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1 Abkirzungsverzeichnis

Aquadest........c.oooeiiiiiiinnnnnn. Destilliertes Wasser
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DMSO ..., Dimethylsulfoxid

DSC .o Differential Scanning Calorimetry
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HIV Humaner Immundefizienz Virus
HSV i, Herpes Simplex Virus

LYyS-3 oo Tripeptid von Lysin

LYS-5 oo Pentapeptid von Lysin

LYS-7 o Heptapeptid von Lysin

N e nicht detektierbar
Na-Fluorescein..................... Natrium-Fluorescein

NaOH ... Natriumhydroxid
PG Propylenglykol
SDS..., Natriumlaurylsulfat

STABW ..o Standardabweichung

TAT e Trans-Activator of Transcription






2 Einleitung

Das Stratum corneum stellt die Hauptpermeabilitatsbarriere flir Wirkstoffe durch
die Haut dar. Deshalb wird der Entwicklung von Substanzen, die die
Hautpermeation fordern, grof3e Bedeutung zugeschrieben.

In letzter Zeit beschaftigt sich die Forschung zunehmend mit zellpenetrierenden
Peptiden, sogenannten ,Cell Penetrating Peptides® (CPPs) [1, 2]. Es handelt
sich um kationische oder amphiphile Peptide, die aus hochstens dreilkig
Aminosauren bestehen. Sie haben die Fahigkeit, konjugierte Proteine oder
Oligonukleotide beschleunigt durch zellulare Membranen zu transportieren.
Auffallig ist, dass alle bisher beschriebenen CPPs hohe Anteile der kationischen
Aminosauren Arginin oder Lysin aufweisen. Fur die vorliegende Arbeit waren
diese kationisch geladenen CPPs interessant, da die Haut durch ihre
Proteinzusammensetzung schwach negativ geladen ist [3]. Da die Diffusion
durch die Haut eine passive ist, ist auch die Molekulgrofie wesentlich. Es gibt
eine Untersuchung Uber CPPs und Hautpermeation [4]. In dieser Studie wurde
versucht, verschiedene zellpenetrierende Peptide wie z.B. ,HIV transcription
factor TATY, der aus ca. 86 bis 101 Aminosauren besteht, in die praparierte
Schweinehaut zu schleusen. Dabei sollte mittels Fluoreszenzmikroskopie die
Konzentration der Peptide in den verschiedenen Hautschichten nachgewiesen
werden. Es zeigte sich, dass nur eine geringe Menge in die Haut penetrierte,
allerdings eine transdermale Penetration fast gar nicht stattfand. Daher stellte
sich die Frage, ob Bruchstlcke solcher Peptide wie z.B. Oligopeptide aus Lysin

einen nennenswerteren Einflu auf die Hautpermeation austiben kdnnten.

Es sollte daher in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob kleine
definierte Peptide basierend auf Lysin einen positiven EinfluR auf die
Hautpermeation des Modellstoffes Na-Fluorescein haben. Dazu wurden das

Tripeptid Lys-3, das Pentapeptid Lys-5 und das Heptapeptid Lys-7 getestet.



Da in einer kirzlich veroffentlichten Arbeit dartber hinaus herausgefunden
wurde, dass Natriumlaurylsulfat (SDS), ein anionogenes Tensid, in Kombination
mit einem Polypeptid eine synergistische Wirkung ausubte, war eine weitere
Fragestellung, ob eine etwaige penetrationsfordernde Wirkung auch in

Kombination mit Oligo-Lysinen verstarkt werden wirde [5].

Daruber hinaus sollte das am besten wirksame Oligo-Lysin noch in Chitosan-
glykolsaure als Vehikel getestet werden und schliellich sollte eine mogliche
Hautinteraktion der Oligo-Lysine mittels Haut-DSC-Studien noch zusatzlich
bewiesen werden. Zunachst werden die allgemeinen Aspekte der Haut

beleuchtet.



3 Die Haut

3.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist die AulRengrenze zwischen Umwelt und Organismus. Bei einem
Erwachsenen betragt ihre Ausdehnung etwa 1,5 bis 2 m? und besitzt mit einem
Anteil von ca. 7 bis 10% seines Kdrpergewichtes eine entscheidende Abwehr-
und Schutzfunktion [6].

