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1 Einleitung 

1.1 Nanomedizin 

Nanomedizin hat in Wissenschaft und pharmazeutischer Industrie in den letzten Jahr-

zehnten stark an Bedeutung gewonnen. Der Begriff Nanomedizin bezieht sich auf spe-

zielle Therapien mit verschiedenen (Nano-)Materialien, von denen - mit Hilfe von hoch-

spezifischen Technologien - mindestens eine Dimension im Nanometermaßstab  

(1-1000 nm) liegt. Darunter fallen auch die nanopartikulären Arzneistoffträger, die in Li-

posomen [1], Solid Lipid Nanopartikel [2], polymerbasierte Nanopartikel [3], Nanocrystals 

[4], Nanoemulsionen, Mizellen [5] und Dendrimere eingeteilt werden. 

Die Relevanz des Themas spiegelt sich auch im Bereich der Arzneimittelzulassung wi-

der, wobei das amerikanische Arzneibuch (USP) diesem Themenkomplex ein eigenes 

Kapitel widmet <1153> Drug Products Containing Nanomaterials. Die verschiedenen 

Arzneiformen ermöglichen die Anwendung von schwerlöslichen Arzneistoffen durch Ver-

besserung der Wasserlöslichkeit, erhöhen die Verträglichkeit für den Patienten durch 

verminderte systemische Nebenwirkungen und können die Bioverfügbarkeit von Arz-

neistoffen durch Schutz vor Abbau oder durch eine verbesserte Auflösungsgeschwindig-

keit, beispielsweise im Darm, erhöhen. Des Weiteren kontrolliert der Arzneistoffträger 

zum einen die Freisetzung des Arzneistoffes und zum anderen verändert er die Vertei-

lung des Arzneistoffes im Körper. Dabei reichert sich der Träger in Zielgeweben an, 

wodurch eine zielgerichtete Therapie ermöglicht wird. Die Anreicherung kann dabei pas-

siv oder aktiv erfolgen [6]. Beim passiven Targeting reichern sich die Partikel aufgrund 

ihrer Größe in fenestrietem Gewebe wie Tumoren an, die zusätzlich hypervaskularisiert 

sind und ein gestörtes lymphatisches System aufweisen. Beim aktiven Targeting werden 

Liganden wie Antikörper an die Trägersysteme gekoppelt, um Zellen mit entsprechenden 

Zielstrukturen zu erreichen. Neben klassischen, chemischen Molekülen können Peptide, 

Proteine oder Nukleotid-Stränge eingesetzt werden. Klassischerweise werden nanopar-

tikuläre Arzneistoffträger intravenös verabreicht. Mittlerweile sind aber auch perorale, 

dermale, inhalative, ophthalmische, intramuskuläre und vaginale Anwendungen in neu 

übermittelten Zulassungsanträgen an die amerikanische Food and Drug Administration 

(US-FDA) zu finden [7]. 

Die größte Relevanz von Nanoarzneimitteln liegt bei onkologischen Behandlungen. Der 

Einsatz von Nanomaterialien wird auch zur Behandlung von Infektionen, Anämien sowie 
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kardiovaskulären und endokrinen Erkrankungen untersucht. Zusätzlich können Nano-

arzneimittel zu diagnostischen Zwecken eingesetzt werden [7]. Eine Übersicht über zu-

gelassene nanopartikuläre Arzneimittel, die parenteral angewendet werden, liefert Ta-

belle 1. 

Tabelle 1: Übersicht von ausgewählten, zugelassenen nanoskaligen Arzneistoffträgern. Die Tabelle wurde modifiziert 

nach [8]. Weitere zugelassene Arzneimittel sind dort gelistet. 

Handelsname Beschreibung Wirkstoff 
Zulas-
sung 

Ref. 

Doxil® 

(Johnson & John-
son, USA) 

Zusammensetzung 

- HSPC 
- Cholesterin 
- mPEG2000-DSPE 

Molares Verhältnis: 56:39:5 

Indikation 

- HIV-assoziiertes Kaposi-Sarkom 
- Ovarialkarzinom 
- Multiples Myelom 

Doxorubicin 
1995 

(US-FDA) 
[9] 

DaunoXome® 

(Gilead Sciences, 
USA) 

Zusammensetzung 

- DSPC 
- Cholesterol 
- Cholesterin 

Molares Verhätlnis: 2:1 

Indikation 

HIV-assoziiertes Kaposi-Sarkom 

Daunorubicin 
1996 

(US-FDA) 
[10] 

AmBisome® 

(Astellas Pharma, 
USA) 

Zusammensetzung 

- HSPC 
- Cholesterol 
- Cholesterin 
- DSPG 

Molare Verhältnis: 26:13:10 

Indikation 

Systemische Mykosen 

Amphotericin B 

1997 

(US-FDA) 

 

[11] 

Myocet® 

(Teva B.V.,  
Niederlande) 

Zusammensetzung 

- EPC 
- Cholesterol 
- Cholesterin 

Molares Verhältnis: 55:45 

Indikation 

Metastierendes Mammakarzinom 

Doxorubicin 
2000 

(EMA) 
[12] 

Visudyne® 

(Novartis  
Pharmaceuticals, 

USA) 

Zusammensetzung 

- DMPC 
- EPG 

Molares Verhältnis: unbekannt 

Indikation 

Altersbezogene Makuladegeneration 

Verteporfin 
2000 

(US-FDA) 
[13] 
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MarqiboTM 

(Talon 
Therapeutics, 

USA) 

Zusammensetzung 

- SM 
- Cholesterol 
- Cholesterin 

Molares Verhältnis 58:42 

Indikation 

Philadelphia-Chromosom negative akute 
lymphatische Leukämie 

Vincristin 
2012 

(US-FDA) 
[14] 

OnivydeTM 

(Merrimack  
Pharmaceuticals, 

USA) 

Zusammensetzung 

- DSPC 
- Cholesterol 
- Cholesterin 
- mPEG2000-DSPE 

Molares Verhältnis 3:2:0.015 

Indikation 

Metastasierendes Pankreaskarzinom 

Irinotecan 
2015 

(US-FDA) 
[15] 

Vyxeos® 
(Jazz Pharmaceuti-

cals, USA) 

Zusammensetzung 

- DSPC 
- DSPG 
- Cholesterol 
- Cholesterin 

Molares Verhältnis 7:2:1 

Indikation 

Metastierendes Mammakarzinom 

Cytarabin: 
Daunorubicin 

(1:5 molares 
Verhältnis) 

2017 

(US-FDA) 

 

[16] 

AbraxaneTM 

(Bristol-Myers 
Squibb, USA) 

Zusammensetzung 

Humanalbumin  

Stoffmengenverhältnis 

Wirkstoff:Protein 9:1 

Indikation 

Metastierendes Mammakarzinom 

Paclitaxel 
2005 

(US-FDA) 

 

[17] 

FerahemeTM 

(AMAG  
Pharmaceuticals, 

USA) 

Zusammensetzung 

Polyglucose-Sorbitolcarboxymethylether 

Verhältnis 

Eisenoxid:Kohlenhydrat 6:4 

Indikation 

Anämie 

Eisenoxid 
2009 

(US-FDA) 
[18] 

OnpattroTM 

(Alnylam  
Pharmaceuticals, 

USA) 

Zusammensetzung 

- DLin-MC3-DMA 
- PEG2000-DMG 
- DSPC 
- Cholesterol 
- Cholesterin 

Molares Verhältnis49:2:10:39 

Indikation 

Hereditäre Transthyretin-Amyloidose bei 
Patienten mit Polyneuropathie 

siRNA 
2018 

(US-FDA) 

[19, 
20] 

Abkürzungen: 

DLin-MC3-DMA, (6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriacont-6,9,28,31-tetraene-19-yl 4-(dimethylamino)butanoate; DMPC, Dimyris-
toylphosphatidylcholin; DMPG, Dimyristoyl phosphatidylglycerol; DSPC, Distearolyphosphatidylcholin; DSPE, Distearyl 
phosphatidylethanolamin; DSPG, Distearoylphosphatidylglycerol; EPC, Ei-Phosphytidylcholin; EPG, Ei-Phosphatidylgly-
cerol; HSPC, hydriertes Soja-Phosphatidylcholin; mPEG2000-DSPE, Methoxy-Polyethylenglycol-Distearoylphosphatidyl-
ethanolamin; PEG, Polyethylenglycol; PEG2000-DMG, α-(3ʹ-{[1,2-di(myristyloxy)propanoxy] carbonylamino}propyl)-ω-me-
thoxypolyoxyethylene 
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1.2 Liposomen 

Liposomen werden, im Vergleich zu anderen Arzneistoffträgern, bereits seit langem in-

nerhalb und außerhalb der Medizin eingesetzt. Vor der Zulassung des ersten liposoma-

len Arzneimittels Doxil® 1995 in den USA, wurden Liposomen in der Kosmetikindustrie 

genutzt [21]. Liposomen sind sphärische Vesikel, deren Membran aus einer Lipiddop-

pelschicht besteht. Die Lipide bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe und zwei lip-

ophilen Fettsäureketten, weshalb sie amphiphile Eigenschaften aufweisen. Gibt man sie 

in Wasser, formen sich spontan Liposomen, um die Grenzflächenspannung zu minimie-

ren. Die hydrophilen Kopfgruppen zeigen dabei in die hydrophile Wasserphase und 

schirmen die Fettsäureketten in einer lipophilen Doppelmembran von außen ab. Liposo-

men können daher sowohl hydrophile Arzneimittel in ihrem wässrigen Innenraum als 

auch lipophile Substanzen in ihrer lipophilen Doppelmembran einschließen [22]. Sie kön-

nen in einem breiten Größenbereich gezielt hergestellt werden und eignen sich daher 

als Arzneistoffträgersysteme [23]. Je nach Größe der Vesikel und Anzahl der Lipid-Dop-

pelschichten können Liposomen unterschiedlich klassifiziert werden. Unilamellare Vesi-

kel haben eine Lipiddoppelmembran, wohingegen multilamellare Liposomen mehrere 

Membranschichten aufweisen. Bei multivesikulären Liposomen sind mehrere kleine 

Vesikel in einem größeren Liposom eingeschlossen. In der Regel werden unilamellare 

Liposomen als Arzneistoffträgersysteme eingesetzt, da sie am besten zu reproduzieren 

und charakterisieren sind. Liegt der Durchmesser unter 100 nm spricht man von kleinen 

unilamellaren Liposomen, sonst von großen unilamellaren Liposomen [24].  

Synthetische und natürliche Lipide können zur Ausbildung der Lipiddoppelschicht einge-

setzt werden. Am häufigsten werden Phospholipide verwendet. Charakteristisch für 

Phospholipide ist die Phosphodiesterbindung, die den hydrophoben und hydrophilen 

Molekülteil miteinander verbindet. Phospholipide werden je nach enthaltenem Alkohol 

zwischen Glyerophospholipiden mit Glycerin im Grundgerüst und Sphingomyelinen mit 

Sphingosin unterschieden. Sphingosin ist ein langkettiger Aminoalkohol. Bei Glycero-

phospholipiden sind zwei Fettsäuren mit dem Glycerin verestert und bilden den lipophi-

len Anteil im Molekül. Über eine Amid-Bindung am C2-Atom des Sphingosins sitzt bei 

Sphingomyelinen eine Fettsäure und bildet zusammen mit dem Sphingosin den hydro-

phoben Anteil. Phospholipide werden auch anhand ihrer verschiedenen polaren Kopf-

gruppen unterteilt, wobei die wichtigsten Vertreter Cholin, Serin, Inositol und Ethanola-

min sind. Das am häufigste verwendete Phospholipid ist Phosphatidylcholin (PC), das 

sogenannte Lecithin, das aus Eidotter oder pflanzlichen Samen wie Soja gewonnen wer-

den kann. Ein großer Vorteil von Phospholipiden ist die fehlende Immunogenität bei der 
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medizinischen oder kosmetischen Anwendung [25]. Cholesterin (C) ist ein gängiger Zu-

satzstoff bei der Herstellung von Liposomen, der Einfluss auf die Fluidität der Liposo-

menmembran nimmt und kann mit einem Stoffmengenanteil von bis zu 50 % in die 

Membran integriert werden. Dabei wird die Rigidität und Flexibilität der Lipiddoppel-

schicht beeinflusst [24]. 

Zur Herstellung von Liposomen sind verschiedene Methoden etabliert. Die Filmmethode 

ist eine der am häufigsten genutzten Methoden. Dabei wird zuerst eine organische Lö-

sung der Lipidbestandteile hergestellt. Anschließend wird ein dünner Lipidfilm unter Va-

kuumtrocknung erstellt, der im letzten Schritt mit Wasser oder Pufferlösungen unter 

spontaner Ausbildung von Liposomen hydratisiert wird. Die gewünschte Größe und die 

Anzahl der Lipiddoppelschichten kann mit Hilfe verschiedener Verfahren in einem wei-

teren Schritt individuell eingestellt werden. Dazu eignen sich beispielsweise Ultraschall, 

Extrusion und Filtration. Lipophile Wirkstoffe werden der organischen Lösung hinzuge-

fügt und während der Vakuumtrocknung in den Lipidfilm integriert. Wasserlösliche Wirk-

stoffe werden während der Hydratation des Films in die liposomalen Vesikel einge-

schlossen. 

Um die verkapselte Wirkstoffmenge (EE%) zu bestimmen, können Zentrifugation, Filtra-

tion oder Größenausschlussverfahren eingesetzt werden. Um liposomale Arzneimittel 

industriell herzustellen, werden Methoden benötigt, bei denen größere Ansätze herge-

stellt werden oder ein kontinuierlicher Herstellprozess genutzt wird. Zusätzlich muss vor 

allem bei der parenteralen Anwendung die Sterilität der liposomalen Formulierung ge-

währleistet sein. 

Eine neue Methode von wachsendem Interesse, auch für die pharmazeutische Industrie, 

basiert auf Mikrofluidik [26, 27]. Bei dieser Herstellmethode werden die Lipide in wasser-

mischbaren, polaren Lösungsmitteln gelöst und mit Puffer in einem mikrofluidischen 

Chip vermischt. Dabei ist die laminare Strömung sowie die kontrollierte Durchmischung 

charakteristisch und führt zu einem abrupten Abfall der Lipidlöslichkeit, wobei sich spon-

tan Vesikel bilden. Die Liposomengröße kann präzise durch den Fluss, die Mischrate 

und das Mischverhältnis zwischen Lipidlösung und Puffer kontrolliert werden [27]. 

Liposomen zeigen neben ihren zahlreichen Vorteilen als Arzneistoffträgersystem auch 

einige Nachteile. Die physikochemischen Eigenschaften der liposomalen Trägersysteme 

verändern sich mit dem Einschluss von Wirkstoffen und Stabilitätsprobleme (Agglome-

ration, frühzeitige Freisetzung des Wirkstoffs) können die Folge sein. In wässriger Dis-

persion zeigen Liposomen des Weiteren physikalische und chemische Instabilitäten, wo-

runter die Aggregation von Liposomen, die Hydrolyse und Oxidation von Phospholipiden 

und das frühzeitige Austreten von verkapseltem Wirkstoff in die äußere Trägerphase mit 
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der Folge einer reduzierten EE% fallen [28-30]. Eine Möglichkeit die Stabilität zu erhö-

hen, ist die Gefriertrocknung von Liposomen. Dabei muss allerdings darauf geachtet 

werden, sowohl die Membranintegrität als auch die ursprünglichen Eigenschaften der 

Liposomen (Partikelgröße und Größenverteilung, in vitro Wirkstofffreisetzung) nach Re-

konstitution zu erhalten [31]. Um die Trocknung als weiteren Herstellungsschritt zu um-

gehen, können Proliposomen verwendet werden [32]. Hierbei werden die Liposomen 

über ein Trägersystem in situ bei beziehungsweise vor der Applikation erzeugt, wodurch 

Stabilitätsprobleme in der wässrigen Dispersion während der Lagerung vermieden wer-

den können. Als Trägersysteme werden in der Regel inerte Materialien wie Mannitol, 

Sorbitol oder Cellulosederivate verwendet, die mit einem Lipidfilm überzogen werden 

[32, 33]. Final bildet sich ein frei fließendes Pulver, dessen enthaltenes Trägermaterial 

sich bei Zugabe von Wasser rasch unter Vesikelbildung auflöst. Proliposome können im 

Sprühtrocknungsverfahren [34, 35], in Verfahren basierend auf superkritischem Kohlen-

dioxid [36, 37], im Wirbelschichtverfahren [38-40] und mit einer modifizierten Film-auf-

Träger-Methode [41] hergestellt werden. Letztere wurde im Rahmen dieser Arbeit ver-

wendet. Proliposomen wurden in der peroralen [42], transdermalen [43], pulmonalen [44] 

und vaginalen Anwendung [45] untersucht. 

1.3 Anwendungsort Vagina 

Die Vagina ist Teil des weiblichen Geschlechtsorgans und ist ein etwa zehn cm langer 

Muskelschlauch [46]. Die vaginale Anwendung von Arzneistoffen war schon bei den an-

tiken Ägyptern gängige Praxis [47]. Heutzutage ist die lokale und systemische Arznei-

mitteltherapie in der Vagina gut etabliert. Die Vagina besitzt eine große und gut durch-

blutete Oberfläche, wodurch viele Wirkstoffe mit unterschiedlichen Molekülmassen eine 

hohe Permeabilität und damit einhergehende gute Bioverfügbarkeit zeigen. Zusätzlich 

wird die erste Leberpassage von Arzneistoffen (first pass effect) im Vergleich zur klassi-

schen, oralen Therapie umgangen und gastrointestinale Nebenwirkungen vermieden. 

Allerdings beeinflussen Faktoren wie der Menstruationszyklus und das Alter das vagi-

nale Milieu und die Dicke des vaginalen Epithels, wodurch sich das Permeationsverhal-

ten von Wirkstoffen verändern kann. Zusätzlich können eingebrachte Wirkstoffe durch 

vaginalen Ausfluss, vor allem im Rahmen der vaginalen Selbstreinigung, ausgespült 

werden, wodurch sich ihre Bioverfügbarkeit verringert. Einen Einfluss auf die Wirkstoff-

verfügbarkeit spielt auch die individuell praktizierte Vaginalhygiene. Ferner kann die va-

ginale Arzneimittelanwendung je nach kulturellem Hintergrund in der Bevölkerung durch 

fehlende Akzeptanz limitiert sein. 
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Im Allgemeinen werden Antiinfektiva zur Behandlung von Vaginalmykosen oder bakteri-

ellen Vaginosen lokal angewendet. Eine weitere Indikation mit explizit lokaler Anwen-

dung ist die Kontrazeption mit vaginal aufzutragenden Spermiziden. Demgegenüber 

werden Hormontherapien zur Kontrazeption oder zur Linderung menopausaler Be-

schwerden in der Regel systemisch angewendet. 

Herkömmliche Arzneiformen zur vaginalen Anwendung können fest (Tabletten, Suppo-

sitorien, Vaginalringe), flüssig (Lösungen, Emulsionen, Suspensionen) oder halbfest 

(Salben, Cremes, Gele, Schäume) sein. Sie lassen sich leicht in größerem Maßstab her-

stellen und haben oft eine lange Haltbarkeit und Stabilität. Allerdings beeinträchtigen das 

Auslaufen der Arzneiform und die kurze Verweildauer am Wirk- beziehungsweise Re-

sorptionsort die Wirksamkeit der Arzneistoffe und die Compliance der Patientin [48]. 

