Leerliposomen 1% Aciclovir Polypeptid A2 10 Mol% | Polypeptid A2 20 Mol%

MW (nm) STABW | MW (nm) STABW | MW (nm) STABW MW (nm) STABW
1 89,38 1,95 95,22 1,50 89,56 1,77 110,49 11,74
3 89,28 0,71 108,51 13,23 89,02 491 109,12 12,29
5 87,40 2,10 104,20 6,26 88,66 1,23 110,31 12,98
7 88,21 5,23 100,15 2,69 87,84 1,11 109,80 12,25
11 86,13 2,71 105,99 3,58 93,14 7,60 111,08 12,25
13 87,16 1,82 125,77 27,56 87,47 0,86 111,23 12,78
15 88,64 3,08 119,64 9,66 92,10 6,40 112,69 14,48
17 87,36 2,31 n.g. n.g. 87,71 0,92 111,46 14,71
19 86,70 3,23 n.g. n.g. 88,83 1,40 111,85 16,45
21 86,65 3,07 n.g. n.g. 88,95 1,31 112,33 16,68

Tab. 7.11. Einfluss von Polypeptid A2 in unterschiedlicher Konzentration auf die Teilchengrol3e der

Formulierungen verglichen mit Leerliposomen und aciclovirhaltigen Liposomen

Tage 1% Aciclovir Polypeptid A2 10 Mol% Polypeptid A2 20 Mol%
MW (mV)  STABW MW (mV) STABW MW (mV) STABW
1 -1,43 1,02 16,96 3,17 24,11 1,38
3 -2,93 0,68 16,92 2,28 24,34 0,88
5 -5,48 2,35 17,86 2,70 23,53 1,34
7 -2,47 0,94 18,83 3,56 22,94 1,29
11 -1,08 1,29 14,28 3,16 21,18 1,03
13 -1,94 1,41 15,86 3,10 20,79 2,83
15 -2,06 1,25 17,90 4,17 18,93 1,53
17 n.g. n.g. 14,61 3,43 19,33 3,36
19 n.g. n.g. 18,74 5,12 18,59 3,32
21 n.g. n.g. 13,53 4,07 16,16 2,57
Tab. 7.12. Einfluss von Polypeptid A2 in unterschiedlicher Konzentration auf das Zetapotential der

Formulierungen verglichen mit aciclovirhaltigen Liposomen
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7.3. Diffusionsversuche

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 87,78 70,91 75,39 78,03 8,74
4 248,00 209,68 221,40 226,36 19,64
6 432,10 369,55 392,13 397,93 31,67
8 623,76 537,80 570,47 577,35 43,39
10 803,10 695,20 735,54 744,61 54,52

Tab. 7.13. Permeation von Liposomen mit 1% Aciclovir in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 1,73 1,41 1,47 1,54 0,17
4 4,89 4,18 4,30 4,45 0,38
6 8,51 7,36 7,62 7,83 0,61
8 12,29 10,71 11,09 11,36 0,83
10 15,82 13,84 14,29 14,65 1,04

Tab. 7.14. Permeation von Liposomen mit 1% Aciclovir in % (m/m)

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 45,21 62,17 62,23 56,54 9,81
4 172,14 200,49 197,14 189,93 15,49
6 327,63 362,53 354,97 348,38 18,36
8 488,75 534,34 520,87 514,65 23,42
10 645,02 699,49 680,69 675,06 27,67

Tab. 7.15. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Lysin-5 in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 0,93 1,29 1,29 1,17 0,21
4 3,53 4,15 4,09 3,92 0,34
6 6,71 7,50 7,36 7,19 0,42
8 10,01 11,05 10,80 10,62 0,54
10 13,21 14,46 14,11 13,93 0,64

Tab. 7.16. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Lysin-5 in % (m/m)
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Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 86,07 110,99 84,46 93,84 14,88
4 244,14 290,57 238,04 257,59 28,73
6 421,74 490,70 404,91 439,12 45,46
8 611,13 697,54 584,57 631,08 59,07
10 828,45 900,89 762,58 830,64 69,18

Tab. 7.17. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Lysin-5 in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 1,72 2,16 1,68 1,85 0,27
4 4,88 5,66 4,73 5,09 0,50
6 8,42 9,56 8,04 8,68 0,79
8 12,21 13,59 11,61 12,47 1,01
10 16,55 17,55 15,15 16,42 1,20

Tab. 7.18. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Lysin-5 in % (m/m)

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 8,74 14,92 23,17 15,61 7,24
4 28,38 91,34 104,62 74,78 40,73
6 60,05 190,41 205,40 151,95 79,94
8 103,44 298,42 313,18 238,35 117,06
10 157,96 402,72 416,93 325,87 145,59

Tab. 7.19. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Lysin-7 in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 0,22 0,28 0,43 0,31 0,11
4 1,59 1,72 1,94 1,75 0,18
6 3,40 3,58 3,81 3,60 0,20
8 5,47 5,61 5,80 5,63 0,17
10 7,53 7,57 7,73 7,61 0,10