Wie in Abb. 3.1 ersichtlich ist der Aufbau der Haut nach auf3en durch die
Epidermis begrenzt mit der Hornschicht als oberster Schicht (Stratum
corneum). Darunter befindet sich die Dermis (Lederhaut) gefolgt von der
Subcutis (Unterhaut). Hautanhangsgebilde (Adnexen) wie Schweildrisen,
Talgdrusen, Haare und Nagel sind in die Haut eingelagert [6].

Die Hautoberflache des Menschen ist mit einem Hydrolipidfilm bedeckt, der
aus Fettsauren, Triglyzeriden, Wachsen, Aminosauren und anderen

Komponenten besteht. Er hat antimikrobielle Wirkung [7].

Talgdriise

Haarschaft

Hornschicht
Epidermis

oberer
Gefalplexus

Dermis Haarmuskel

tiefer
GefaBplexus

Subcutis

Ekkrine SchweiBdriise -

Abb. 3.1 Aufbau der humanen Haut [6]
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Epidermis
Abb. 3.2 zeigt die Epidermis als mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel,
das sich von auf3en nach innen in mehrere Schichten einteilen lasst:

- Stratum corneum (Hornschicht)

- Stratum granulosum (Koérnerschicht)

- Stratum spinosum (Stachelzellschicht)

- Stratum basale (Balsalzellschicht) [6]

Korneozyt
Stratum Lcornified envelope”
corneum

Lamellare Lipidschichten
Stratum ;
granulosum Keratohyalingranula

Odland body
Stratum
spinosum

Desmosomen
Stratum
basale Hemidesmosomen

Basalmembran

Abb. 3.2 Schematischer Aufbau der Epidermis [6]

Die tiefstgelegene Schicht, das Stratum basale, ist mit der Basalmembran

durch Hemidesmosomen verbunden und besteht aus zylindrischen Zellen. Im
Stratum basale finden Zellteilungen statt. Eine Tochterzelle wird als
Stachelzelle an das Stratum spinosum abgegeben, die andere bleibt im Stratum

basale zuriick. Das Stratum spinosum besteht aus 2 bis 5 Zellschichten. Darin

erfolgt eine VolumenvergroRerung der Keratinozyten sowie eine zunehmende
Abflachung der Zellen. Das von Keratohyalingranula gekennzeichnete Stratum
granulosum besteht aus 2 bis 3 Zelllagen. Die Keratohyalingranula sind
Vorstufen des Keratins der Korneozyten der Hornschicht. Der Umbau von
kernhaltigen zu kernlosen Keratinozyten findet beim Ubergang vom Stratum

granulosum zum Stratum corneum statt. Ein vollstandiges Durchwandern aller



Zellschichten bis hin zur Abstol3ung durch die Hornschicht dauert ca. 28 bis 30
Tage [6].

Die aulerste Schicht, das Stratum corneum, stellt das Barriere- und

Speichersystem der Haut dar und ist im Wesentlichen aus zwei
Kompartimenten aufgebaut:

- 10 bis 20 Zellschichten voll keratinisierter, abgeplatteter, kernloser
Korneozyten, die an der Oberflache standig in Form kleiner Schuppen
abschilfern

- lamellare Lipidschichten [6, 8]

Andere epidermale Zellsysteme sind Melanin-produzierende Melanozyten,

Antigen-prasentierende Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen [8].

Dermis (Lederhaut):

Die Dermis besteht hauptsachlich aus Kollagen und Elastin. Sie sorgt fur die
Elastizitat und mechanische Stabilitat der Haut.
Weiters befinden sich darin auch zahlreiche GefaRe und Nervenfasern, die fir

die Ernahrung der Haut und deren Beruhrungsempfindlichkeit zustandig sind

[7].

Subcutis (Unterhaut):

Die Subcutis besteht aus lockerem Bindegewebe und Fettzellen und dient vor
allem als Nahrstoff- und Wasserspeicher. Sie schitzt auch vor Warme und

mechanischem Einfluss [6,7].

3.2 Permeation durch die Haut

Das Stratum corneum stellt die Barriere der Haut dar. Verantwortlich dafur sind
die interzellularen Lipide. Das Zweikompartimentmodell besagt ja, dass die
Korneozyten ziegelsteinahnlich geschichtet und in einen Lipidmortel eingebettet
sind. Dieser Lipidmortel setzt sich aus Ceramiden (ca. 40 %), freien Fettsauren
(ca. 25 %), Cholesterol (ca. 25 %), Anteilen von Cholesterylsulfat (ca. 6 %) und

Triglyzeriden zusammen. Phospholipide sind keine vorhanden, dadurch lasst



sich eine Unterscheidung von anderen Biomembranen, die ja vor allem aus
Phospholipiden aufgebaut sind, vornehmen [6].