Neuartige, arzneistoffträgerbasierte vaginale Arzneiformen wie Nanopartikel, Liposomen 

oder Niosomen wurden daher eigens entwickelt, um diese Probleme zu umgehen [49, 

50]. Durch ihre Interaktion mit dem vaginalen Mucin zeigen sie eine verbesserte Vertei-

lung und eine verlängerte Verweildauer in der Vagina als die genannten herkömmlichen 

Arzneiformen. Die anpassbaren Freisetzungseigenschaften der vaginalen Nanoarznei-

mittel können die lokalen und systemischen Arzneistoffkonzentrationen im Gleichge-

wicht halten und so das Nutzen-Risiko-Verhältnis optimieren [51, 52]. Dies kann beson-

ders bei der Behandlung von entzündlichen Erkrankungen vorteilhaft sein, um systemi-

sche Nebenwirkungen zu reduzieren. 

Wie bei der oralen Administration gilt auch für die vaginale Anwendung, dass sich der 

Wirkstoff im Vaginalfluid auflösen und durch die Epithelschicht permeieren muss, um 

seine Wirkung auszuüben. Demzufolge haben alle Änderungen der Vaginalphysiologie 

(zum Beispiel bei Schwangerschaft, je nach Menstruationszyklus oder Alter) einen Ein-

fluss auf den Therapieerfolg der eingesetzten Arzneiform. Um die Wirkstofffreisetzung 

aus den verschiedenen Arzneiformen zu untersuchen, sind biorelevante Medien, die die 

Physiologie des Anwendungsortes simulieren, ein geeignetes Mittel der Wahl. Diese 

können auch zur in vivo Vorhersage genutzt werden. Alternativ werden simplere, arznei-

buchkonforme Puffer, vor allem im Bereich der Qualitätskontrolle, verwendet. Dabei ist 

zu beachten, dass es für die vaginale Anwendung kein Standardmedium in den Arznei-

büchern gibt. In den letzten Jahrzehnten wurden deshalb verschiedene Untersuchungen 

zur Charakterisierung des humanen Vaginalfluids durchgeführt. Dabei wurde entweder 

mit Tampons oder Glaspipetten das Vaginalfluid gesammelt und analysiert. Physiolo-

gisch befinden sich etwa 0,5 mL Fluid in der Vagina, wobei täglich je nach Quelle zwi-

schen 1-8 g/d Vaginalfluid produziert werden [46, 53]. Der vaginale pH-Wert von gesun-
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den, prämenopausalen Frauen ist aufgrund einer physiologischen Besiedelung mit Lac-

tobacilli, die Glucose zu Milchsäure umsetzen, schwach sauer. Elektrodengestützte pH-

Messungen in der Vagina ergeben pH-Werte im Bereich 3,4 bis 8,0, wobei ein pH von 

4,2 als typischer Wert angenommen wird [53]. Neben etwa 2 g/L Milchsäure sind im 

simulierten Vaginalfluid nach Owen und Katz Proteine (Albumin), Essigsäure, Glycerin, 

Urea und Glucose sowie Calcium-, Natrium-, Kalium- und Chloridionen enthalten [53]. 

Um die komplexe und schwierige Herstellung des biorelevanten Vaginalfluids zu verein-

fachen und die physikochemische Stabilität (mehrwertige Ionen wie Calcium tendieren 

dazu auszufallen) zu erhöhen, haben Rastogi et al. aufbauend auf der bestehenden Li-

teraturgrundlage ein simples, simuliertes Vaginalfluid (simple vaginal fluid simulant, 

sVSF) entwickelt [54]. Es simuliert den pH-Wert, die Osmolarität und die Pufferkapazität 

der Vaginalflüssigkeit und ist über einen Zeitraum von einem Monat im Kühlschrank 

stabil. Die Zusammensetzung von sVSF (pH 4,2) ist in Tabelle 2 zusammengefasst. In 

der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkstofffreisetzung aus einem proliposomalen Gel in 

sVSF untersucht.  

Tabelle 2: Zusammensetzung des simplen, simulierten Vaginalfluids. Die Angaben sind zur Herstellung von 1 L. 

Inhaltsstoff Masse [g] Molare Konzentration [mM] 

Natriumchlorid 5,25 90,6 

Milchsäure 0,61 8 

Essigsäure 0,79 13,2 

Natriumlactat-Lösung (50 %) 2,02 18 

Natriumacetat 0,31 3,8 

Um resorbiert werden zu können, muss der Wirkstoff nach der Auflösung im Vaginalfluid 

über die Zellmembran permeieren. Die Resorption kann passiv, transzellulär oder para-

zellulär sowie aktiv über Transporter stattfinden [55]. Untersuchungen haben gezeigt, 

dass die meisten Substanzen eine passive Diffusion zeigen [56]. Lipophilere Substanzen 

wie Steroide werden in der Regel über den transzellulären Weg aufgenommen [57]. Im 

Gegensatz dazu diffundieren hydrophilere Substanzen bevorzugt über die parazelluläre 

Route [56]. 

Es wurden verschiedene in vitro und ex vivo Methoden entwickelt, um die Permeabilität 

von Wirkstoffen und Formulierungen zu untersuchen. Darunter fallen verschiedene  

Zell-, Gewebe- und Tiermodelle. Sie unterscheiden sich in ihrer technischen Komplexi-

tät, ethischen Fragestellungen und Kosten [58]. Zur Untersuchung der Permeabilität von 

Substanzen über die Vagina wurden verschiedene in vitro Zellkulturmethoden etabliert. 

Sie zeichnen sich durch einen einfachen, günstigen und robusten Aufbau im Vergleich 

zu Tiermodellen aus und werden häufig in der frühen Phase der pharmazeutischen Ent-
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wicklung eingesetzt. Außerdem können Bedingungen in der Zellkultur schnell und ein-

fach angepasst werden, weshalb sich diese in vitro Zellsysteme zur Beurteilung der Per-

meabilität eignen [58]. In der Regel werden dabei immortalisierte Zellen oder Primärzel-

len eingesetzt, die eine Zellmonoschicht ausbilden. Diese simuliert strukturell und funk-

tionell die zu überwindende Epithelzellbarriere und trennt ein Donorkompartiment (api-

kal) vom Akzeptorkompartiment (basolateral). Dennoch können die Vaginalphysiologie 

beeinflussende Faktoren wie Erkrankungen, Alter und Umweltfaktoren nicht abgebildet 

werden [58]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine humane Zervixkarzinomzelllinie (CaSki) [59] und 

eine humane Endometriumkarzinomzelllinie (HEC-1-A) [60] verwendet. Beide Zelllinien 

sind zur Charakterisierung der Permeabilität von Wirkstoffen unter Einfluss verschiede-

ner Formulierungen sowie zur Untersuchung der Assoziation mit der Zellschicht etabliert 

[61, 62]. Um die Permeabilität von verschiedenen Formulierungen und Wirkstoffen zu 

vergleichen, kann ein scheinbarer Permeabilitätskoeffizient Papp berechnet werden (Glei-

chung 1) [62]. Hierbei ist Q die gesamte permeierte Wirkstoffmenge zum Zeitpunkt t. Die 

Permeationsoberfläche A und die initiale Wirkstoffkonzentration C gehen in die Glei-

chung mit ein. 

𝑃𝑎𝑝𝑝 =
𝑄

𝐴 ∙ 𝐶 ∙ 𝑡
 (1) 

1.4 Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung  

Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung sind essentieller Bestandteil der Qualitätskon-

trolle und werden von regulatorischen Behörden gefordert. Jedoch gibt es bis heute 

keine einheitliche Methode, die behördlich empfohlen wird, um die Wirkstofffreisetzung 

aus Nanoarzneiformen zu untersuchen. Um eine Korrelationen zwischen der in vitro 

Wirkstofffreisetzung und Parameter der humanen Pharmakokinetik einer Testformulie-

rung zu erhalten, sollten die Testbedingungen so gewählt werden, dass sie die in vivo 

Freisetzungsbedingungen geeignet simulieren. Im Bestfall kann eine mathematische in 

vivo-in vitro-Korrelation (IVIVC) etabliert werden. Alternativ eignet sich die Wirkstofffrei-

setzung zur Untersuchung von kritischen Material- und Formulierungseigenschaften o-

der dazu Prozessparameter zu untersuchen. Demnach können auch verschiedene Her-

stellchargen im Rahmen der Qualitätskontrolle auf diese Weise überprüft werden. Wich-

tige Hinweise zur Auswahl relevanter Testbedingungen für parenterale Produkte wie Do-

xil® liefert ein Dokument der US-FDA mit dem Titel Liposome Drug Products - Chemistry, 

Manufacturing, and Controls; Human Pharmacokinetics and Bioavailability; and Labeling 
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Documentation [63] und ein Reflexionspapier von der Europäischen Arzneimittel-Agen-

tur (EMA) [64]. Hier werden beispielsweise biorelevante Medien mit humanen Plasma 

für Freisetzungs- und Stabilitätstests vorgeschrieben, um Arzneiformen für die parente-

rale Anwendung zu charakterisieren. Die zu untersuchenden Parameter können für Arz-

neiformen mit anderen Anwendungsgebieten angepasst werden. Zusätzlich müssen alle 

Methoden von Nanoarzneimitteln in der Lage sein, die gelöste Wirkstofffraktion von der 

ungelösten, mit dem Träger assoziierten Fraktion zuverlässig zu trennen. Dies geht bei 

klassischen Wirkstofffreisetzungsmethoden wie Filtration oft mit einem Verlust der Sen-

sitivität einher, weshalb verschiedene neue Separationsmethoden Gegenstand aktueller 

Forschung sind. Dazu gehören sample and separate-Verfahren wie Filtration und Zent-

rifugation, Verfahren mittels Dialyse und Online-Messsysteme [65-67]. Eine Experten-

gruppe der USP hat kürzlich eine Übersicht über die verschiedenen Methoden veröffent-

licht und wichtige Hinweise zur Methodenvalidierung zusammengefasst [68].  

1.4.1 Sample and separate-Methoden 

Bei sample and separate-Methoden wird die freie Wirkstofffraktion nach dem Probenzug 

ermittelt und die Trennung von Wirkstoff und Arzneistoffträger erfolgt als Schritt der Pro-

benaufarbeitung. Es können dabei verschiedene Filtrations- oder Zentrifugationsmetho-

den und die Festphasenextraktion zum Einsatz kommen. Die Methoden kommen mit 

wenig präparativen Aufwand aus und können mit Apparaturen aus den Pharmakopöen, 

aber auch mit Gefäßen mit kleineren Volumina für geringere Formulierungsmengen 

kombiniert werden [69]. Da bei den Methoden jedoch oft starke Scherkräfte auf die Arz-

neistoffträger wirken, können sensible Formulierungen wie Mizellen oder Liposomen nur 

bedingt mit sample and separate-Methoden untersucht werden. Zudem muss die Ab-

trennung aufgrund weiterer Wirkstofffreisetzung aus dem Arzneistoffträger zeitnah erfol-

gen. Der Einsatz der richtigen Methode richtet sich nach den Eigenschaften der jeweili-

gen Formulierung. In jedem Fall ist eine zuverlässige und vollständige Abtrennung der 

nano- oder mikroskaligen Arzneiform im Rahmen einer Methodenvalidierung nachzuwei-

sen [67].  

Die Filtration ist die klassische Methode zur Abtrennung von ungelösten Wirk- und Hilfs-

stoffen und wird üblicherweise bei festen Arzneiformen eingesetzt. Im Bereich der nano-

skaligen Arzneiformen eignet sich die Filtration vor allem für orale Nanocrystals. Man 

kann zwischen Spritzenvorsatz- [70, 71] und Zentrifugalfiltern [72] unterscheiden. Die 

Auswahl des richtigen Filtermaterials, der richtigen Porengröße und Filterfläche erfolgt 

in Abhängigkeit der Arzneiformeigenschaften und des Freisetzungsmediums (pH-Wert, 
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Ionenstärke, Viskosität). Die Verstopfung der Filter ist neben der unzureichenden Ab-

trennung des Trägers bzw. forcierten Wirkstofffreisetzung durch Scherkräfte zu beach-

ten. 

Um die Filtrationsleistung zu überprüfen, können Methoden zur Partikelgrößenbestim-

mung des Filtrats wie die nanoparticle tracking analysis (NTA) oder die dynamische 

Lichtstreuung (DLS) eingesetzt werden. Hierbei sollte darauf geachtet werden, dass das 

Dispersionsmittel die Nanokristalle nicht auflöst [68, 71]. Eine ausreichende Filtrations-

leistung ist in der Regel gewährleistet, wenn die Porengröße des Filters kleiner als 90 % 

der Arzneiform ist [68]. Beispielsweise zeigten die von Weng et al. durchgeführten Un-

tersuchungen mit verschiedenen Filterporengrößen, dass Filtergrößen mit 0,45 µm und 

0,2 µm nicht geeignet waren, die untersuchten, circa 100 nm großen Partikel sicher ab-

zutrennen. Darüber hinaus konnte ein starker Burst-Effekt nachgewiesen werden [73]. 

Demgegenüber können unter Einsatz von Zentrifugalfiltern zuverlässigere Ergebnisse 

erzielt werden. Fenofibrat-Nanokristallen konnten mit Zentrifugalfiltern mit einer Poren-

größe von 0,1 µm erfolgreich abgetrennt werden [74]. 

Eine weitere Möglichkeit zur Abtrennung der Arzneistoffträger ist die präparative Ultra-

zentrifugation. Hierbei werden durch sehr große Zentrifugalkräfte über einen langen Zeit-

raum die feinen Partikel im Freisetzungsmedium sedimentiert. In Untersuchungen wurde 

jedoch gezeigt, dass Liposomen im Größenbereich von 100 nm nur schwer abzutrennen 

waren [75]. Die Auswahl der richtigen Parameter richtet sich nach der Dichte und Größe 

der Partikel, sowie den Eigenschaften des Freisetzungsmediums. Durch die sehr lange 

Zentrifugationsdauer wird die präparative Ultrazentrifugation seltener als andere Metho-

den angewendet [67]. Im Vergleich dazu beträgt der Zeitaufwand beim Einsatz von Zent-

rifugalfiltern nur wenige Minuten und die Zentrifugalkräfte sind wesentlich geringer. 

Für sensitive Arzneiformen wie Liposomen kann zur Probenaufbereitung die Festpha-

senextraktion eingesetzt werden, da hierbei im Gegensatz zu den oben vorgestellten 

Methoden keine Scherkräfte auftreten, die einen Einfluss auf die Integrität der Arznei-

form haben [76]. Die Trennung erfolgt bei der Festphasenextraktion durch Affinitätsun-

terschiede des Arzneistoffträgers und des Wirkstoffs mit der stationären Phase. Diese 

Methode eignet sich vor allem zur Auftrennung in komplexen Matrices wie biologischen 

Proben, wobei ein interner Standard genutzt werden muss [77, 78]. Auch beim Einsatz 

dieser Methode muss darauf geachtet werden, dass das Trägermaterial der stationären 

Phase keinen Einfluss auf die Nanopartikel und ihre Stabilität hat [79]. Andernfalls könn-

ten so falsch-erhöhte Konzentrationen der freien Wirkstofffraktion gemessen werden. 

Solche Effekte können durch Auswahl eines geeigneten Materials der stationären Phase 
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sowie durch die passend gewählte Porengröße reduziert werden. Die Festphasenextrak-

tion konnte beispielsweise erfolgreich für Doxorubicin-Liposomen [80] und Solid Lipid 

Nanoparticles mit Cyclosporin A angewendet werden [81]. 

1.4.2 Wirkstofffreisetzung mittels Dialyse 

Im Gegensatz zu den sample and separate-Methoden findet die Trennung des gelösten 

vom am Arzneistoffträger gebundenen Wirkstoff mit Hilfe einer Dialysemembran statt. 

Hierbei handelt es sich um eine semipermeable Membran, die ein Donorkompartiment 

von einem Akzeptorkompartiment trennt, wobei gelöste Moleküle entlang eines Konzent-

rationsgefälles die Membran vom Donor- ins Akzeptorkompartiment durchqueren kön-

nen. Große Moleküle und Kleinstpartikel werden aber zurückgehalten. Die Permeation 

von Molekülen durch die Dialysemembran kann mit dem Fick’schen Diffusionsgesetz 

beschrieben werden (Gleichung 2) [82]. Dabei ändert sich die Konzentration einer Sub-

stanz im Akzeptorkompartiment (Ca) in Abhängigkeit von der Zeit proportional zum Ko-

zentrationsgefälle (ΔC) zwischen Donor- (Cd) und Akzeptorkonzentration. Die Permea-

tion erfolgt schneller, je größer die Oberfläche der Diffusionsschicht beziehungsweise 

Dialysemembran (A) und je kleiner die Dicke der Dialysemembran (δ) ist. Zusätzlich hat 

das Volumen des Akzeptorkompartiments (Va) und die Membranpermeationskonstante 

(kM) einen Einfluss auf die Diffusion. 

Die Membranpermeationskonstante ist abhängig vom diffundierenden Stoff und der 

Temperatur. Einen weiteren Einfluss auf kM hat der molekulare Größenauschluss 

(molecular weight cut off, MWCO) und das Membranmaterial [83]. Die gängigsten Mate-

rialien sind regenerierte Cellulose (RC) und Cellulosederivate wie Celluloseester (CE). 

Der MWCO in Dalton beschreibt diejenige Molekülgröße, die im ermittelten Zeitraum zu 

mindestens 90 % von der Dialysemembran zurückgehalten wird. Diese beträgt bei den 

Dialyseschläuchen von Repligen® (ehemals SpectrumLabs®, Waltham, Massachusetts, 

USA) 17 Stunden [84]. Um eine freie Permeation zu ermöglichen und damit eine maxi-

male kM zu haben, sollte der MWCO einhundertfach größer sein als das Molekularge-

wicht des Arzneistoffs [85]. Gängige MWCO liegen zwischen 1 und 1000 kDa. Zusätzlich 

gewährleistet ein großer Diffusionsgradient eine gute Permeationsrate, was durch ein 

großes Volumen des Akzeptor- und ein kleines Volumen des Donorkompartiments un-

terstützt werden kann [66].  

𝑑𝐶𝑎

𝑑𝑡
= [

𝑘𝑀 ∙ 𝐴

𝛿 ∙ 𝑉𝑎
] ∗ [∆𝐶] (2) 
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Dialysemethoden bieten den Vorteil des einfachen Probenzuges. Zusätzlich werden 

keine starken Scherkräfte auf die Formulierung ausgeübt, wodurch dialysebasierte Ver-

fahren im Vergleich zu Filtrations- und Zentrifugationsverfahren schonender und für sen-

sible Formulierungen wie Liposomen vorzuziehen sind [66]. Bei Methoden mit statischer 

Dialyse können je nach Arzneiform Sedimentationseffekte auftreten. Diese verfälschen 

das Ergebnis, da durch zusätzliche Diffusionsbarrieren die Freisetzung im ungünstigsten 

Fall zum Erliegen kommen kann [65]. Des Weiteren müssen Adsorptionseffekte des 

Wirkstoffs an der Dialysemembran untersucht werden. Die Verwendung von Hilfsstoffen 

wie Fette können die Dialysemembran verstopfen. Zudem können Wirkstofffreisetzun-

gen durch die begrenzte Löslichkeit im kleineren Volumen der Donorkammer verlang-

samt erscheinen. Um diese Effekte zu umgehen, kann die sogenannte reverse Dialyse 

[85] eingesetzt werden, bei der die Kompartimente im Vergleich zur klassischen Dialyse 

mit Dialysesack umgekehrt werden. Der geringere Konzentrationsunterschied kann die 

Dialyse jedoch auch verlangsamen. 