Tab. 7.20. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Lysin-7 in % (m/m)
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Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 59,85 24,12 62,36 48,78 21,39
4 193,66 112,00 197,06 167,57 48,16
6 342,84 218,70 352,54 304,69 74,63
8 498,44 331,78 514,21 448,14 101,08
10 646,32 440,12 665,21 583,88 124,86

Tab. 7.21. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Lysin-7 in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 0,81 0,33 0,84 0,66 0,29
4 2,63 1,51 2,67 2,27 0,66
6 4,66 2,95 4,78 4,13 1,02
8 6,77 4,48 6,97 6,07 1,38
10 8,78 5,94 9,01 7,91 1,71

Tab. 7.22. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Lysin-7 in % (m/m)

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 5,31 8,12 28,87 14,10 12,87
4 56,46 66,07 133,43 85,32 41,94
6 139,27 156,57 262,89 186,24 66,94
8 239,12 260,29 401,20 300,20 88,10
10 345,44 365,79 538,44 416,56 106,05

Tab. 7.23. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Lysin-9 in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 0,11 0,16 0,58 0,28 0,26
4 1,15 1,31 2,66 1,71 0,83
6 2,83 3,11 5,25 3,73 1,32
8 4,85 5,17 8,01 6,01 1,74
10 7,01 7,27 10,75 8,34 2,09

Tab. 7.24. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Lysin-9 in % (m/m)
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Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 51,19 22,05 63,97 45,74 21,49
4 184,61 109,79 204,87 166,42 50,08
6 349,22 226,94 374,22 316,79 78,81
8 520,95 352,84 545,31 473,03 104,80
10 689,09 476,19 711,30 625,52 129,81

Tab. 7.25. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Lysin-9 in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 1,02 0,43 1,25 0,90 0,42
4 3,69 2,15 4,01 3,29 0,99
6 6,98 4,45 7,33 6,25 1,57
8 10,41 6,92 10,68 9,34 2,10
10 13,77 9,34 13,93 12,35 2,60

Tab. 7.26. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Lysin-9 in % (m/m)

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 10,49 16,95 25,26 17,57 7,41
4 81,51 94,14 110,60 95,42 14,59
6 179,82 196,99 218,55 198,46 19,41
8 288,04 305,52 333,29 308,95 22,82
10 399,39 417,29 448,42 421,70 24,81

Tab. 7.27. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Polypeptid Al in pg/cm?

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 0,21 0,33 0,49 0,34 0,14
4 1,64 1,83 2,16 1,87 0,26
6 3,61 3,82 4,27 3,90 0,33
8 5,79 5,93 6,50 6,07 0,38
10 8,02 8,10 8,75 8,29 0,40

Tab. 7.28 Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Polypeptid Al in % (m/m)
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Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 30,28 17,16 19,31 22,25 7,04
4 125,52 94,26 98,74 106,17 16,90
6 246,50 199,40 204,13 216,68 25,94
8 373,98 312,20 318,86 335,01 33,91
10 502,45 423,59 430,97 452,34 43,55

Tab. 7.29. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Polypeptid Al in ug/cm?2

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 0,59 0,34 0,38 0,44 0,14
4 2,45 1,84 1,95 2,08 0,33
6 4,81 3,89 4,02 4,24 0,50
8 7,30 6,10 6,29 6,56 0,65
10 9,81 8,27 8,50 8,86 0,83

Tab. 7.30. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Polypeptid Al in % (m/m)

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 16,6016 19,77 18,1215 18,16 1,58
4 83,9438 83,42 82,3558 83,24 0,81
6 173,7271 162,63 164,8588 167,07 5,87
8 263,7988 241,48 248,2876 251,19 11,44
10 364,0257 328,13 337,8663 343,34 18,56

Tab. 7.31. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Polypeptid A2 in pg/cm>.

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 0,34 0,41 0,37 0,37 0,03
4 1,72 1,71 1,69 1,71 0,02
6 3,56 3,34 3,37 3,43 0,12
8 5,40 4,96 5,08 5,15 0,23
10 7,46 6,75 6,92 7,04 0,37

Tab. 7.32. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 10 Mol% Polypeptid A2 in % (m/m)
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Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 67,75 80,31 32,73 60,26 24,66
4 190,93 223,96 122,49 179,13 51,75
6 323,92 377,71 224,41 308,68 77,78
8 453,07 529,53 324,37 435,66 103,68
10 587,13 685,23 426,88 566,41 130,42

Tab. 7.33. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Polypeptid A2 in ug/cm?2

Stunde Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 MW STABW
0 0 0 0 0 0
2 1,35 1,61 0,65 1,21 0,50
4 3,81 4,50 2,44 3,58 1,05
6 6,47 7,59 4,47 6,17 1,58
8 9,04 10,63 6,46 8,71 2,10
10 11,72 13,76 8,51 11,33 2,65

Tab. 7.34. Permeation von Aciclovir unter dem Einfluss von 20 Mol% Polypeptid A2 in % (m/m)
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