Der Dialysesack ist die häufigste und einfachste dialysebasierte Methode. Hierbei wird 

ein Dialyseschlauch wie bei der Aufreinigung von Proteinen beispielsweise mit Klemmen 

verschlossen. Als Akzeptorkompartiment kann ein simples Becherglas dienen, aber 

auch eine Kopplung mit der Blattrührerapparatur ist möglich. Neben der fehlenden Agi-

tation im Dialysesack ist die nicht vorhandene Standardisierung der Methode ein Prob-

lem, wodurch die Vergleichbarkeit zwischen einzelnen Messungen erschwert wird. So 

ist beispielsweise die Größe und die Befüllung des Dialysesacks nicht einheitlich und 

auch das Einhängen in den Vessel kann variieren. Kommerzielle Dialysekammern wie 

der Float-A-Lyzer® von Repligen® bieten die Möglichkeit, einheitliche Dialysekammern 

zu verwenden, und reduzieren den präparativen Aufwand. Der Float-A-Lyzer® wurde zur 

Untersuchung der Wirkstofffreisetzung von nanoskaligen Formulierungen mit der Blatt-

rührerapparatur (USP Apparatur II) und der Durchflusszelle (USP Apparatur IV) gekop-

pelt. Zum Beispiel konnte so für multivesikuläre Liposomen mit Bupivacain eine dreipha-

sige Freisetzung mit der Blattrührerapparatur ermittelt werden [86]. In einer anderen Un-

tersuchung konnten Formulierungsparameter, die zur Aggregation von Nanokristallen 

führen, ermittelt werden [87].  

Die Dialysekammer kann alternativ auch in die Durchflusszelle der USP Apparatur IV 

eingeklemmt werden. Neben dem Einsatz des Float-A-Lyzers® gab es den sogenannten 

Adapter for Dialysis (A4D), der speziell zum Einbau in die Durchflusszelle von Burgess 

et al. an der Universität von Connecticut entwickelt und von der Sotax AG (Aesch, 

Schweiz) vertrieben wurde [88]. Der Vertrieb des Adapters wurde mittlerweile allerdings 

eingestellt und die Apparatur wurde im Wesentlichen durch den Float-A-Lyzer® ersetzt 
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[67]. Es konnten mit dem Float-A-Lyzer® erfolgreich die Wirkstoffuntersuchung von Lip-

osomen mit Doxorubicin [89] und Amphotericin B [90-92] untersucht werden. Die Frei-

setzung von Amphotericin B aus den Liposomen wurde in Medien mit unterschiedlichen 

Konzentrationen an Albumin charakterisiert. Dies ermöglichte die Untersuchung des Ein-

flusses des Plasmaproteins Albumin auf die Freisetzung und mit Hilfe eines physiologie-

basierten pharmakokinetischen Modells konnte die in vivo Performance der Amphoteri-

cin B-Liposomen für Patienten mit Hypoalbuminurie vorhergesagt werden [93]. 

Um die fehlende Agitation in der Dialysekammer zu umgehen und damit die Ausbildung 

von statischen Diffusionsschichten zu reduzieren, wurde zwischen 2011 und 2013 an 

der Goethe Universität, Frankfurt am Main, der Dispersion Releaser (DR) entwickelt [94]. 

Das System kann mit dem standardisierten Antriebsmotor der USP Apparatur I/II gekop-

pelt werden und wird inzwischen von der Pharma Test Apparatebau AG (Hainburg, 

Deutschland) vertrieben (Abbildung 1). Als Donorkompartiment dient ein standardisierter 

Käfig, über dem ein Dialyseschlauch mit zwei O-Ringen befestigt wird. Der so präparierte 

Käfig wird in den Käfighalter der Apparatur gesteckt und verbleibt während des Experi-

ments an einer exakten Position im Vessel. Ein Rührer im Donorkompartiment (Innen-

rührer) gewährleistet eine stetige Durchmischung der Probe und sorgt zusätzlich für ei-

nen zielgerichteten Druck nach außen ins Akzeptorkompartiment. Dieses wird mit einem 

Außenrührer ebenfalls, in derselben Geschwindigkeit wie das Donorkompartiment, ge-

rührt. Die Kopplung der beiden Rührer erfolgt mit zwei Magneten, sodass beide Kom-

partimente während der Wirkstofffreisetzung stets gleichmäßig durchmischt und Sedi-

mentation oder unbewegte Flüssigkeitsschichten vermieden werden. In einer ersten Va-

lidierungsuntersuchung wurden reproduzierbare Ergebnisse mit geringer Standardab-

weichung im Dispersion Releaser erzielt [82]. Dabei war, im direkten Vergleich mit dem 

Dialysesack, die Membranpermeation einer Flurbiprofen-Lösung im DR unter gleichen 

Bedingungen wesentlich schneller, wodurch Formulierungsunterschiede mit Letzterem 

sensitiver detektiert werden konnten [82]. Inzwischen wurde der DR erfolgreich zur Un-

tersuchung der Wirkstofffreisetzung aus Liposomen [95-97], Nanopartikeln [70, 82, 98] 

und Mikropartikeln [99, 100] eingesetzt. Des Weiteren konnte für viele Anwendungen, 

nach Normalisierung des Permeationsprofils, ein Zusammenhang zwischen der in vitro- 

und in vivo-Freisetzung gefunden werden [8, 70, 95, 96, 98-100]. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich angepassten Konstruktion des 

Pharma Test Dispersion Releasers (PTDR). Abbildung modifiziert nach [101]. 

Unter der Normalisierung des Freisetzungsprofils wird die Berechnung des tatsächlichen 

Freisetzungsprofils des Arzneistoffträgers ohne den Einfluss der Dialysemembran ver-

standen. Während des Freisetzungsexperiments wird der Wirkstoff in der Donorkammer 

freigesetzt (krel). Der freie Wirkstoff muss im Anschluss durch die Dialysemembran in das 

Akzeptorkompartiment permeieren, um dort nach Probenzug quantifiziert werden zu 

können. Hierbei spielt die Membranpermationskonstante kM eine entscheidende Rolle. 

Um die tatsächliche Freisetzung richtig zu interpretieren, muss die Permeation schneller 

erfolgen als die Wirkstofffreisetzung, andernfalls können Übersättigungsphänomene in 

der Donorkammer zu falschen Rückschlüssen führen. Die Prozesse während der Dia-

lyse sind in Abbildung 2 dargestellt.  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Prozesse während einer Freisetzungsuntersuchung in 

dialysebasierten Apparaturen inklusive Verknüpfung mit dem mathematischen 4-step-Modell. 

Grundlage für die mathematische Normalisierung des Freisetzungsprofils ist das 4-step-

Modell von Xie et al [83]. Dabei wird mit Hilfe eines Referenzexperiments (Permeations-

untersuchung einer Wirkstofflösung) zuerst kM ermittelt. Unter Annahme einer konstan-

ten Wirkstoffmenge Q0, die am Anfang des Experiments in die Donorkammer injiziert 

wird, kann die Wirkstoffkonzentration im Donorkompartiment Cd unter Einbezug der Vo-

lumina des Donorkompartiments Vd und Akzeptorkompartiments Va berechnet werden 

(Gleichung 3). 

𝐶𝑑(𝑡) =
[𝑄0 − 𝐶𝑎(𝑡) ∙ 𝑉𝑎]

𝑉𝑑
 (3) 

Wird Cd in Gleichung 2 nun durch Gleichung 3 ersetzt, erhält man Gleichung 4: 

𝑑𝐶𝑎

𝑑𝑡
= [

𝑘𝑀 ∙ 𝐴

𝛿 ∙ 𝑉𝑎
] ∙ [

𝑄0 − 𝐶𝑎(𝑡) ∙ 𝑉𝑎

𝑉𝑑
− 𝐶𝑎(𝑡)] (4) 

Gleichung 4 kann analytisch gelöst werden und man erhält Gleichung 5: 

𝐶𝑎(𝑡) =  [
𝑄0

𝑉𝑎(𝑡) + 𝑉𝑑
] ∙ {1 − 𝑒𝑥𝑝 [

𝐴 ∙ 𝑘𝑀 ∙ (𝑉𝑎 + 𝑉𝑑) ∙ 𝑡

𝛿 ∙ 𝑉𝑎 ∙ 𝑉𝑑
]} (5) 

In geschlossenen Dialyseexperimenten strebt das System zur Konzentration im Equilib-

rium Ceq mit Ceq = Q0 / (Va + Vd). Fasst man die Konstanten im Exponenten von Gleichung 

5 zusammen und führt die totale Membranpermeationskonstante kT ein, kann diese mit 

Gleichung 6 dargestellt werden: 

𝑘𝑇 = [
𝐴 ∙ 𝑘𝑀 ∙ (𝑉𝑎 + 𝑉𝑑)

𝛿 ∙ 𝑉𝑎 ∙ 𝑉𝑑
] (6) 
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Damit kann Gleichung 5 zu Gleichung 7 vereinfacht werden.  

𝐶𝑎(𝑡) = 𝐶𝑒𝑞 ∙ [1 − 𝑒𝑥𝑝(𝑘𝑇 ∙ 𝑡)] (7) 

Die ermittelte Wirkstoffpermeation einer Wirkstofflösung kann dann genutzt werden, um 

mittels nichtlinearer Regression kT zu ermitteln. Die Membranpermeationskonstante kM 

kann anschließend mit Gleichung 6 berechnet werden. Bei der Durchführung des Refe-

renzexperiments sollte auf eine ausreichende Löslichkeit des Wirkstoffs im Volumen der 

Donorkammer geachtet werden, damit die Membranpermeation nicht durch Artefakte in 

der Auflösung verfälscht wird. Das Einhalten der sogenannten sink-Bedingung hat sich 

dabei bewährt, wobei die Konzentration im Donorkompartiment maximal ein Drittel der 

Sättigungslöslichkeit des Wirkstoffs beträgt. Lösungsvermittler wie Cyclodextrine können 

bei schlechtlöslichen Wirkstoffen notwendig sein. 

Nachdem mit Hilfe einer geeigneten Referenzmessung kM ermittelt wurde, kann aus dem 

Permeationsprofil der Formulierung, unter Annahme einer Pseudolinearität zwischen 

den ermittelten Datenpunkten, die Konzentrationszunahme im Akzeptorkompartiment 

mit Gleichung 8 ausgedrückt werden. 

𝑑𝐶𝑎

𝑑𝑡
≈

∆𝐶𝑎

∆𝑡
= [

𝑘𝑀 ∙ 𝐴

𝛿 ∙ 𝑉𝑎
] ∙ [𝐶𝑑(𝑡) − 𝐶𝑎(𝑡)] (8) 

Durch Umstellen von Gleichung 8 erhält man zur Berechnung der freien Wirkstoffkon-

zentration im Donorkompartiment in Abhängigkeit von Ca Gleichung 9: 

𝐶𝑑(𝑡) = (
∆𝐶𝑎

∆𝑡
) ∙ [

𝛿 ∙ 𝑉𝑎

𝑘𝑀 ∙ 𝐴
] + 𝐶𝑎(𝑡) (9) 

Im letzten Schritt kann die totale Wirkstoffkonzentration Qt aus den Konzentrationen im 

Donor- und Akzeptorkompartiment und damit das normalisierte Freisetzungsprofil ermit-

telt werden (Gleichung 10). 

𝑄𝑡(𝑡) = 𝐶𝑑(𝑡) ∙ 𝑉𝑑 + 𝐶𝑎(𝑡) ∙ 𝑉𝑎 (10) 

Zur weiteren Auswertung der Wirkstofffreisetzung kann das normalisierte Profil mit Hilfe 

von Modellen weiter beschrieben werden. Damit können wiederum Profile unter Zuhilfe-

nahme modellspezifischer Parameter verglichen oder in silico Modelle zur Berechnung 

der Pharmakokinetik eingesetzt werden. Dafür eignet sich beispielsweise das reciprocal 

powered time-Modell, das die Freisetzung aus nanoskaligen Arzneistoffträgern aus einer 

Kombination von Diffusions- und Auflösungsprozessen beschreibt [102]. 
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1.5 Die verwendeten Modellarzneistoffe 

1.5.1 Diclofenac 

Diclofenac (Abbildung 3) ist ein häufig verwendetes, nichtsteroidales Antiphlogistikum. 

Der Wirkstoff ist eine schwache Säure mit einem pKs-Wert von 3,80 [103]. Damit zeigt 

Diclofenac eine pH-Wert-abhängige Löslichkeit im Bereich des Magen-Darm-Traktes, 

die mit steigendem pH-Wert zunimmt [103]. Durch die Hemmung der Cyclooxygenase 

(COX), mit einer Präferenz für die Isoform COX-2, wirkt Diclofenac analgetisch, antipy-

retisch und antiphlogistisch. Diclofenac wird im Darm sehr gut resorbiert und zeigt eine 

hohe Plasmaproteinbindung von 99 %, vorwiegend an Albumin [104-106]. Aufgrund sei-

ner Pharmakodynamik ist es bei leichten bis mittleren Schmerzen und Entzündungen, 

wie auch bei Zerrungen, Prellungen und rheumatoider Arthritis indiziert. Typische Ne-

benwirkungen sind gastrointestinale Störungen (zum Beispiel Übelkeit, Erbrechen, Ul-

zerationen) und lokale Hautreaktionen. Im Markt sind neben Film-, Trink- und Retardtab-

letten auch topische Formulierungen wie Gele, Sprays und Schmerzpflaster sowie Sup-

positorien zu finden. Verschiedene zugelassene halbfeste Formulierungen eigenen sich 

zur Untersuchung des Einflusses von Hilfsstoffen aufgrund ihrer Standardisierung be-

sonders, um eine Methode hinsichtlich ihres Potentials zur Detektion von Formulierungs-

unterschieden zu bewerten. In verfügbaren Fertigarzneimitteln liegt Diclofenac als Salz 

vor, wobei das Natrium-Salz das häufigste ist. Aber auch Kalium- und Diethylamin-Salze 

können verwendet werden [103]. Die Salze unterscheiden sich in ihren Löslichkeits- und 

Permeationseigenschaften, weshalb beispielsweise in Voltaren® Emulgel (GlaxoSmit-

hKline Consumer Healthcare GmbH & Co. KG, München, Deutschland) das Diethylamin-

Salz aufgrund der besseren Penetrationseigenschaften verwendet wird. 

1.5.2 Hydrocortison 

Hydrocortison (Abbildung 3) gehört zur Gruppe der Glucocorticoide und entspricht dem 

physiologischen Cortisol. Glucocorticoide entfalten ihre Wirkung über intrazelluläre Re-

zeptoren, die Einfluss auf die Transkription von Genen haben. Sie beeinflussen den Koh-

lenhydrat-, Fett- und Eiweißstoffwechsel und halten die Homöostase aufrecht. Thera-

peutisch wird Cortisol vor allem zur Substitution bei Nebennierenrindeninsuffizienz ein-

gesetzt. Aber auch seine antiphlogistische, antiallergische und immunsuppressive Wir-

kung wird genutzt. Eine systemische oder topische Therapie mit Hydrocortison kann zur 

Behandlung von Hauterkrankungen, rheumatischen Beschwerden, allergischen Reakti-

onen, Lungenerkrankungen und chronisch entzündlichen Darmerkrankungen erfolgen. 
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Die vaginale Anwendung von Hydrocortison ist beispielsweise bei vulvovaginalem Li-

chen planus oder zur Reduktion perinealer Schmerzen nach der Geburt in klinischen 

Studien untersucht worden [107, 108]. 

Hydrocortison zeigt eine schlechte Wasserlöslichkeit und eine gute Darmresorption 

[109]. Demgegenüber ist die Resorption von Hydrocortison in der Vagina nicht gut er-

fasst. Allerdings konnte in Tierstudien eine hohe systemische Hydrocortison-Exposition 

nach vaginaler Anwendung festgestellt werden [110]. Hydrocortison lässt sich leicht in 

Liposomen verkapseln und kann deshalb gut als Modellsubstanz für die Entwicklung ei-

nes topischen Arzneistoffträgersystems verwendet werden, um die kritischen Formulie-

rungsparameter zu erfassen. 

 

Abbildung 3:Strukturformeln von Diclofenac [111] und Hydrocortison [112]. 
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2 Ziele der vorliegenden Forschungsarbeit 

In den letzten Jahrzehnten haben Nanoarzneimittel immer mehr an Bedeutung gewon-

nen. Dies ist insbesondere auch in der Zunahme der Zulassungsanträge, die Nanoarz-

neimittel enthalten, zu erkennen. Infolgedessen kamen in den letzten Jahren Wirkstoffe 

auf den Markt, die an Arzneistoffträger wie Liposomen gebunden sind (Tabelle 1). Neben 

der Wirksamkeit und Unbedenklichkeit der neuen Arzneimittel, muss für die Zulassung 

auch die Qualität gewährleistet sein. Dabei spielen verschiedene Eigenschaften der Na-

noarzneimittel eine wichtige Rolle, die im Rahmen der Qualitätskontrolle überwacht wer-

den müssen. Neben der Partikelgröße und der Partikelgrößenverteilung, der Oberflä-

chenladung und Hydrophilie des Arzneiträgersystems, spielt die (Rest-)Kristallinität des 

Wirkstoffs und die Wirkstofffreisetzung eine wesentliche Rolle für die erfolgreiche in vivo 

Performance von Nanoarzneimitteln. Zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus kol-

loidalen Arzneistoffträgern wie Liposomen, Nanopartikeln oder Mizellen gibt es bis heute 

keine Standardmethode. In der Wissenschaft und der pharmazeutischen Industrie wer-

den verschiedene Wirkstofffreisetzungsmethoden verwendet, um die Konzentration des 

freien Wirkstoffs zu ermitteln. Dabei ist die Wahl der Separationsmethode auf die Eigen-

schaften der verschiedenen Arzneistoffträger abzustimmen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde eine dialysebasierte Apparatur, der Dispersion Relea-

ser (DR), verwendet. Sie kann direkt in die Apparaturen I/II der Arzneibücher der Euro-

päischen Union (Ph. Eur.) und der Vereinigten Staaten (USP) eingesetzt werden. Die 

Entwicklung und Patentierung eines funktionsfähigen Prototyps erfolgte an der Goethe 

Universität und wurde im Rahmen dieser Arbeit gemeinsam mit der Pharma Test Appa-

ratebau AG (Hainburg, Deutschland) weiterentwickelt zu einer kommerziell erwerbbaren 

Apparatur (Pharma Test Dispersion Releaser, PTDR) weiterentwickelt. Darunter fällt die 

Rekonstruktion des Prototyps unter Einbezug der Anforderungen der pharmazeutischen 

Industrie, sowie die Erleichterung der Anwendung für den Anwender. Die finale Appara-

tur wurde zuletzt einer ausgiebigen Validierung unterzogen. Neben Untersuchungen zur 

Hydrodynamik und dem Einfluss der Umdrehungszahl auf die Membranpermeationsrate 

kM wurde eine Methode mit Goldpartikeln zur Bestimmung der Dichtigkeit des Systems 

entwickelt. Der Einfluss von Proteinen im Freisetzungsmedium auf die Permeation 

wurde ebenfalls untersucht. Diclofenac diente dabei als Modellarzneistoff für die Validie-

rungsuntersuchungen. Der DR wurde ursprünglich zur Untersuchung von parenteralen 

Nanoformulierungen entwickelt. Die Wirkstofffreisetzungsuntersuchung von halbfesten 

Zubereitungen ist noch nicht erfolgt und soll im Rahmen dieser Forschungsarbeit für 

zwei verschiedene Diclofenac-Gele unter verschiedenen Bedingungen evaluiert werden. 
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Des Weiteren wurde Hydrocortison als Modellsubstanz in vier verschiedene Proliposo-

men zur vaginalen Anwendung formuliert und das nach Rekonstitution entstandene lip-

osomale Gel untersucht. Die Wirkstofffreisetzung des Hydrocortisons, sowie die Perme-

abilität über eine Zellmonoschicht wurde vergleichend untersucht und die verschiedenen 

Formulierungen bewertet. Eine kommerziell erhältliche Hydrcortison-Creme wurde als 

Referenz verwendet. 

Die eingesetzte Dialysemembran hat einen Einfluss auf die Rate, mit der Wirkstoffe im 

Akzeptorkompartiment gemessen werden. Dabei ist eine langsamere Freisetzungsrate 

im Vergleich zur Membranpermeationrate entscheidend für eine gute Auswertung. Eine 

Auswertung ist mit dem vorgestellten 4-step-Modell möglich, aber es fehlt an einer Stan-

dardisierung, die im Rahmen der Validierung des kommerziellen PTDR etabliert und die 

Auswertung in einem mathematischen Modell in Stella Architect® (iseesystems, Le-

banon, New Hempshire, USA) eingebettet wurde. Zusätzlich sollte ein webbasiertes In-

terface mit Stella Architect® erstellt werden.  
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Anpassung der Konstruktion des Dispersion 

Releasers 

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit ist die an den Anforderungen der pharmazeuti-

schen Industrie ausgerichtete Weiterentwicklung des DRs. Dabei sollte ergänzend die 

Anwenderfreundlichkeit verbessert werden. Der vorliegende Prototyp der Goethe Uni-

versität besteht aus sehr vielen Einzelteilen und ist spezifisch für Freisetzungsapparatu-

ren der Firma ERWEKA GmbH (Langen, Deutschland) mit einem keiner offiziellen Norm 

entsprechenden Minivessel entwickelt worden. Dadurch sind Freisetzungstests mit dem 

DR - neben extensiven Schulungen der Anwender - zum einen mit einem erheblichen 

Zeitaufwand beim Zusammenbauen, Abbauen und Reinigen der verschiedenen Einzel-

teile verbunden. Zum anderen ist der Prototyp weder mit arzneibuchkonformen Vessel 

noch mit automatisierten Probenzugsystemen kompatibel. Eine weitere Schwäche des 

Prototyps ist das versehentliche Entkoppeln des Käfigs oder des Rührers von der Frei-

setzungsapparatur während eines laufenden Experiments, das die Untersuchung ungül-

tig macht. Bei der Rekonstruktion sind deshalb folgende Ziele festgesetzt worden: 

- Reduktion der Anzahl an Bauteilen für den Anwender  

- Schnelles Einstecken der Dialysekammer in den Käfighalter statt Einsetzen und 

Festziehen einer kleinen Schraube 

- Schnelles Einhängen in die Freisetzungsapparatur durch eine simple Kupplung 

statt Einschrauben  

- Verschluss der Probeninjektionsöffnung mit einem Metallstift von außen statt 

mit Pinzette durch die Probenzugöffnung  

- Anpassung des Prototyps an arzneibuchkonforme Vessel statt Sonderfertigung  

- Anpassungen sollen ohne Minimierung der Membranpermeationskonstante kM 

erfolgen 

Gemeinsam mit dem Kooperationspartner Pharma Test Apparatebau AG (Hainburg, 

Deutschland) wurden verschiedene Konstruktionen einem Belastungstest unterzogen. 

Dabei wurden die Freisetzungsapparatur für sieben Tage bei 150 UPM betrieben mit 

den verschiedenen Konstruktionsänderungen betrieben und das Ergebnis verglichen. 

Es wurden unterschiedliche Varianten zur Kopplung des PTDRs mit der Freisetzungs-

apparatur, Kugellager und Edelstahlqualitäten getestet. Dabei erwiesen sich die Bajo-

nett-Kupplung für die Kopplung mit dem Freisetzungstester und das offene Kugellager 
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als am robustesten und wurden für die Rekonstruktion ausgewählt, wodurch eine stabile 

Apparatur erhalten wurde. Feine Partikel traten bei längerer Anwendung allerdings wei-

terhin auf, die durch weitere Anpassungen, insbesondere durch die Auswahl der Dich-

tungen um das Kugellager, minimiert wurden. Die Auswahl des richtigen Edelstahls, so-

wie eines wasserdichten Verschlusses an den Neodym-Magneten im Innenrührer löste 

die Probleme von Rost im Donorkäfig (Abbildung 4a). Ein sehr präziser Zusammenbau 

der Einzelteile ist notwendig, damit kein reibender Kontakt zwischen verschiedenen Kon-

struktionsteilen entsteht. Dies wurde zum Beispiel zwischen dem Innenrührer und dem 

Käfighalter beobachtet (Abbildung 4b). Der Durchmesser des Käfighalters und die Ein-

kerbungen im Käfig müssen genau ausgemessen sein, um die O-Ringe am richtigen 

Platz zu halten. Andernfalls kann der Käfig nicht ordnungsgemäß in den Käfighalter ein-

gesetzt werden und Verletzungen der Membran sind die Folge (Abbildung 4c).  

Die vor der Rekonstruktion festgesetzten Ziele konnten erreicht und die Arbeitszeit zum 

Vorbereiten des PTDRs reduziert werden. Das Einführen der Probe in das Donorkom-

partiment und der Probenzug während des laufenden Experimentes daraus wurden op-

timiert und können fortan durch eine weitere Öffnung unabhängig vom Probenzug aus 

dem Akzeptorkompartment erfolgen. Dies war beim Prototypen der Goethe Universität 

nicht möglich. Die Öffnung des Probenzugs für das Akzeptorkompartiment wurde eben-

falls angepasst. Der Probenzug beim PTDR kann nun entweder manuell mit einer Mik-

ropipette oder über ein automatisiertes System erfolgen. Der Prototyp der Goethe Uni-

versität war auf einen manuellen Probenzug beschränkt. Die Verknüpfung mit einem 

automatisierten Probenzugsystem konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolg-

reich innerhalb des Projektes Dispersify gezeigt werden. Die nun durch den Umbau mög-

liche Kombination des PTDRs mit verschiedenen arzneibuchkonformen Vessel ermög-

licht eine internationale Vergleichbarkeit der Freisetzungsuntersuchungen.  
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Abbildung 4: Probleme, die bei den ersten Prototypen der Rekonstruktion des PTDRs während des Stresstests auf-

traten: Rost im Donorkompartiment (a), nicht exakte Ausrichtung des Käfighalters zum Innenrührer (b),Verletzung der 

Membran und Deformation des oberen O-Rings (c). 

Während der Anpassung der Konstruktion an die Anforderungen der pharmazeutischen 

Industrie, wurde festgestellt, dass einige der Dialyseschläuche einen für das DR-System 

zu geringen Innendurchmesser aufwiesen. Auf Anfrage beim Membranhersteller Repli-

gen® wurden nicht frei zugängliche Spezifikationen zur Verfügung gestellt. Prozessbe-

dingte Fertigungsunterschiede führen chargenabhängig zu einer Abweichung im Memb-

ranschlauchdurchmesser von 17,2 mm bis 20,4 mm. Der nominelle Durchmesser wird 

jedoch im Produktkatalog mit 20 mm angegeben. Da der Käfigdurchmesser 19,2 mm 

beträgt, soll daher im Zuge der laufenden Rekonstruktion eine Anpassung des Kä-

figdurchmessers erfolgen, um Kompatibilität mit möglichst vielen im Markt befindlichen 

Membrantypen sicherzustellen.  

Der angepasste Käfigdurchmesser wird bei der finalen Konstruktion 17,0 mm betragen, 

wobei die Länge des Käfigs angepasst wurde, um dasselbe Probenvolumen applizieren 

zu können. Die dadurch entstandenen Veränderungen am Innenrührer, Außenrührer 

und der Käfighalterung sowie die entsprechend geänderte Positionierung der Probenöff-

nungen des Akzeptor- und Donorkompartiments wurden in neuen Konstruktionsteilskiz-

zen angepasst und der Pharma Test Apparatebau AG zur Verfügung gestellt.  

Im Anschluss fertigte die Pharma Test Apparatebau AG die entsprechenden Konstrukti-

onsteile für die finale Version des PTDRs. Durch die Änderung des Käfigdurchmessers 
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musste auch der obere O-Ring angepasst werden. Schließlich mussten zwei unter-

schiedliche O-Ringe für die beiden Membranmaterialien trotz umfassender Testung ver-

schiedener Größen und Dicken von O-Ringen eingesetzt werden, weil die verschiede-

nen Membranmaterialien unterschiedlich dick sind und ein unterschiedlich großer Falz 

beim Beziehen des Käfigs entsteht. Letzteres beruht auf dem angepassten Käfigdurch-

messer und der großen Streuung des Membrandurchmessers. Um den Käfig ohne Ver-

letzen der Membran in die Halterung einbringen zu können, wird die dickere Dialyse-

membran aus CE mit einem dünneren O-Ring verschlossen. Im Gegensatz dazu wird 

für dünnere Membranen aus RC ein dickerer O-Ring benötigt, damit der Käfig nicht aus 

der Halterung fällt. Dies ist ein Manko, das im Zug der Weiterentwicklung außerhalb der 

vorliegenden Arbeit behoben werden kann. 

Um zu überprüfen, ob eine Verlangsamung der Membranpermeation durch die geänder-

ten Käfigdimensionen der finalen Konstruktion stattfand, wurde eine Flurbiprofen-Wirk-

stofflösung unter typischen Bedingungen dialysiert [82]. Die Membranpermeations-

konstante kM in dieser Version betrug 2,98 ± 0,12 x 10-3cm²/h im Vergleich zu 

2,14 ± 0,06 x 10-3 cm²/h im Prototypen der Goethe Universität. Die Konstante ist im 

neuen System größer als im Alten, was einer schnelleren Permeation des Flurbiprofens 

durch die Dialysemembran entsprach. Die Konstruktion wurde somit nicht nur hinsicht-

lich der Nutzerfreundlichkeit, sondern auch hinsichtlich der Dialysegeschwindigkeit (als 

Maß für die Messsensitivität) verbessert. Einzig die Nutzung der O-Ringe, unabhängig 

von der verwendeten Membran, sollte bei zukünftigen Anpassungen der Apparatur wei-

ter optimiert werden. 

Damit die Fertigung jedes weiteren DRs identisch ist, wurden folgende Größen als kri-

tisch festgelegt und die erlaubten Abweichungen sehr eng spezifiziert: 

- Länge und Durchmesser des Donorkäfigs 

- Länge und Durchmesser des Käfighalters 

- Dimensionen der Einkerbung im Donorkäfig für die O-Ringe 

- Gewährleistung des orthogonalen Einbaus des Schafts zum Kugellager, um Pen-

deln / Ausschlagen um die eigentliche Soll-Achse der Schäfte zu minimieren 

Die Kontrolle dieser gerätespezifischen Größen dient der Vergleichbarkeit zwischen je-

dem PTDR. Zusätzlich wird damit sichergestellt, dass das Käfigvolumen und die Ober-

fläche konstant und vergleichbar bleiben. Das Einstecken des Donorkäfigs in den Käfig-

halter ist weiterhin mit jeder Membranart und Dicke möglich. Allerdings können kleine 

Veränderungen des Durchmessers oder der Tiefe der Einkerbung für die O-Ringe zu 

Schwierigkeiten (Abbildung 4c) führen. Außerdem sollte das Ausschlagen um die eigene 
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Achse des Innenrührers wie bei der Qualifizierung von Freisetzungsapparaturen über-

prüft werden, damit er weder den Käfighalter noch die Streben des Donorkompartiments 

berührt. 

3.2 Validierung der aktualisierten Konstruktion des 

Dispersion Releasers 

Nach der erfolgreichen Anpassung des PTDRs an die Anforderungen der pharmazeuti-

schen Industrie wurde im Folgenden überprüft, ob das Gerät korrekt funktioniert. Dabei 

wurden verschiedene Versuche durchgeführt, die die Funktion und Leistung des Gerätes 

dokumentieren sollten. Dabei wurde der Fokus vor allem auf die Dialysemembran gelegt, 

die für die Trennung der verschiedenen Fraktionen des Arzneistoffes (frei im Medium 

gelöst, gebunden am Arzneistoffträger oder proteingebunden) verantwortlich ist. Des 

Weiteren wurde der Einfluss der Umdrehungsgeschwindigkeit auf die Membranpermea-

tion und die Homogenität des Außenkompartiments überprüft. Der Einfluss verschiede-

ner Hilfsstoffe wie Proteine und Löslichkeitsvermittler auf die Membran und Membran-

permeation wurde untersucht.  

3.2.1 Funktionsqualifizierung des Dispersion Releasers 

3.2.1.1 Überprüfung der Dichtigkeit des Dispersion 

Releasers 

Die einwandfreie Integrität der Dialysemembran ist eine wesentliche Voraussetzung für 

den ordnungsgemäßen Betrieb des PTDRs. Bei der klassischen Verwendung der Dialy-

semembranen zur Aufreinigung von verschiedenen Proteinfraktionen oder zum Austau-

schen der Puffersalze werden in der Regel speziell angefertigte Klammern eingesetzt, 

die den optimalen Verschluss des Dialyseschlauchs gewährleisten. Beim PTDR werden 

O-Ringe anstelle von Klammern verwendet, um den Dialyseschlauch zu verschließen 

und damit die beiden Kompartimente voneinander zu trennen. Durch die konstruktions-

bedingte Verkleinerung des Donorkompartiments, die der breiten Variation des Durch-

messers der Dialysemembran entgegenwirkt, kann sich bei größeren Durchmessern des 

Dialyseschlauchs ein Falz bilden. In diesem Fall gilt es besonders sicherzustellen, dass 

keine Fraktion des am Arzneistoffträger gebundenen Wirkstoffs durch den Falz oder 

durch unzureichenden Verschluss der Membran in das Akzeptorkompartiment gelangt. 
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Dies kann zu falschen Rückschlüssen auf die Wirkstofffreisetzungsrate aus dem Arz-

neistoffträger führen.  

Die Anforderungen an ein geeignetes Partikelsystem als Standard zur Bestimmung der 

Dichtigkeit des PTDRs waren eine monodisperse Größenverteilung, eine ausreichende 

Stabilität bei 37 °C und dass gegebenenfalls verwendete Fluoreszenz-Farbstoffe nicht 

aus dem Trägersystem austreten durften. Gold-Nanopartikel erschienen dabei das ge-

eignete Partikelsystem zu sein, da sie ohne Tenside und Stabilisatoren bei 37 °C aus-

reichend stabil sind und in den geforderten Partikeldurchmessern präzise synthetisiert 

werden können. Zusätzlich absorbieren sie in Abhängigkeit ihrer Größe Licht und kön-

nen neben DLS mittels UV/Vis-Spektroskopie untersucht werden. Der vorliegende Ver-

such wurde mit drei Testvessel, sowie je eine Positiv- und Negativkontrolle durchgeführt. 

Bei der Negativkontrolle wurde das Hintergrundrauschen für die DLS-Messung ermittelt. 

Die Positivkontrolle wies im Vergleich zu den Testvessel von Beginn des Versuches an 

eine Inzision in der Membran auf, wodurch zu allen Probenzeitpunkten ein typisches 

UV/Vis-Absorptionsspektrum beobachtet wurde (Abbildung 5e). Dies konnte in den Mes-

sungen mittels DLS bestätigten werden (Abbildung 5f). Im Vergleich dazu war die Nega-

tivkontrolle ohne Befund und auch in der DLS wurden keine Partikel festgestellt 

(< 1000 kcps). Innerhalb von 24 h Untersuchungszeit wurde bei den Testvessel weder 

ein Absorptionsmaximum bei 534 nm noch eine signifikante Partikelanzahl (mittlere ab-

geleitete Zählrate als Surrogat) festgestellt (Abbildung 5a) [113, 114]. Erst nach Inzision 

der Membran, um eine Verletzung zu simulieren, wurden die Goldpartikel im Akzeptor-

kompartiment nachgewiesen (Abbildung 5, b-d). Damit wurde die Gewährleistung einer 

Trennung zwischen den beiden Kompartimenten über eine Dialysemembran für Partikel 

bis 50 nm für 24 h nachgewiesen. 

Alternativ kann die Abwesenheit von Partikeln im Akzeptorkompartiment für jedes Parti-

kelsystem durch Vermessungen von Proben am Ende des Freisetzungsversuches mit-

tels DLS oder NTA ermittelt werden, sollte die Versuchsdauer 24 h überschreiten. Dies 

ist jedoch mit erheblichem Zeit- und Validierungsaufwand verbunden. Zusätzlich kann 

eine erfolgreiche Vermessung mittels DLS durch komplexe Medien mit Tensiden oder 

Proteinen erschwert sein. 
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Abbildung 5: Überprüfung der Membranintegrität mit 50 nm Gold-Nanopartikeln (λmax = 535 nm). Die Proben aus dem 

Akzeptorkompartiment wurden mit UV/Vis-Spektroskopie im Bereich von 300-700 nm analysiert. Die Negativkontrolle 

wurde ohne Zugabe von Gold-Nanopartikeln gemessen (a), während bei der Positivkontrolle die Dialysemembran vor 

Beginn des Experiments eingeschnitten wurde (e). Bei allen anderen Proben (b-d) wurden die Gold-Nanopartikel in 

das Donorkompartiment gegeben. Nach 24 h wurde die Membran punktiert (Schnitt, schwarze Kurve b-d). Zusätzlich 

wurden DLS-Messungen durchgeführt (f). Auch hier wurde erst nach dem Einschnitt ein Signal (> 1000 kcps) erhalten. 

Die Abbildung wurde modifiziert nach [101]. 

300 400 500 600 700

0.00

0.01

0.02

300 400 500 600 700

0.00

0.01

0.02

300 400 500 600 700

0.00

0.01

0.02

300 400 500 600 700

0.00

0.01

0.02

300 400 500 600 700

0.00

0.01

0.02

A
b

s
o

rp
ti

o
n

Wellenlänge [nm]

 1 h  2 h

 4 h  8 h

 24 h  24 h - Schnitt

VESSEL 2

POSITIVKONTROLLE

VESSEL 1

VESSEL 3

DLS-MESSUNG

(a)

(c)

(e) (f)

(d)

(b)

A
b

s
o

rp
ti

o
n

Wellenlänge [nm]

 1 h  2 h

 4 h  8 h

 24 h  24 h - Schnitt
A

b
s

o
rp

ti
o

n

Wellenlänge [nm]

 1 h  2 h

 4 h  8 h

 24 h  24 h - Schnitt
A

b
s

o
rp

ti
o

n

Wellenlänge [nm]

 1 h  2 h

 4 h  8 h

 24 h  24 h - Schnitt

A
b

s
o

rp
ti

o
n

Wellenlänge [nm]

 1 h  2 h

 4 h  8 h

 24 h  24 h - Schnitt

1 h 2 h 4 h 8 h 24 h 24-Schnitt
0

1000

2000

3000

4000

m
it

tl
e

re
 a

b
g

e
le

it
e

te
 Z

ä
h

lr
a

te
 [

k
c

p
s

]

Zeitpunkt

 Negativkontrolle  Vessel 1

 Vessel 2  Vessel 3

 Positivkontrolle

NEGATIVKONTROLLE



Ergebnisse und Diskussion | 29 

 

3.2.1.2 Überprüfung der Retention von Makromolekülen im 

Dispersion Releaser 

Albumin ist das meistvertretene Protein im Blut und spielt beim Transport von hydropho-

ben Molekülen eine wichtige Rolle. Zusätzlich bindet es an Arzneistoffträgersystemen 

und kann deren Freisetzung beeinflussen. Das Retentionsverhalten des Albumins in der 

Dialyse ermöglicht daher Aufschluss über die Dichtigkeit der Dialysemembran und kann 

genutzt werden, um Einflüsse auf die Wirkstofffreisetzung zu untersuchen. Im Falle der 

eingesetzten 50 kDa Dialysemembran aus RC hat der Hersteller als Spezifikation fest-

gelegt, dass maximal 10 % des Albumins nach 17 h die Dialysemembran passieren [82].  

Eine Lösung von bovinem Serumalbumin (BSA) wurde in das Donorkompartiment inji-

ziert und die permeierte Menge im Akzeptorkompartiment über einen Zeitraum von 24 h 

ermittelt. Diese wurde einerseits mit Größenauschlusschromatographie (SEC, size 

exclusion chromatography) und andererseits mit einer UV/Vis-Sonde, die eine kontinu-

ierliche Messung ermöglichte, quantifiziert (Abbildung 6). Während der ersten 6 h wurde 

weder über die SEC noch über die Sonde BSA im Akzeptorkompartiment detektiert. Die 

Messung mit der UV/Vis-Sonde zeigte erst nach 8 h eine Überschreibung der Konzent-

rationsgrenze zur Quantifizierung. Danach stieg die BSA-Konzentration kontinuierlich 

an. Bei der vom Hersteller festgelegten Zeit von 17 h wurde im Schnitt 10 ± 8 % BSA 

chromatographisch ermittelt. Die Messung mit der Sonde bestätigte dieses Ergebnis. 

Damit wurde die Spezifikation vom Hersteller überschritten. Dies liegt daran, dass die 

Dialyse im Regelfall bei Raumtemperatur (25 °C) unter moderatem Rühren des Akzep-

torkompartiments stattfindet. Die Experimente im PTDR wurden bei Körpertemperatur 

(37 °C) und unter Rühren des Donorkompartiments durchgeführt, was zur beschleunig-

ten Permeation des BSA führte. Zusätzlich zeigte die Permeation von BSA eine breite 

Streuung, weshalb die Verwendung des Proteins zur Dichtigkeitsbestimmung nicht ge-

eignet war.  

Bei der Untersuchung der freien Wirkstofffraktion unter Einfluss von Albumin sollte der 

Versuch nach spätestens 15 h beendet sein, da ab diesem Zeitpunkt BSA in das Akzep-

torkompartiment übergeht. Jedoch ist auch bei einer vorzeitigen Permeation des BSAs 

unter Berücksichtigung des Verhältnisses zwischen BSA und Wirkstoff von keinem rele-

vanten Fehler bei der Bestimmung auszugehen. Trotzdem sollten kinetische Untersu-

chungen mit Albumin kurz (am besten maximal 8 h) oder unter Verwendung eines klei-

neren MWCO wie 30 kDa durchgeführt werden, um den analytischen Fehler gering zu 

halten. 
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Abbildung 6: Kumulative Permeation von bovinem Serumalbumin (BSA) bei 37 °C, 50 UPM und einer 50 kDa Dialy-

semembran aus regenerierter Cellulose. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einer SEC-HPLC-Methode 

(schwarze Quadrate, Mittelwert ± SD, n = 3) und einer in situ-UV/Vis-Sonde (blaue Linien). Die graue Horizontale stellt 

das Quantifizierungslimit für die UV/Vis-Sonde dar. Abbildung modifiziert nach [101]. 

3.2.1.3 Überprüfung der Hydrodynamik im Akzeptor-

kompartiment 

Vorrausetzung für die zuverlässige Quantifizierung der Wirkstoffkonzentration im Akzep-

torkompartiment ist eine gleichmäßige, schnelle Verteilung des Wirkstoffs im Vessel 

während des Freisetzungsexperiments. Zusätzlich bleibt der Konzentrationsgradient als 

treibende Kraft der Permeation bei einer schnellen und gleichmäßigen Verteilung hoch, 

wodurch eine rapide und konstante Permeationsrate erreicht wird.  

Da die Drehbewegung des äußeren Rührers nur indirekt über Magnete vom Rührer im 

Donorkompartiment übertragen wird, wurde die gleichmäßige Verteilung des Wirkstoffs 

mit einer farbigen Lösung nachgestellt und überprüft. Dazu wurde eine Messsonde im 

Akzeptorkompartiment eingebracht, die die Absorption im Wellenlängenbereich des ein-

gebrachten Farbstoffs kontinuierlich misst. Die Umdrehungszahl wurde im Bereich von 

0 bis 100 UPM variiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. Bei den Umdre-

hungsgeschwindigkeiten von 50 und 100 UPM wurde ein Plateau der Absorption inner-

halb weniger Sekunden erreicht, was für eine schnelle Verteilung der farbigen Lösung 

spricht. Im Gegensatz dazu konnten bei 25 UPM Schwankungen der Absorption festge-

stellt werden, die erst nach einer Minute in ein Plateau übergingen. Blieb das Rühren 
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aus, konnte keine konstante Absorption innerhalb von 15 min festgestellt werden und 

die Verteilung des farbigen Wirkstoffs im Akzeptorkompartment blieb inhomogen. Dar-

aus ließ sich schließen, dass das Rühren wichtig ist, um eine gleichmäßige Verteilung 

für eine repräsentative Stichprobe aus dem Vessel zu erhalten. Dies wird bei Umdre-

hungsgeschwindigkeiten zwischen 50 und 100 UPM stets gewährleistet. Auch eine 

Drehzahl von 25 UPM kann eingestellt werden, da Probenzüge in der Regel in Abstän-

den von mehr als 5 min stattfinden und in dieser Zeit eine homogene Verteilung gewähr-

leistet ist. 

 

Abbildung 7: Messungen im Akzeptorkompartiment mit einer in situ UV/Vis-Sonde bei 283 nm bei unterschiedlichen 

Rührgeschwindigkeiten. Der Pfeil markiert die Zugabe einer farbigen Lösung in das Akzeptorkompartiment. Abbildung 

modifiziert nach [101]. 

3.2.1.4 Einfluss der Drehzahl auf die 

Membranpermeationsrate 

Das Rühren des Donorkompartments ist eine einzigartige Funktion des PTDRs, die sich 

von konventionellen Dialysemethoden wie dem Dialysesack unterscheidet. Fehlendes 

Rühren kann im Dialysesack zu Aufschwimmen, Sedimentation oder Agglomeration des 

nanodispersen Systems führen und ist ein typischer Nachteil konventioneller Systeme 

[67, 82]. In der Regel spiegelt die Umdrehungsgeschwindigkeit nicht die physiologische 

Hydrodynamik am Ort der Administration wieder, jedoch werden die zuvor bereits be-

schriebenen Effekte vermieden und die Reproduzierbarkeit der Messung ist gewährleis-

tet. Zusätzlich wird die Membranpermeation durch das Rühren erhöht und vom Beginn 

0 5 10 15

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

A
b

s
o

rp
ti

o
n

Zeit [min]

 0 UPM

 25 UPM

 50 UPM

 100 UPM



Ergebnisse und Diskussion | 32 

 

des Experiments an konstant gehalten. Dies führt zu sensitiveren Messungen der ver-

schiedenen kinetischen Prozesse im PTDR und ermöglicht die mathematische Berech-

nung der Freisetzung von Wirkstoffen aus verschiedenen Arzneistoffträgern unter An-

nahme einer konstanten Membranpermeation [5, 82]. Zusätzlich ist die Bestimmung der 

Freisetzungsrate nur unter der Voraussetzung möglich, dass die Membranpermeation 

schneller ist als die Freisetzung selbst. Um den Effekt der Umdrehungsgeschwindigkeit 

auf die Membranpermeation zu untersuchen, wurde die diese von 0 bis100 UPM variiert. 

Ohne Rühren zeigte die Permeation von Diclofenac eine Verzögerung (lag time), bis eine 

konstante Diffusionsrate (steady state) erreicht wurde (Abbildung 8). Dies ist für Diffusi-

onsprozesse typisch. Im Vergleich zu den unter Rühren ermittelten Permeationskurven 

zeigte das Permeationsprofil ohne Rühren eine Verzögerung am Anfang des Experimen-

tes. Dabei betrug die kumulative Freisetzung nach 15 min nur 5 %. Im Vergleich dazu 

wurden unter Rühren nach 7,5 min schon 10 % der eingesetzten Dosis im Akzeptorkom-

partiment wiedergefunden. Dieser Unterschied von circa 10-20 % blieb über die ganze 

Permeation der ersten 4 h bestehen und verdeutlicht den großen beschleunigenden Ein-

fluss der Drehzahl auf die Membranpermeation (Abbildung 8). Der Unterschied in der 

Dialyserate (permeierter Wirkstoff pro Zeiteinheit) spiegelte sich auch in der Zeit bis zum 

Erreichen eines Equilibriums wider (Plateauphase). Diese wurde ohne Rühren nach 6 h 

erreicht und unter Rühren bereits nach 4 h (Abbildung 8). Eine Erhöhung der Drehzahl 

von 25 UPM auf 50 UPM führte zu einer beschleunigten Permeation. Dies zeigte sich 

auch in einer erhöhten Membranpermeationskonstante kM (Tabelle 4). Eine weitere Er-

höhung der Drehzahl auf 100 UPM veränderte die Permeationsrate nicht. 

Da weitere Parameter wie die physikochemischen Eigenschaften des Wirkstoffs, das 

Membranmaterial und der MWCO auch einen Einfluss auf kM haben, können keine all-

gemeingültigen Empfehlungen für einen Freisetzungstest gegeben werden. Trotzdem 

zeigte die Untersuchung, dass Umdrehungsgeschwindigkeiten über 50 UPM die Perme-

ation nicht unbedingt verbessern. Zusätzlich können hohe Umdrehungszahlen zu erhöh-

ten Scherkräften im Donorkompartiment führen, die die Freisetzungsmechanismen der 

Formulierung negativ beeinflussen können (Disruption einer Liposomenmembran). Des-

halb sollte eine geeignete Umdrehungsgeschwindigkeit als Kompromiss zwischen Sta-

bilität der Formulierung unter Scherkräften und einer ausreichend hohen und konstanten 

Membranpermeation getroffen werden. Dabei kann diese zwischen 25 und 100 UPM 

liegen, wobei 50 UPM empfohlen werden. 
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Abbildung 8: Mittelwertsprofile einer Permeation einer Diclofenac-Lösung bei 37 °C mit einer Dialysemembran aus 

regenerierter Cellulose (MWCO 50 kDa). Die Umdrehungszahlen wurden zwischen 0 bis100 UPM variiert (n = 6). Ab-

bildung modifiziert nach [101]. 

3.2.1.5 Untersuchung der Selektivität von verschiedenen 

Größenfraktionen im Dispersion Releaser 

Schwerlösliche Stoffe werden im Körper häufig proteingebunden oder in Form von Kom-

plexen aus Proteinen und Lipiden (Lipoproteine) im Blutkreislauf transportiert. Dadurch 

verbessert sich ihre Löslichkeit. Für die Bindung von Arzneistoffen spielt dabei vor allem 

das humane Serumalbumin eine wichtige Rolle. Arzneistoffe interagieren mit diesem 

Protein an verschiedenen unspezifischen Bindungsstellen über ionische oder hydro-

phobe Interaktionen [105]. Diese Interaktion wird mit der Plasmaproteinbindung charak-

terisiert. 

Aufgrund einfacherer Verfügbarkeit wurde in den hier beschriebenen Untersuchungen 

auf das bovine Serumalbumin (BSA) zurückgegriffen. Nachgewiesenermaßen sind die 

Unterschiede zwischen dem vom Menschen und dem vom Rind stammenden Albumin 

nur gering [104]. Laut Literatur verfügt Diclofenac über eine Plasmaproteinbindung von 

mindestens 99 %, wobei das stöchiometrisches Verhältnis von Wirkstoff zu Protein 2:1 

beträgt [105, 115]. Im Folgenden wurden verschiedene Proteinkonzentration dem Me-

dium zugesetzt, um die Trennung der verschiedenen Wirkstofffraktionen im PTDR zu 

untersuchen. Da BSA ein Molekulargewicht von 66,5 kDa hat, wird es von der 50 kDa 
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RC-Dialysemembran zurückgehalten. Dabei kann die frei gelöste Fraktion des Diclofen-

acs die Membran passieren, wobei die Permeation des an BSA gebundenen Diclofenacs 

innerhalb der ersten 8 h nicht möglich ist und im Donorkompertiment zurückgehalten 

wird (vgl. Kapitel 3.2.1.2). 

 

Abbildung 9: Kumulative Permeation einer Diclofenac-Lösung mit verschiedenen BSA-Konzentrationen in PBS 7,4. 

Die Permeation erfolgte bei 37 °C, 100 UPM und mit einer Dialysemembran aus regenerierter Cellulose (MWCO 

50 kDa). Mittelwerte ± SD sind dargestellt (n = 6). Abbildung modifiziert nach [101]. 

Es wurden zwei verschiedene BSA-Konzentrationen (1 g/L und 10 g/L) auf Basis des 

Ph. Eur. ausgewählt und in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) mit einem pH von 7,4 

gelöst. Beide Konzentrationen liegen unterhalb der physiologischen Albuminkonzentra-

tion von ungefähr 40 g/L. Nachdem Diclofenac-Natrium in den verschiedenen Puffern 

gelöst wurde, wurden die Permeationsprofile bei 100 UPM ermittelt. Diese sind in Abbil-

dung 9 dargestellt. Um eine quantitative Auswertung zu erhalten, wurde zusätzlich die 

Fläche unter den verschiedenen Permeationskurven (AUC) berechnet (Tabelle 3). Das 

Permeationsprofil mit der geringeren BSA-Konzentration zeigte keinen signifikanten Un-

terschied im Vergleich zum proteinfreien Permeationsprofil. Die beiden AUC waren iden-

tisch. Unter Berücksichtigung des stöchiometrischen Verhältnisses zwischen BSA und 

Diclofenac werden etwa 0,7 % des Diclofenacs am Protein innerhalb des Donorkompar-

timents gebunden. Da Diclofenac nicht kovalent am BSA gebunden ist, ist die Retention 

nicht groß genug, um einen Unterschied festzustellen. Bei der Verwendung von 10 g/L 

BSA können 7 % des Diclofenacs im Donorkompartiment an Albumin gebunden und zu-

rückgehalten werden. Dies spiegelte sich im Permeationsverlauf wider. Das Profil zeigte 

eine deutlich verlangsamte Permeation und das Equilibrium lag unterhalb von 100 %. 
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Vergleicht man die Flächen unter den Permeationsprofilen, ergab sich ein Verhältnis 

zwischen 10 g/L und 0 g/L BSA von 0,91 ± 0,02. Das ermittelte Verhältnis stimmte somit, 

im Rahmen des analytischen Fehlers, in etwa mit dem theoretischen Verhältnis von 0,93 

überein. Damit erlaubt der PTDR eine Unterscheidung zwischen freiem und an Protein 

gebundenem Wirkstoff. 

Tabelle 3: Berechnete Flächen unter der Kurve (AUC) für Permeationsprofile von Diclofenac-Natrium in PBS 7,4 mit 

verschiedenen BSA-Konzentrationen (n = 6).  

Medium 
AUC (0-8 h) 
[µg h/mL] 

SD 
[µg h/mL] 

Verhältnis 

PBS 7,4 + 0 g/L BSA 292 2 - 

PBS 7,4 + 1 g/L BSA 292 2 1,00 ± 0,01 

PBS 7,4 + 10 g/L BSA 265 4 0,91 ± 0,02 

Um die Möglichkeit des Unterschiedes zwischen den beiden Wirkstofffraktionen sicher 

unterscheiden zu können, muss die Untersuchungszeitraum beachtet werden. Wie in 

Kapitel 3.2.1.2 diskutiert, zeigte sich nach einigen Stunden eine erhöhte Permeation von 

BSA durch die Dialysemembran, weshalb die Experimente zur Untersuchung von ver-

schiedenen Größenfraktionen von Wirkstoffen mit BSA-haltigen Medien nicht über 15 h 

andauern sollten. Eine Möglichkeit den analytischen Fehler zu reduzieren, kann die Aus-

wahl einer Membran mit verringertem MWCO, wie 20 kDa, sein. Die freie Permeation 

des Diclofenacs wird dadurch nicht wesentlich behindert und erlaubt eine verbesserte 

Unterscheidung zwischen freiem und proteingebundenem Wirkstoff. 

3.2.2 Analyse der Membranpermeationskonstante mit 

Hilfe eines mathematischen Modells 

Die Bestimmung der Permeationsrate einer Wirkstofflösung wird benötigt, um die Memb-

ranpermationskonstante kM zu berechnen. Die Konstante ist ein Maß für die Sensitivität 

einer dialysebasierten Methode und beschreibt den analytischen Fehler, der durch die 

Membran verursacht wird. Zusätzlich wird kM zur Normalisierung eingesetzt, um die 

Membranpermeation bei der Freisetzungsuntersuchung aus kleinstpartikulären Arz-

neistoffträgersystems abzuziehen und damit die tatsächliche Wirkstofffreisetzung zu be-

rechnen. Die Normalisierung eines Permeationsprofils ist für die Vergleichbarkeit vor al-

lem bei der Verwendung von Dialysemembranen von verschiedenen Herstellern rele-

vant. Dazu ist das setzen einer Spezifikation für kM hilfreich, um den Austausch verschie-

dener Hersteller zu überwachen. 
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Ein Ziel dieser Dissertation war die Integration des mathematischen Modells zur Berech-

nung der Wirkstofffreisetzung im PTDR in Stella Architect®, um die in vitro Freisetzung 

in bestehende pharmakokinetische Modelle zu integrieren und IVIVC zu ermöglichen 

[116]. Die Berechnung der Membranpermationskonstanten kM erfolgt über Gleichung 11 

auf Basis der Bestimmung der totalen Membranpermeationskonstante kT, die nur von 

Geräte- und Versuchsparametern abhängig ist (Volumen des Donor und Akzeptors, Di-

alysemembran). 

𝑘𝑇 =
𝑙𝑛 (1 −

𝐶𝑎(𝑡)
𝐶∞

)

𝑡
= [

𝐴 ∙ 𝑘𝑀 ∙ (𝑉𝑎(𝑡) + 𝑉𝑑)

𝛿 ∙ 𝑉𝑎 ∙ 𝑉𝑑
] (11) 

Die Berechnung in Stella Architect® erfolgt über eine lineare Extrapolation, um ein kon-

tinuierliches Profil über die ermittelten Wirkstoffkonzentrationen im Akzeptorkomparti-

ment anzunähern. Dazu wird alle 3 s ein Wert für kT für extrapolierte zwischen den ge-

messenen Werten berechnet. Die Membranpermeationskonstante kM kann durch Um-

stellen der Gleichung 6 aus kT wie folgt ermittelt werden (Gleichung 12): 

𝑘𝑀 = [
𝑘𝑇 ∙ 𝛿 ∙ 𝑉𝑎 ∙ 𝑉𝑑

𝐴 ∙ (𝑉𝑎(𝑡) + 𝑉𝑑)
] (12) 

Jedes Dialysat hat dabei, abhängig von den Versuchsbedingungen (Umdrehungszahl, 

Dialysemembran, Temperatur, Freisetzungsmedium, Volumen, Anfangskonzentration), 

eine eigene Membranpermeationskonstante kM. Trotzdem kommt es zu Abweichungen 

von der erwarteten Kinetik 1. Ordnung während des Experiments. Dies betrifft vor allem 

Zeitpunkte am Beginn und am Ende der Permeation. Zu Beginn der Permeation können 

kleine Temperaturschwankungen durch die Injektion der Probe in das Donorkomparti-

ment und die Adsorption des Wirkstoffs an der Membran einen verlangsamenden Ein-

fluss haben. Adsorptionsuntersuchungen des Wirkstoffs an verschiedenen Membranen 

sind deshalb essentieller Bestandteil von Vorversuchen, um eine optimale Dialyse-

membran auszuwählen. In der Plateauphase am Ende des Permeationsversuches kön-

nen die mit der HPLC ermittelten Ergebnisse aufgrund der zufälligen Streuung eine hö-

here Variabilität aufweisen.  

Um diese Phänomene bei der Berechnung von kM auszugleichen, wurde im Modell ein 

durchschnittlicher Wert im Bereich von 15 % bis 85 % Wirkstofffreisetzung für kM mit 

Gleichung 13 berechnet. 

𝑘𝑀
̅̅ ̅̅ =

1

𝑛15 %−85 %
∙ ∑ 𝑘𝑀

15 %

85 %

 (13) 
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Abbildung 10: Darstellung der berechneten kT-Werte mit dem in silico Modell in Abhängigkeit der kumulierten Wirk-

stoffpermeation. Die Berechnung erfolgte für eine Diclofenac-Lösung bei 0 UPM (a), 25 UPM (b), 50 UPM (c) und 

100 UPM (d). Abbildung modifiziert nach [101]. 

In diesem Bereich der Freisetzung wurde ein steady state erreicht und die Werte für kT 

waren konstant (Abbildung 10). Die Permeationsversuche mit Diclofenac in PBS 7,4 mit 

variierenden Umdrehungszahlen von 0 UPM bis 100 UPM wurden dazu ausgewertet. 

Dabei zeigte sich eine verringerte Variabilität bei 100 UPM. Wurden die beiden Kompar-

timente im PTDR nicht gerührt, gab es einen kleineren konstanten Bereich (40 % bis 

85 %) für die im mathematischen Modell ermittelten kT-Werte. Die ermittelten Durch-

schnittswerte von kM für die durchgeführten Versuche sind in Tabelle 4 zusammenge-

fasst. Die Membranpermationkonstante verdoppelte sich annähernd beim Wechsel von 

0 UPM auf 25 UPM (von 0,99 ± 0,9 x 10-3  cm²/h auf 1,76 ± 0,10 x 10-3 cm²/h). Der Wert 

von kM erhöhte sich weiter auf 2,13 ± 0,18 x 10-3  cm²/h bei 50 UPM und blieb bei weiterer 

Erhöhung der Umdrehungszahl auf 100 UPM konstant (2,17 ± 0,09 x 10-3  cm²/h). Dabei 

unterschieden sich die Werte von kM bis auf bei den Umdrehungszahlen 50 UPM und 
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100 UPM signifikant (ANOVA, p < 0,05), was den großen Einfluss des Rührens auf die 

Permeation, vor allem im niedrigen Bereich, belegt.  

Um die neue Methode zur Berechnung der Membranpermeationskonstante zu überprü-

fen, wurde eine interne Validierung durchgeführt. Dazu wurde mit Hilfe von Stella Archi-

tect® ein in silico Modell für den Permeationsprozess im PTDR geschrieben. Grundlage 

war dabei das Fick’sche Diffusionsgesetz und die an den PTDR angepasste Gleichung 

5. Mit den in Tabelle 4 ermittelten Durchschnittswerten von kM (die Werte für die Volu-

mina des Donor- und Akzeptorkompartiment sowie die verdunstete Menge Freisetzungs-

medium wurden aus den Beobachtungen der eingesetzten fünf Vessel gemittelt) wurde 

ein Permeationsprofil für die Wirkstoffkonzentration im Akzeptor- und Donorkomparti-

ment simuliert. Zur Bewertung der Simulationsgüte wurde der absolute average fold er-

ror (AAFE) berechnet (Gleichung 14) [117].  

𝐴𝐴𝐹𝐸 =  10
1
𝑛

 ∙ ∑ | log 
𝑆𝑖𝑚𝑢𝑙𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒𝑟 𝑊𝑒𝑟𝑡𝑡
𝐺𝑒𝑚𝑒𝑠𝑠𝑒𝑛𝑒𝑟 𝑊𝑒𝑟𝑡𝑡

 |
 (14) 

Dazu wurden die Unterschiede von den simulierten Werten zu den quantifizierten Wer-

ten an den Probenzugzeitpunkten verglichen [71, 95, 98, 118-120]. Nimmt der AAFE 

einen Wert von eins an, sind die simulierten und beobachteten Daten identisch. Im All-

gemeinen wird ein AAFE-Wert von bis zu zwei für eine akzeptable Simulation angenom-

men [118, 119].  

Tabelle 4: Berechnete Membranpermeationskonstanten kM einer Diclofenac-Lösung in PBS 7,4 bei verschiedenen 

Umdrehungszahlen. Jede Berechnung wurde mit fünf Vessel und 5-6 Messzeitpunkten (im Bereich 15 % bis -85 % 

Wirkstofffreisetzung) durchgeführt (n = 25 oder n = 30). Mit den berechneten Werten für kM wurden Permeationen si-

muliert. Für alle Umdrehungszahlen wurde das simulierte Permeationsprofil im Akzeptorkompartiment mit allen ermit-

telten Wirkstoffkonzentrationen mit der Berechnung des AAFE bewertet. Bei 100 UPM wurde zusätzlich das simulierte 

Permeationsprofil mit den ermittelten Konzentrationen im Donorkompartiment verglichen (Zeitpunkte: 15 min, 30 min, 

120 min). Tabelle modifiziert nach [101]. 

Drehzahl 
kM 

[cm²/h] 

SD 
[cm²/h] 

AAFE 

0 UPM 0,99 x 10-3 0,9 x 10-3 1,27 

25 UPM 1,76 x 10-3 0,10 x 10-3 1,03 

50 UPM 2,13 x 10-3 0,18 x 10-3 1,03 

100 UPM 2,17 x 10-3 0,09 x 10-3 
1,03 (Akzeptor) 

1,23 (Donor) 

Die simulierten Permeationsprofile (Abbildung 11, blaue Linie) stimmten mit den quanti-

fizierten Werten (Abbildung 11, blaue Quadrate) sehr gut überein (AAFE = 1,03). Für die 

Permeation unter statischen Bedingungen lag der AAFE bei 1,27. In Abbildung 11 kann 

man erkennen, dass die Simulation die Permeation anfänglich überschätzte, im weiteren 



Ergebnisse und Diskussion | 39 

 

Verlauf aber unterschätzte. Dies liegt an der bereits diskutierten Verzögerung der Diffu-

sion zu Versuchsbeginn. Zusätzlich wurde für 100 UPM eine Auswertung des Donor-

kompartiments mit den quantifizierten Zeitpunkten 15 min, 30 min und 120 min vorge-

nommen. Dabei ergab sich beim Vergleich der simulierten mit den gemessenen Daten-

punkten ein AAFE von 1,23 (Tabelle 4). Für diese Überschätzung der simulierten Wirk-

stoffkonzentrationen im Donorkompartiment kann die Adsorption des Diclofenacs an der 

Dialysemembran verantwortlich sein (Abbildung 11d, rote Linie und rote Dreiecke). 

Trotzdem liegt der AAFE im akzeptablen Bereich und die Berechnung von kM in Stella 

Architect® ist mit dem neuen Modell zuverlässig. 

Um die die Berechnung der Membranpermeationskonstante zu erleichtern, wurde ein 

webbasiertes Nutzer-Interface mit Stella Architect® (Dialysis Membrane Permeation Cal-

culator1 (DiMeC)) entwickelt. Dieses ist unter Commons Creative License frei verfügbar 

und bietet die Möglichkeit, die versuchsspezfischen Parameter direkt darin einzugeben. 

Im Anschluss erfolgt die Berechnung automatisch.  

 

1 Website zur Nutzung des DiMeC: https://exchange.iseesystems.com/public/matthiaswa-
cker/dimec/index.html#page1 
(zuletzt aufgerufen am 07. März 2023) 

https://exchange.iseesystems.com/public/matthiaswacker/dimec/index.html#page1
https://exchange.iseesystems.com/public/matthiaswacker/dimec/index.html#page1
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Abbildung 11: Vergleich der ermittelten kumulativen Wirkstoffpermeationen einer Diclofenac-Lösung anhand simu-

lierter Permeationsprofile bei (a) 0 UPM, (b) 25 UPM, (c) 50 UPM und (d) 100 UPM. Blaue Quadrate stellen die Mittel-

werte ± SD der ermittelten Diclofenac-Permeation dar (n = 6). Die hellblaue Linie symbolisiert die mit dem in silico 

Modell berechnete Permeation. Die Konzentration des Donorkompartiments wurde in (d) zusätzlich ausgewertet. Die 

roten Quadrate stellen die ermittelten Konzentrationen im Donor dar (Mittelwert ± SD, n = 6). Die hellrote Linie ist die 

korrespondierende Berechnung mittels mathematischem Modell. Abbildung modifiziert nach [101]. 

3.2.3 Leistungsqualifizierung des Dispersion Releasers 

3.2.3.1 Einfluss von Hilfsstoffen auf die Permeation  

Formulierungen enthalten für unterschiedliche Zwecke Hilfsstoffe. Vor allem halbfeste 

Zubereitung haben eine hochkomplexe Zusammensetzung mit vielen verschiedenen li-

pophilen und hydrophilen Komponenten. Diese können sich an die Dialysemembran ad-

sorbieren und die Wirkstoffpermeation verändern. Dadurch wird die mit der aus einer 
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Wirkstofflösung ermittelten Membranpermeationskonstante kM berechnete Wirkstofffrei-

setzung verfälscht. Um den Einfluss der verschiedenen Hilfsstoffe zu untersuchen, 

wurde Voltaren® Emulgel in die Donorkammer eingewogen und mit PBS 7,4 verdünnt. 

Nach 24 h war die Freisetzung abgeschlossen und dieselbe Menge Diclofenac wurde 

als Lösung in das Donorkompartiment hinzugegeben. Die Permeation wurde anschlie-

ßend für weitere 24 h untersucht (Abbildung 12a). Die Permeation des Diclofenacs er-

folgte rasch, da es im vorliegenden Puffer sehr gut löslich war. Nach Hinzufügen der 

Diclofenac-Lösung wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Per-

meationen festgestellt (Abbildung 12b). Damit verursachten die Hilfsstoffe weder Verän-

derungen an der Dialysemembran noch der Permeationsrate des Wirkstoffs. Dies war 

Voraussetzung für die Berechnungen unter Annahme einer konstanten Membranperme-

ationskonstante kM im nächsten Schritt. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden die Vessel 

mit dem PTDR über 48 h fotographisch aufgezeichnet (Abbildung 13). Visuell konnte 

kein Austritt der halbfesten Zubereitung aus dem Donorkompartiment festgestellt wer-

den, wodurch die These zweier abgetrennter Kompartimente gestützt wurde. 

Im Gegensatz zum PTDR zeigen andere dialysebasierte Freisetzungssysteme ein „Ver-

stopfen“ der Membran, was die Freisetzung negativ beeinflusst. Durch das konstante 

Mischen des Donorkompartiments im PTDR werden Einflüsse durch Hilfsstoffe auf die 

Dialysemembran vermieden und die Zuverlässigkeit des PTDR bestätigt. Zusätzlich 

dient der hier etablierte Versuch einer nachträglichen Injektion einer Wirkstofflösung als 

Anleitung für die Entwicklung einer Methodenvalidierung für zukünftige Anwender. 

 

Abbildung 12: Kumulative Freisetzung von Diclofenac-Diethylammonium aus einem Emulgel mit anschließender In-

jektion einer Diclofenac-Diethylammonium-Lösung nach 24 h. In (a) ist das gesamte Profil über 48 h dargestellt. In (b) 

wurden die beiden Permeationsprofile übereinandergelegt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD (n = 3). Abbildung modi-

fiziert nach [101]. 

0 10 20 30 40 50

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25

0

20

40

60

80

100

K
u

m
u

la
ti

v
e
 W

ir
k
s
to

ff
p

e
rm

e
a
ti

o
n

 [
%

]

Zeit [h]

(b)

K
u

m
u

la
ti

v
e
 W

ir
k
s
to

ff
p

e
rm

e
a
ti

o
n

 [
%

]

Zeit [h]

(a)



Ergebnisse und Diskussion | 42 

 

 

Abbildung 13: Aufnahme des Donorkompartiments während des Permeationsexperiments mit Voltaren® Emulgel. 

Die Zeitangaben sind im Format Stunden:Minuten. 

3.2.3.2 Wirkstofffreisetzung aus zwei verschiedenen 

halbfesten Zubereitungen von Diclofenac 

Die beiden halbfesten Zubereitungen unterschieden sich in ihrer Liste in den verwende-

ten Hilfsstoffen und dem verwendeten Salz des Diclofenacs. Im Falle des Voltaren® 

Emulgels wurde Diclofenac-Diethylammonium in einem Gel mit Fettanteil eingearbeitet. 

Im Gegensatz dazu besteht Olfen® Gel (Mepha Pharma AG, Basel, Schweiz) aus Dicl-

ofenac-Natrium und enthält keine lipophile Komponente (Tabelle 5). Die Löslichkeit des 

Diclofenacs spielt bei der Freisetzung eine wesentliche Rolle. Zwischen den beiden Ge-

len gab es bei der Wirkstofffreisetzung unter sink-Bedingungen keine signifikanten Un-

terschiede. Um die Leistung des PTDR zu untersuchen, wurde das Medium für die Frei-

setzung an den pH-Wert der Haut (pH 5 bis 6) angepasst [121]. Trotzdem stellen die 

Bedingungen des Freisetzungstests nicht die physiologischen Bedingungen für eine to-

pische Anwendung auf der Haut, bezogen auf die Umdrehungsgeschwindigkeit des zur 

Verfügung stehenden Flüssigkeitsvolumens und auf die Pufferkapazität, dar. Allerdings 

kann die Freisetzungsuntersuchung im PTDR bei der zur Untersuchung des Einflusses 

der verwendeten Hilfsstoffe eine nützliche Hilfestellung sein. Dies kann ferner die Aus-

wahl der zu verwendenden Hilfsstoffe unterstützen.  

Unter non-sink-Bedingungen zeigten die beiden Gele Unterschiede in ihrer Wirkstofffrei-

setzung. Die kumulative Wirkstofffreisetzung von Voltaren® Emulgel und Olfen® Gel ist 
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in Abbildung 14 dargestellt. Das linearkolloidale Hydrogel des Olfen® Gels zeigte im Ver-

gleich zum Emulgel eine verlangsamte Freisetzung und erreichte nach 48 h etwa 40 % 

Freisetzung. Das im Olfen® Gel enthaltene Isopropanol sorgt für die Lösung von Dicl-

ofenac-Natrium in der Formulierung. In der Freisetzungsuntersuchung fehlt allerdings 

eine ausreichende Menge Isopropanol, sodass Diclofenac ausfällt. Das wurde im durch-

geführten Versuch beobachtet und erklärt die langsame Freisetzung. Im Gegensatz 

dazu zeigt Voltaren® Emulgel eine schnellere Freisetzung und erreichte nach 48 h 60 % 

kumulierte Wirkstofffreisetzung. Dies entsprach der reduzierten Löslichkeit im schwach 

saureren Medium bei 32 °C (0,0314 ± 0,0008 mg/mL für Diclofenac-Natrium und 

0,0332 ± 0,0020 mg/mL für Diclofenac-Diethylammonium) [101]. Die Verbesserung der 

Löslichkeit durch Tenside im Emulgel sorgte für die schnellere und, unter Einbezug der 

verminderten Löslichkeit, vollständige Freisetzung. Es konnte kein verzögernder Effekt 

der Emulsion festgestellt werden. Der Effekt der Hilfsstoffe auf die Permeation bei der 

topischen Anwendung auf der Haut ist mit Hilfe geeigneter Methoden zu evaluieren. 

Tabelle 5: Weitere Inhaltsstoffe der verwendeten Fertigarzneimittel Voltaren® Emulgel und Olfen® Gel (Vorhandensein 

durch "X" markiert). Tabelle modifiziert nach [101]. 

Hilfsstoff Voltaren® Emulgel Olfen® Gel 

Milchsäure  X 

Diisopropyladipat  X 

Isopropanol X X 

Natriummetabisulfit  X 

Hydroxyethylcellulose  X 

Hydroxypropylcellulose  X 

Diethylamin X  

Propylenglykol X  

Mineralöl X  

Cocoylcaprylocaprat X  

Polyoxyl-20-cetostearylether X  

Carbomer X  

Parfümcreme X  

Gereinigtes Wasser X X 
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Abbildung 14: Kumulative Freisetzungsprofile von zwei verschiedenen Diclofenac-Gelen (Olfen® Gel und Voltaren® 

Emulgel®) in non-sink-Bedingungen. Die gemessene Diclofenac-Konzentration im Akzeptorkompartiment (a) ist der 

normalisierten Freisetzung (b) gegenübergestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD (n = 4). 

Zur finalen Auswertung der Freisetzung aus halbfesten Zubereitungen mit dem PTDR 

wurde eine Normalisierung durchgeführt. Dazu wurde die mit Stella Architect® berech-

nete Membranpermeationskonstante kM für Diclofenac-Natrium und Diclofenac-Diethyl-

ammonium genutzt (vgl. Kapitel 3.2.2). Diese betrugen 1,54 ± 0,12 x 10-3 cm²/h für das 

Natriumsalz beziehungsweise 1,75 ± 0,19 x 10-3 cm²/h für das Diethylammoniumsalz 

[101]. Mit Hilfe des Modells in Stella Architect® konnte die Membranpermeation aus dem 

Permeationsprofil subtrahiert und eine Wirkstofffreisetzung mit dem Modell PTDR Re-

lease Normalizer2 (PTDR ReNo) im Donorkompartiment bestimmt werden. Das norma-

lisierte Freisetzungsprofil ist in Abbildung 14b dargestellt. Bei beiden Gelen wurde eine 

anfängliche, schlagartige Freisetzung des Diclofenacs festgestellt. Diese war beim Ol-

fen® Gel mit 16 % etwa halb so groß wie beim Voltaren® Emulgel. Anschließend zeigten 

beide Gele ab 5 h eine konstante Zunahme des freigesetzten Diclofenacs, was einer 

langsamen Auflösung entsprach. Damit ist vor allem die Löslichkeit des Wirkstoffs zum 

Ende der Freisetzung geschwindigkeitsbestimmend, wohingegen der Hilfsstoffeinfluss 

zu Beginn am größten ist. 

 

2 Die Normalisierung des Freisetzungsprofils ist unter folgender Website für die Öffentlichkeit 
zugänglich:  
https://exchange.iseesystems.com/public/matthiaswacker/ptdr-reno/index.html#page1 
(zuletzt aufgerufen am 07. März 2023) 
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3.3 Dokumentation der Parameter eines Freisetzungstests  

Während der Validierung des PTDRs sind viele Parameter untersucht worden, die einen 

Einfluss auf die Membranpermeation haben. Diese sind bei einer Methodenentwicklung 

ausreichend zu charakterisieren und zu dokumentieren. Bei vielen Dialyseexperimenten 

in der Literatur sind die Versuchsbedingungen allerdings nur unzureichend dokumen-

tiert. Auf Grundlage der beschriebenen Versuche werden in Tabelle 6 relevante Para-

meter vorgeschlagen, die für eine vollständige Dokumentation von dialysebasierten Frei-

setzungsexperimenten notwendig sind. Dazu gehören neben Medienkomposition, Frei-

setzungstemperatur auch Informationen zu den Volumina des Akzeptor- und Donorkom-

partiments. Zusätzlich sollte neben den typischen Parametern einer Dialysemembran, 

wie MWCO und Material, auch die Membranoberfläche und das Protokoll zur Vorberei-

tung der Membran des Membranherstellers für den Versuch dokumentiert werden. Dabei 

kann vor allem bei trockenen Dialysemembranen, die Glycerin enthalten, das unzu-

reichende Rehydrieren eine Rolle spielen. Bei unzureichenden Abspülen des Glycerins 

können Reste einen störenden Einfluss auf die Membrankinetik haben [85]. Zusätzlich 

sollte auch genau festgehalten werden, wie die verschiedenen Proben in die Donorkam-

mer eingebracht werden (Injektionsprotokoll). Der Ablauf zur Bestimmung der Wirk-

stofffreisetzung mit den in der Arbeit etablierten Modellen DiMeC und PTDR ReNo sind 

in Abbildung 15 dargestellt. 

 

Abbildung 15: Vorgeschlagener Arbeitsfluss zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus Arzneistoffträgern. Zuerst 

wird ein Referenzexperiment mit einer Wirkstofflösung durchgeführt. Daraus kann mit dem Dialysis Membrane Perme-

ation Calculator die Membranpermeationskonstante kM bestimmt werden. Zusammen mit kM und der Freisetzungsun-

tersuchung der Formulierung kann mit dem PTDR Release Normalizer die Freisetzung des Wirkstoffs berechnet wer-

den. Abbildung modifiziert nach [101]. 
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Tabelle 6: Wichtige Versuchsparameter, die zur Dokumentation eines Dialyseexperiments benötigt werden. Tabelle 

modifiziert nach [101]. 

Parameter Beispiel 

Membranmaterial Regenerierte Cellulose 

MWCO 50 kDa 

Membrandicke 0,0065 cm 

Membrandurchmesser (flach) 28 mm 

Lagerbedingungen der Membran Feucht, in 0,5 % Natriumazid bei 2-8 °C 

Vorbereitung der Membran 
Abspülen mit Wasser, 30 min in Wasser ein-

weichen 

Hersteller Repligen® (USA) 

Volumen des Donorkompartiments 

(jeweils vor und nach dem Experiment) 
3,4 mL 

Volumen des Akzeptorkompartiments 

(jeweils vor und nach dem Experiment) 
120 mL  

Oberfläche der Donorkammer/Membran 10,95 cm² 

Zusammensetzung des Mediums Unterschiedlich (z. B. PBS 7,4) 

Temperatur 32 °C 

Umdrehungszahl 50 UPM 

Probenvolumen 200 µL 

Probenzeitpunkte 
Unterschiedlich (z. B. 15 min, 30 min, 

60 min etc.) 

Referenzexperiment (Wirkstofflösung) 
3,4 mL einer Diclofenac-Lösung  

(1,47 mg/mL, PBS 7,4) wurden injiziert. 

Formulierung 
Das Gel (entsprechend 5 mg Diclofenac) 

wurde in die Donorkammer eingewogen und 
mit restlichem Medium auf 3,4 mL aufgefüllt. 

3.4 Untersuchungen eines liposomalen Vaginalgels 

Vier verschiedene proliposomale Formulierungen mit der Modellsubstanz Hydrocortison 

wurden hergestellt, um den Wirkstoff lokal in der vaginalen Umgebung freizusetzen. Da-

bei wurden die verschiedenen Formulierungen mit einer kommerziell erhältlichen Creme 

(Ebenol®, Strathmann GmbH & Co. KG, Hamburg, Deutschland) und dem reinen Wirk-

stoff verglichen. Die Wirkstofffreisetzung und die Permeabilität wurden als Einflussgrö-

ßen in vivo Performance festgelegt und in vitro untersucht. Die Freisetzungsrate des 

Hydrocortisons aus den verschiedenen Formulierungen wurde mit dem PTDR in simu-

lierter Vaginalflüssigkeit ermittelt. Ein Zellmonoschichtmodell mit zwei verschiedenen 

Zelltypen, die in der Vagina präsent sind, wurde zur Untersuchung der Permeabilität ver-

wendet. Die verschiedenen proliposomalen Formulierungen wurden zusätzlich noch hin-

sichtlich ihrer Größe, Polydispersitätsindex (PDI), Zetapotenzial und EE% charakteri-

siert. 
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3.4.1 Herstellung und physikochemische Eigenschaften 

der proliposomalen Formulierungen 

In Vorversuchen wurden Sorbitol, sprühgetrocknete Lactose und Sucrose als inertes 

Trägermaterial getestet. Zusätzlich wurden die eingesetzte Menge des Trägermaterials, 

das Volumen und die Art des organischen Lösemittels, die Größe des Rundkolbens und 

die Partikelgröße des Trägermaterials (verschiedene gesiebte Fraktionen) variiert und 

hinsichtlich der Ausbeute eines rieselfähigen Pulvers nach dem zweiten Sieben des 

proliposomalen Pulvers und Partikelgröße der hydratisierten Liposomen bewertet. Für 

die beschriebene Untersuchung wurde Sorbitol als geeignetes Trägermaterial ausge-

wählt. Sucrose und Lactose waren als sprühgetrocknete Trägermaterialien mit poröser 

Oberfläche nicht geeignet, weil sich eine geringere Ausbeute rieselfähiger Proliposomen 

ergab. Im Fall der Sucrose wurde ausschließlich verklebtes Pulver erhalten. Die genauen 

Zusammensetzungen der vier proliposomalen Formulierungen sind in Tabelle 7 zusam-

mengefasst. Dabei wird der Wirkstoff Hydrocortison mit dem Lipid und gegebenenfalls 

mit Cholesterin im organischen Lösungsmittel gelöst. Im Anschluss wird gesiebtes Sor-

bitol hinzugefügt und das Lösemittel im Rotationsverdampfer schrittweise entfernt. Das 

getrocknete proliposomale Pulver wird nach dem Überführen aus dem Rundkolben er-

neut gesiebt, um ein rieselfähiges Pulver zu erhalten (Abbildung 16). Zur Untersuchung 

der Zytotoxizität wurden Referenzformulierungen ohne die Zugabe von Hydrocortison 

hergestellt. 
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Tabelle 7: Zusammensetzung der verschiedenen Proliposomen mit der jeweiligen Ausbeute nach dem zweiten Sieb-

schritt. Die Lipidphase wurde zusammen mit dem Wirkstoff vor der Zugabe des Sorbitols in 8,25 mL einer organischen 

Lösung aus Chloroform und Methanol (8:2 (V/V)) in einem 100 mL Rundkolben gelöst. Die Ausbeute des erhaltenen, 

frei fließenden, proliposomalen Pulvers wurde, bezogen auf die eingesetzte Gesamtmasse von 2,75 g, berechnet. Die 

Referenzformulierungen (Blank) wurden ohne Einwaage von Hydrocortison hergestellt. 

Formulierung 

Ei-PC 
(EPC) 

[mg] 

Soja-
PC 

(SPC) 

 [mg] 

Cholesterin 
(C) 

[mg] 

Hydrocortison 
(HC) 

[mg] 

Sorbitol 

[mg] 

Ausbeute 
 

EPC 250,0  - - 15 2,5 69 % 

EPC+C 227,3 - 22,7 15 2,5 70 % 

SPC - 250,0 - 15 2,5 66 % 

SPC+C - 227,3 22,7 15 2,5 68 % 

Blank EPC 250,0  - - - 2,5 78 % 

Blank EPC+C 227,3 - 22,7 - 2,5 78 % 

Blank SPC - 250,0 - - 2,5 80 % 

Blank SPC+C - 227,3 22,7 - 2,5 78 % 

 

Abbildung 16: Herstellung der Proliposomen im Rotationsverdampfer mit der Film-auf-Träger-Methode. Abbildung 

modifiziert nach [122]. 

Die Größe und Größenverteilung, das Zetapotenzial, die Verkapselungseffizienz und die 

Hydrocortison-Konzentration der Proliposome wurde bestimmt (Tabelle 8). Die entstan-

denen Vesikel hatten bei allen vier Formulierungen eine ähnliche Größe in ihren mittle-

ren Durchmessern. Der Zusatz von Cholesterin (C) erhöhte die Vesikelgröße nur für die 

Liposomen aus Ei-Phosphatidylcholin (EPC). Der PDI variierte zwischen 0,437 und 

0,534 und ließ auf eine breite Verteilung schließen. Durch einen anschließenden Extru-

sionsschritt an die Hydratisierung können PDI kleiner 0,3 erreicht werden, das unilamel-

laren, monodispersen Liposomen entsprechen würde [123]. Im vorliegenden Fall sollte 
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jedoch eine feste Darreichungsform untersucht werden, deren Vesikel in situ gebildet 

werden und deshalb keine kontrollierte Partikelgröße hat. Dies garantiert eine verlän-

gerte physikochemische Haltbarkeit. Trotzdem war der PDI innerhalb des Messbereichs 

(PDI kleiner 0,7) [123]. Je nach Ursprung des verwendeten Phospholipids (Soja oder 

Hühner-Ei) veränderte sich das Zetapotenzial. Liposome aus Soja-Phosphatidylcholin 

(SPC) wiesen schwach negativ geladene Vesikel zwischen -6 mV und -12 mV auf, wo-

hingegen Vesikel aus EPC ein Zetapotenzial von -34 mV hatten (Tabelle 8, p < 0,05). 

Die unterschiedliche Reinheit des SPC und EPC (100 % vs. 80 %) kann ursächlich für 

die Unterschiede sein. Negativ geladene Partikel sind aufgrund des negativ geladenen 

Mucins in der Vagina weniger mucoadhäsiv [49, 124]. Andererseits bilden stark mucoad-

häsive Formulierungen Agglomerate mit dem Mucin und können so schneller aus der 

Vagina eliminiert werden. Die vorliegenden proliposomalen Formulierungen zeigten ein 

stabiles Vesikelsystem.  

Tabelle 8: Physikochemische Eigenschaften (mittlere Partikelgröße, Polydispersitätsindex (PDI), Zeta-Potential, Ver-

kaspelungseffizienz (EE%) sowie der Hydrocortisongehalt der vier verschiedenen proliposomalen Formulierungen 

nach Hydratisierung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± SD dargestellt (n = 3). Der Stern (*) markiert einen statisti-

schen Unterschied im Vergleich zur Formulierung mit EPC (p < 0,05). Tabelle modifiziert nach [122]. 

Formulie-
rung 

Größe 
[nm] 

PDI 
Zeta-Potential 

[mV] 
EE% [%] 

Hydrocortison -
gehalt [%] 

EPC 213 ± 4 0,437 ± 0,016 -34 ± 3 20,4 ± 1,9 0,33 ± 0,02 

EPC+C 230 ± 9 0,426 ± 0,014 -34 ± 2 17,9 ± 2,0 0,40 ± 0,04 

SPC 215 ± 2 0,448 ± 0,015 -6 ± 1* 28,4 ±0,9* 0,52 ± 0,06 

SPC+C 213 ± 4 0,534 ± 0,130 -13 ± 2* 24,5 ± 2,3* 0,43 ± 0,07 

Im Gegensatz zur Vesikelgröße hatte der Zusatz von Cholesterin einen Einfluss auf die 

EE% des Hydrocortisons. Da Cholesterin chemisch mit Hydrocortison verwandt ist, kon-

kurrieren die beiden Moleküle um die gleichen Interaktionsstellen innerhalb der Phos-

pholipidmembran. Bei beiden Phospholipiden EPC und SPC reduzierte sich deshalb er-

wartungsgemäß die verkapselte Menge an Hydrocortison. Diese fiel jedoch im Falle des 

EPCs, im Gegensatz zum SPC, nicht signifikant aus. Zusätzlich war die Verkapselungs-

effizienz bei SPC im Vergleich zu EPC höher (Tabelle 8). Der Hydrocortisongehalt in den 

Formulierungen variierte zwischen 0,33 % und 0,52 %. 

3.4.1.1 Morphologische Charakterisierung der 

rekonstituierten Proliposomen 

Die proliposomalen Formulierungen wurden in Wasser rekonstituiert und die entstande-

nen Liposomen wurden im Transmissionselektronenmiskroskop (TEM) morphologisch 
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charakterisiert. Es wurden Vesikel im Größenbereich von 50 nm bis 2500 nm gefunden 

(Abbildung 17). Da die mikroskopische Methode Vakuum voraussetzt, konnten die Lip-

osome nur im getrockneten Zustand untersucht werden. Dabei reduzierte sich allerdings 

die Partikelgröße der Liposomen im Vergleich zum hydrodynamischen Durchmesser der 

Vesikel bei der Messung mittels DLS. Generell unterstützt die mikroskopische Untersu-

chung aber die Größenmessung mittels DLS. 

 

Abbildung 17: Aufnahmen von den wirkstofffreien Referenzformulierungen SPC (linke Seite) und SPC+C (rechte 

Seite) mit einem Transmissionselektronenmikroskop. Der schwarze Balken entspricht 1000 nm (links unten). Abbil-

dung modifiziert nach [122]. 

3.4.1.2 Kristallinitätsuntersuchungen  

Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC) wurde genutzt, um Phasenübergänge der proli-

posomalen Formulierungen zu untersuchen. Jede der verwendeten Einzelsubstanzen 

wurde ebenfalls untersucht (Abbildung 18). Sorbitol, Cholesterin und Hydrocortison zeig-

ten einen scharfen endothermischen Peak bei ihren korrespondierenden Schmelzpunk-

ten. Der Schmelzpunkt von Cholesterin lag bei 151,6 °C und von Hydrocortison bei 

228,1 °C (Abbildung 18A, B). Ein endothermischer Peak wurde bei 99,9 °C für Sorbitol 

beobachtet. Dies entspricht dem Phasenübergang des Gamma-Polymorphs [125]. Die 

spezifische Wärmekapazität (ΔH) des Schmelzens betrug 176,6 J/g (Abbildung 18C) 

und war mit Werten aus vorherigen Untersuchungen vergleichbar [125-127]. 
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Abbildung 18: Überlagerte DSC-Diagramme der Ausgangssubstanzen Cholesterin (A), Hydrocortison (B) und Sorbitol 

(C) sowie der hergestellten Proliposomen EPC (D), EPC+C (E), SPC (F) und SPC+C (G). Abbildung modifiziert nach 

[122]. 

Beim Vergleich der Profile der Einzelsubstanzen Cholesterin und Hydrocortison mit de-

nen der proliposomalen Formulierungen wurden keine Phasenübergänge bei den ent-

sprechenden Schmelzpunkten festgestellt. Dies spricht für ein vollständiges Einschlie-

ßen der Substanzen in die Phospholipide. Trotzdem ist die DSC nicht sensitiv genug, 

um kleine kristalline Mengen Hydrocortisons zu detektieren. Eine größere Fraktion kris-

tallinen Wirkstoffs ist unter Einbezug der großen Lipidmenge unwahrscheinlich. Zusätz-

lich konnte bei zwei physikalischen Mischungen ein Phasenübergang des Hydrocorti-

sons beobachtet werden (Formulierungen EPC und EPC+C). Die Formulierungen wie-

sen nur den Sorbitol-Peak bei etwa 99 °C auf (Abbildung 18D-G). Bei den proliposoma-

len Formulierungen reduzierte sich die spezifische Wärmekapazität des Sorbitols um 

circa 17 % auf 144,9 J/g bis 149,8 J/g im Vergleich zur Reinsubstanz (176,6 J/g). Dies 

kann einerseits an den Interaktionen des Sorbitols mit den Phospholipiden oder ande-

rerseits an der Rekristallisation partiell gelösten Sorbitols in ein anderes Polymorph lie-

gen [125]. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit Mannitol als inertem Träger beobachtet 

[128]. 

3.4.2 In vitro Permeabilitätsuntersuchungen 

Um die Permeabilität des Hydrocortisons in freier oder verkapselter Form zu untersu-

chen, wurden zwei Zellmodelle verwendet. Dabei wurden sowohl immortalisierte Zellen 
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der humanen Zervix (CaSki) als auch des humanen Endometriums (HEC-1-A) einge-

setzt. Obwohl die beiden Zelltypen nicht aus der Vagina selbst, sondern aus benachbar-

ten Regionen entstammen, werden sie breit eingesetzt, um die Permeabilität von Wirk-

stoffen durch das Vaginalepithel zu schätzen. Zusätzlich bieten die Permeabilitätsunter-

suchungen eine Annäherung der Wirkstoffabsorption in vivo [58, 59]. 

Bevor die Permeabilität im Zellmodel untersucht werden kann, muss die Verträglichkeit 

der Formulierungen und des Hydrocortisons mit den Zellen gewährleistet sein. Hierzu 

wurden Zytotoxizitätsversuche in beiden Zelllinien CaSki und HEC-1-A mit Hydrocorti-

son, hydrocortisonhaltigen und wirkstofffreien Proliposomen durchgeführt. Die Zellen 

wurden für 24 h mit den verschiedenen Formulierungen inkubiert und die Zellviabilität 

bestimmt. Dabei wurden keine zytotoxischen Effekte für Hydrocortison und die Formu-

lierungen festgestellt. Die Viabilität lag bis auf eine Ausnahme oberhalb des minimalen 

Grenzwertes von 70 %, bei dem Substanzen und Formulierungen als potenziell sicher 

gelten (Tabelle 9) [129]. Einzig die Blanko-Formulierung SPC+C zeigte interessanter-

weise bei einer theoretischen Konzentration von 10 µg/mL Hydrocortison in HEC-1-A 

Zellen eine Viabilität unter 70 %. Trotzdem suggerieren die ermittelten Daten keine To-

xizität und es gab keine Bedenken die Permeabilität bei 5 µg/mL Hydrocortison zu un-

tersuchen. 

Tabelle 9: Ermittelte mittlere zytotoxische Konzentrationen (CC50) von Hydrocortison und den vier proliposomalen 

Formulierungen jeweils mit und ohne (Blank) Hydrocortison. Tabelle modifiziert nach [122]. 

Sample 
CC50 [µg/mL] 

CaSki HEC-1-A 

Hydrocortison > 10 > 10 

EPC+C > 10 > 10 

EPC > 10 > 10 

SPC > 10 > 10 

SPC+C > 10 > 10 

Blank EPC+C > 10 > 10 

Blank EPC > 10 > 10 

Blank SPC > 10 > 10 

Blank SPC+C > 10 8,2 

Das Ausbilden einer Zellmonoschicht vor der Permeabilitätsmessung wurde mittels Mes-

sung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER) überprüft. Auch während 

der Permeabilitätsexperimente wurde der TEER gemessen, um die Unversehrtheit der 

Zellbarriere zu überprüfen. Das Überprüfen der intakten Zellbarriere mittels TEER-Mes-

sung gewährleistet, dass Hydrocortison durch die Zellen diffundiert, und letztlich auch 

das Auftreten verfälschter Messdaten verringert. Die Permeabilität von Hydrocortison 

war in beiden Zelllinien vergleichbar (Abbildung 19). Etwa 30 % bis 40 % Hydrocortison 
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permeierten nach 4 h durch die Zellmembran. Bei den verschiedenen Formulierungen 

variierte die permeierte Hydrocortisonmenge zwischen 30 % und70 %. Die Profile der 

rekonstituierten Proliposome war vergleichbar mit denen des freien Hydrocortisons in 

beiden Zelllinien (p > 0,05) und zeigten einen stetigen Anstieg der Hydrocortisonmenge, 

wobei in manchen Fällen eine maximale Hydrocortisonkonzentration bereits nach 2 h bis 

4 h erreicht wurde. Die für die Proliposomen individuell berechneten scheinbaren Per-

meabilitätskonstanten Papp waren ebenfalls vergleichbar (Tabelle 10). Interessanter-

weise war die ermittelte Papp für freies Hydrocortison in beiden Zelllinien ähnlich, wenn 

auch tendenziell etwas niedriger als die mit Caco-2-Zellen ermittelte Permeabilitäts-

konstante (17,5 ± 4,1 x 10-6 cm²/s) [130]. Angesichts der Tatsache, dass Hydrocortison 

extensiv über den Darm absorbiert wird und unter Berücksichtigung der von Corbo et al. 

publizierten Hasenstudie3, unterstützen die ermittelten Werte die starke Permeabilität 

von Hydrocortison über die Vagina [110]. Setzt man die Papp-Werte ins Verhältnis zum 

freien Hydrocortison, erhält man ein Maß für die Verbesserung der Permeabilität der 

Formulierung. Diese lag für die untersuchten Proliposomen zwischen 1,0 und 1,8, was 

einer gleichbleibenden bis mäßig verbesserten Permeabilität entsprach (Tabelle 10). 

 

Abbildung 19: Permeabilitätsprofile von Hydrocortison (HC) als freier Wirkstoff (schwarze Raute) oder in Proliposo-

men verkapselt durch Zellmonoschichten aus CaSki- (linke Seite) und HEC-1-A-Zellen (rechte Seite). Dargestellt sind 

die Mittelwerte ± SE (n = 3). Abbildung modifiziert nach [122]. 
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Tabelle 10: Scheinbare Permeabilitätskonstante (Papp) von freiem und verkapseltem Hydrocortison in zwei verschie-

denen vaginalen Zellmodellen. Die Werte sind als Mittelwerte ± SD angegeben (n = 3). Zusätzlich ist das mittlere 

Verhältnis der Papp zu freiem Hydrocortison als Maß für die Verbesserung der Permeabilität durch die Formulierung 

angegeben (Permeability Enhacement Ratio, PER). Tabelle modifiziert nach [122]. 

Probe 
Papp [cm²/s x 10-6] PER 

CaSki HEC-1-A CaSki HEC-1-A 

Hydrocortison 9,9 ± 1,4 8,7 ± 1,3 - - 

EPC 9,6 ± 1,6 10,8 ± 0,2 1,0 1,2 

EPC+C 16,6 ± 5,2 12,7 ± 0,1 1,7 1,5 

SPC 11,0 ± 1,1 16,0 ± 7,3 1,1 1,8 

SPC+C 10,3 ± 3,2 10,2 ± 3,3 1,0 1,2 

Bei beiden Zelllinien CaSki und HEC-1-A hatten die Proliposome mit SPC einen höheren 

Papp-Wert als die EPC-Proliposome (Tabelle 10). Diese Beobachtung ist jedoch nicht 

signifikant. Die beiden Formulierungen unterscheiden sich in der Herkunft ihrer Phos-

pholipide (Soja beziehungsweise Ei) und deshalb auch in ihrer Fettsäurezusammenset-

zung. Diese Unterschiede könnten prinzipiell die Interaktion mit den vaginalen Epithel-

zellen verändern und für den Unterschied in der Permeabilität verantwortlich sein. Neben 

der Zusammensetzung der Phospholipide beeinflusste Cholesterin die Zellmembranper-

meabilität ebenfalls [131, 132]. EPC+C Liposomen zeigten in beiden Zelllinien höhere 

Papp-Wert, wenn auch nicht signifikant, wenn Cholesterin in den Phospholipiden integriert 

wurde. Der positive Effekt auf die Permeabilität konnte beim Einschluss von Cholesterin 

in SPC Proliposomen nicht festgestellt werden.  

Um die Ergebnisse der Permeabilitätsuntersuchungen besser bewerten zu können, 

sollte zudem die EE% berücksichtigt werden. Es gab zwar keinen signifikanten Unter-

schied zwischen den Permeabilitätskonstanten, aber die Rangfolge der Papp-Werte der 

Proliposomen entsprach der Verkapselungseffizienz (höhere Verkapselung entsprach 

einer niedrigeren Permeabilität). Nach der Rekonstitution werden etwa 70 % bis 80 % 

des Hydrocortisons freigesetzt, wobei die übrige Fraktion in den Liposomen verbleibt. 

Dieser kleine Unterschied macht es schwierig, die Liposomen im Permeabilitätsexperi-

ment zu unterscheiden, wenn es keinen Einfluss auf die Permeabilität gibt und die Frei-

setzung einen wichtigeren Stellenwert einnimmt. Trotzdem stellt die eingeschlossene 

Hydrocortisonmenge zwar im vorliegenden Fall eine kleine aber sehr interessante Stell-

schraube in der Formulierungsentwicklung dar, die in Wirkstofffreisetzungsuntersuchun-

gen besser charakterisiert werden kann.  

Hydrocortison, das mit der Zellmembran assoziiert beziehungsweise in den Zellen ein-

geschlossen ist, wurde zusätzlich quantifiziert. Die Proben wiesen aber Konzentrationen 
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unterhalb des Detektionslimits auf. Damit ergab sich eine maximale Hydrocortison-

menge, die mit der Zellmonoschicht assoziiert ist, von 0,3 % der Gesamtdosis. Neben 

der Depotwirkung durch die Verkapselung von Wirkstoff in den Liposomen hat die ge-

wählte lipidbasierte Formulierung weitere Vorteile. So kann beispielsweise eine verlän-

gerte Verweilzeit in der Vagina durch adhäsive Interaktionen mit der vaginalen Mucosa 

und damit eine verlängerte Kontaktzeit des Wirkstoffs am Wirkort erzielt werden [45, 

133]. Zusätzlich können Liposome die Penetration unterstützen und damit tiefere Gewe-

beschichten erreichen, die auch von der anti-inflammatorischen Wirkungen des Hydro-

cortisons profitieren[134].  

3.4.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung im 

Dispersion Releaser 

Im Gegensatz zur Untersuchung der Permeabilität im zellbasierten Assay, bei der Wirk-

stofffreisetzung und Permeation gleichzeitig stattfindet, verfügt der PTDR über ein wäss-

riges Messumfeld, das im Wesentlichen durch die Zusammensetzung des Akzeptorkom-

partiments kontrolliert wird. Dadurch kann der Freisetzungsprozess des untersuchten 

Wirkstoffs aus verschiedenen Formulierungen mithilfe des PTDRs sensitiver charakteri-

siert werden. Dabei sind vor allem die Einflüsse kleiner Änderungen im Mikroumfeld der 

Formulierung auf die Freisetzungsrate von Interesse. 

Die Wirkstofffreisetzung aller vier proliposomalen Formulierungen wurde im PTDR un-

tersucht. Zusätzlich wurde eine Hydrocortison-Lösung dialysiert, um den Einfluss der 

Dialysemembran zu bewerten. Als Referenz wurde eine kommerzielle Creme mit identi-

scher Hydrocortisonkonzentration (Ebenol®) untersucht. Als Freisetzungsmedium wurde 

sVSF mit Cyclodextrinen gewählt, um der schlechten Löslichkeit des Hydrocortisons 

(0,39 mg/mL bei 37 °C) entgegenzuwirken [122]. Unter optimalen Löslichkeitsbedingun-

gen (1,46 mg/mL bei 37  °C, sink-Bedingungen [122]) zeigten alle untersuchten Proben 

eine vollständige Freisetzung innerhalb von 4 h bis 6 h. Es konnten keine Unterschiede 

zwischen den proliposomalen Formulierungen und der kommerziellen Formulierung fest-

gestellt werden (Abbildung 20, linke Abbildung, f1 < 15 und f2 > 50). Im Vergleich zum 

freien Wirkstoff zeigten die Lipid-Formulierungen eine leichte Verzögerung in der Per-

meation, was für einen erfolgreichen Einschluss des Hydrocortisons in die Liposomen-

membran sprach. Die in dem Freisetzungsmedium enthaltenen Cyclodextrine bildeten 

ein besseres Reservoir für das Hydrocortison und solubilisierten den Wirkstoff besser im 

Vergleich zum liposomalen Träger. Deshalb konnte unter sink-Bedingungen keine Dis-

kriminierung der Proben erfolgen. 
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Abbildung 20: Permeationsprofile des Hydrocortisons (HC) im PTDR, formuliert als Proliposomen (EPC, EPC+C, 

SPC, SPC+C) oder Creme (Ebenol®). Als Freisetzungsmedium diente jeweils sVSF, einmal unter sink-Bedingungen 

(linke Seite) mit Cyclodextrinen, einmal unter biorelevanten Löslichkeitsbedingungen ohne Cyclodextrin-Zusatz (non-

sink-Bedingungen, rechte Seite). Das Permeationsprofil des freien Hydrocortisons (schwarze Raute) ist jeweils in Me-

dien mit Cyclodextrin untersucht worden und dient als Referenz. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD (n = 3). Abbil-

dung modifiziert nach [122]. 

Die verschiedenen Formulierungen wurden zusätzlich unter non-sink-Bedingungen un-

tersucht, wobei die Löslichkeit des Hydrocortisons einen größeren Stellenwert einnahm 

und mit der Löslichkeit in vivo vergleichbar war. Dabei konnte eine Rangfolge der proli-

posomalen Formulierungen beobachtet werden (Abbildung 20, rechte Seite). Prolipo-

some mit EPC erreichten ein höheres Plateau von 82 % im Gegensatz zu den Prolipo-

somen mit SPC, deren Plateau bei 75 % bis 78 % lag. Die verbleibende, nicht freige-

setzte Hydrocortisonmenge entsprach der EE% mit Ausnahme der SPC-Liposomen (Ta-

belle 8). Der f1- und f2-Test wurde genutzt, um die sechs Freisetzungsprofile unter non-

sink-Bedingungen statistisch zu vergleichen. Aber die Auswertung erfolgte nicht auf Ba-

sis der Richtlinie der US-FDA für schnellfreisetzende, feste, orale Darreichungsformen, 

die eine Freisetzung von mindestens 85 % und zwölf Testeinheiten verlangt. Einige der 

untersuchten Formulierungen erreichten keine Freisetzung über 85 %. Da aber der Va-

riationskoeffizient aller Wirkstofffreisetzungen unter 5 % lag (unter dem Limit von 10 % 

für schnellfreisetzende Tabletten), konnte ein Vergleich der verschiedenen Hydrocorti-

son-Zubereitungen unter der Annahme eines mittleren Unterschiedes von 10 % ange-

nommen werden. Dabei stellte sich heraus, dass die Freisetzungsprofile der vier unter-

suchten Proliposomen vergleichbar waren (f1 < 15 und f2 > 50). Verglich man jedoch die 

Proliposomen mit der kommerziellen Creme und dem freien Wirkstoff, zeigten die lang-

samer freisetzenden Formulierungen SPC und SPC+C einen signifikanten Unterschied. 
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Zusätzlich wurden die Probenzeitpunkte nach 8 h mit einem t-Test statistisch ausgewer-

tet. Unter sink-Bedingungen wurden keine Unterschiede zwischen den untersuchten 

Proben festgestellt. Bei den Freisetzungstests unter biorelevanten Bedingungen unter-

schieden sich alle Formulierungen, außer Ebenol®, von der Probe mit freiem Hydrocor-

tison signifikant.  

Die Permeabilitätsstudien (Kapitel 3.4.2) kamen zu einem ähnlichen Ergebnis wie die 

Untersuchungen im PTDR, wobei eine statistische Interpretation aufgrund der großen 

Standardabweichung nicht möglich war. Im Allgemeinen zeigten EPC-Liposome eine 

schnellere Permeation als Liposome mit SPC. Die kommerzielle Creme verzögerte die 

Freisetzung des Hydrocortisons im Vergleich zu den Liposomen nicht und das Freiset-

zungsprofil war mit dem des freien Hydrocortisons innerhalb der ersten 3 h vergleichbar. 

Danach zeigte die Freisetzung ein Plateau bei 90 %. Die Liposome zeigen vermutlich 

bei der vaginalen Anwendung eine schwache Adhäsion am vaginalen Mukus aufgrund 

ihrer negativen Ladung [49, 124]. Deshalb sollte sich ein lokales Depot aufgrund einer 

moderaten Penetration der Liposomen in die äußere Schicht Mukosa bilden. Unter Ein-

bezug der Ergebnisse der Permeabilitäts- und Wirkstofffreisetzungsexperimente ist die 

Verkapselungseffizient EE% der wichtigste Parameter für die verzögernde Wirkung der 

liposomalen Formulierung. Dabei bildet die eingeschlossene Wirkstofffraktion in der 

Membran der Liposomen ein Depot, das für die kontrollierte Freisetzung des Wirkstoffs 

relevant ist. Weitere Formulierungen mit einer verbesserten EE% können zu einem ver-

längerten therapeutischen Effekt beitragen. 
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4 Zusammenfassung und Ausblick 

Der Dispersion Releaser ist ein dialysebasiertes Gerät, das zur Untersuchung der Wirk-

stofffreisetzung von kolloidalen Arzneistoffträgern an der Goethe Universität Frankfurt 

am Main entwickelt wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde der Prototyp des DRs ge-

meinsam mit der Firma Pharma Test Apparatebau AG (Hainburg, Deutschland) mit dem 

Ziel der Verbesserung der Anwenderfreundlichkeit und der Anpassung an die Anforde-

rungen der pharmazeutischen Industrie zu einem robusten System weiterentwickelt. Im 

Zuge der Rekonstruktion wurden die Anzahl der einzelnen Bestandteile verringert, so-

dass der PTDR fortan schneller und einfacher zusammengebaut werden kann. Außer-

dem wurde die Schraubverbindung als Kopplung zum Freisetzungstester durch eine Ba-

jonett-Kupplung ersetzt, was eine zusätzliche Zeitersparnis bei der Durchführung des 

Freisetzungstests bedeutet. Zusätzlich wurden die Maße des Donorkompartiments an-

gepasst, sodass möglichst alle kommerziell erhältlichen Dialyseschläuche mit dem 

PTDR kombiniert werden können. Die verschiedenen Vesselgrößen aus den verschie-

denen Arzneibüchern sind nach dem Umbau auch flexibel nutzbar. Dadurch kann das 

neu designte Gerät in Laboren weltweit genutzt werden. Das Ziel eine Standardmethode 

zu etablieren, wurde erfüllt. 

Neben der Anpassung des Gerätes an internationale Anforderungen wurde eine um-

fangreiche Validierung des PTDRs im Zuge dieser Arbeit vorgestellt. Dabei wurde zuerst 

eine Methode zur Untersuchung der Dichtigkeit des Systems mit Nanopartikeln aus Gold 

für die neue Konstruktion etabliert. Diese nutzte zwei weit verbreitete analytische Metho-

den, sodass Dichtigkeitsuntersuchungen auch mit anderen Membranen in anderen La-

boren weltweit durchgeführt werden können. Zum einen wird die Eigenschaft der Gold-

partikel Licht zu absorbieren genutzt, um das spezifische Absorptionsspektrum mittels 

UV/Vis-Spektroskopie nachzuweisen. Zum anderen können DLS-Messungen eingesetzt 

werden. Neben der Dichtigkeitsuntersuchung wurden weitere Einflüsse auf die Memb-

ranpermeation (Umdrehungszahl, Proteingehalt im Freisetzungsmedium) untersucht. 

Dabei konnte ein Bereich von 25 UPM bis 100 UPM als typischer Anwendungsbereich 

für Freisetzungstests festgelegt werden. Durch die Zugabe von Proteinen in das Freiset-

zungsmedium entstanden verschiedene Größenfraktionen des Wirkstoffs Diclofenac 

(frei gelöst und proteingebunden) im Donorkompartiment, die zu unterschiedlichen Per-

meationsraten führten. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Auswahl der richtigen 

Membran nicht nur abhängig von den Wirkstoff- und Formulierungseigenschaften ist, 

sondern auch von der Zusammensetzung des Mediums, wenn das Medium einen Ein-
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fluss auf die freie Wirkstofffraktion hat. Vergleichende Messungen mit zwei verschiede-

nen MWCO können das Verständnis der Wirkstofffreisetzung in verschiedenen Medien 

verbessern. Der Einfluss von Proteinen auf die Freisetzungsrate kann bewertet werden. 

Untersuchungen von zwei unterschiedlichen halbfesten Zubereitungen mit Diclofenac 

wurden das erste Mal im Dispersion Releaser untersucht. Dabei konnte unter non-sink-

Bedingungen der Einfluss der lipophilen Phase des Voltaren® Emulgels gezeigt werden. 

Das Emulgel zeigte eine bessere und vollständige Freisetzung unter den erschwerten 

Löslichkeitsbedingungen im Vergleich zum Olfen® Gel. Die Untersuchung der Wirkstoff-

verteilung mit verschiedenen Wirkstoffen in verschiedenen halbfesten Grundlagen ist 

Teil eines neuen Projektes, das auf Basis der vorliegenden Arbeit eingeworben wurde. 

Des Weiteren wurde vier proliposomale Gele im Dispersion Releaser untersucht vergli-

chen. Dabei konnte der PTDR sensitiver den Einfluss der EE% im Vergleich zum Per-

meabilitätsexperiment im zellbasierten Assay zeigen.  

Neben der Standardisierung der Apparatur wurde der Auswerteprozess mit Hilfe eines 

neuen Modells Stella Architect® entwickelt und für die Öffentlichkeit zugänglich gemacht. 

Dies ermöglicht eine einheitliche Normalisierung der Freisetzung im PTDR ohne den 

störenden Einfluss der Dialysemembran. Die Berechnung der Membranpermeations-

konstante kM ist als Dialysis Membrane Permeation Calculator (DiMeC) und die Berech-

nung der Normalisierung der Wirkstofffreisetzung aus Formulierungen als PTDR Re-

lease Normalizer (PTDR ReNo) frei im Internet zugänglich und ermöglicht eine Integra-

tion in verschiedene physiologiebasierte, pharmakokinetische Modelle. Dieses Verknüp-

fung konnte schon erfolgreich mit vier verschiedene Doxorubicin-Formulierungen durch-

geführt werden und eine Korrelation zwischen der in vivo-Plasmakonzentration und der 

in vitro-Freisetzung etabliert werden [96]. Die Normalisierung der Freisetzung eines lip-

osomalen Gels mit Rifampicin zur Behandlung von Wunden wurde auch mit dem hier 

erfolgten Auswerteprozess durchgeführt [135, 136]. 

Mittlerweile sind weitere Konstruktionsverbesserungen durchgeführt worden, die das 

Montieren des Donorkompartiments in den Käfighalter erleichtern: Statt dem Einstecken 

des Käfigs wird dieser auf den Halter aufgeschraubt. Dies gewährleistet, dass der Käfig 

immer korrekt positioniert ist und nicht versehentlich vom Anwender bewegt werden 

kann. Andernfalls könnte ein verschobener Käfig zu Abrieb führen, wenn der Innenrüher 

den Boden des Käfigs berührt. 

Das Interesse an neuen, robusten Methoden zur Untersuchung der Wirkstofffreisetzung 

ist groß und mittlerweile wird der Dispersion Releaser in verschiedenen Laboren der 

pharmazeutischen Industrie für den routinemäßigen Einsatz getestet. 
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