SchlieRlich erschwert aber auch der geringe Wassergehalt im Stratum corneum
die Hautpermeation [9]. Dem kann durch okklusive Bedingungen (z.B. Pflaster,
Transdermale therapeutische Systeme, Vasline) entgegengewirkt werden. Der
transepidermale Wasserverlust wird behindert und es kommt zu einem
Wasserstau in der Hornschicht. Die nun aufgequollenen Strukturen in der

Hornschicht erleichtern das Eindringen von Substanzen [6].

Penetrationsweqge

- transepidermal (intrazellular oder transzellular)

- durch Poren (transglandular oder transfollikular)

Der Porentransport ist allerdings zu vernachlassigen, da der Anteil der

Porenflache an der Gesamtflache der Haut nur etwa 0,1 bis 1% betragt.

Interzelluldre Passage Transzelluldre Passage

Plasma-
membran

Interzellularer
Raum Lipid Wasser  Cholesterol  Triglyceride Matrix Keratin

Abb. 3.3 Transportwege durch das Stratum corneum [6]

Abb. 3.3 zeigt die beiden bevorzugten Penetrationswege, namlich die
interzellulare und die transzellulare Route. Der interzellulare Weg ist eher fur

lipophile Stoffe bestimmt, wobei mit steigender Polaritat der transzellulare Weg
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uberwiegt [9]. Sehr gute Voraussetzungen flr die Penetration in das Stratum
corneum sind gegeben, wenn der Wirkstoff lipophil ist und eine gewisse

Wasserldslichkeit besitzt [7].

Fick 'sches Diffusionsgesetz

Der Wirkstofftransport durch die Haut wird durch das Fick'sche
Diffusionsgesetz  beschrieben. Die Diffusionsgeschwindigkeit steht in

Abhangigkeit von der Kontaktflache und dem Konzentrationsgradienten.

am_ p.g.9C
dt dx
dm o
P Massestrom pro Zeiteinheit
D........ Diffusionskoeffizient
Foreennns Querschnittsflache (Kontaktflache)
Z—C ......... Konzentrationsdifferenz pro Wegstrecke (Konzentrationsgradient) [9]
X

3.3 Penetrationsenhancer

Stoffe, die in der Lage sind, den Widerstand der Hornschicht gegenuber der
Passage von Arzneistoffen herabzusetzen und deren Hautpermeation zu
erleichtern werden als Penetrationsenhancer oder Penetrationsbeschleuniger
bezeichnet [7].

Penetrationsfordernde Substanzen mussen pharmakologisch inert sein und
durfen kein irritatives oder allergenes Potential besitzen. Eine vollstandige
Regenerierung der Barrierefunktion der Haut nach Absetzen der Substanz
sollte gewahrleistet sein [9].

Die Lipide der Haut liegen in einem starren, gelartigen Zustand vor, der durch
Penetrationsenhancer verandert werden kann. Es kommt zu Wechselwirkungen
der Enhancer mit den Lipidstrukturen der Haut. Dies fihrt dann zu einer
Stérung der molekularen Organisation der Lipide und schliel3lich zu einer

Packungsumordnung der Lipidkorper. Anstelle der echtkristallinen bilden sich



flissigkristalline oder sogar amorphe Zustande aus. Eine Abnahme der Rigiditat
ist die Folge. Zusatzlich spielen auch Hydratation und die Anderung des
Verteilungsverhaltens des Wirkstoffes zwischen lipophiler und wassriger Phase
eine grofRe Rolle [6,9].

Nun wird ein Uberblick Uber die verschiedenen chemischen

Penetrationsenhancer gegeben.

Sulfoxide

Dimethylsulfoxid (DMSQ) ist ein dipolar aprotisches Losungsmittel, stark
hygroskopisch und mit Wasser in jedem Verhaltnis mischbar. Es fungiert
ausschlieBlich als Protonenakzeptor. Mit Wasser kann DMSO um
Wasserdonatoren konkurrieren. DMSO férdert die Penetration von ionischen
und nichtionischen Molekulen mit einer Molmasse <3000. Es wird in
Konzentrationen bis 60% eingesetzt.

DMSO wirkt als Penetrationsenhancer dadurch, dass es seine Fahigkeit als
Protonenakzeptor nutzt. Es verdrangt Wasser von den polaren Kopfgruppen der
interzellularen Lipide und es entstehen solvatisierte Kanale zwischen den
Bilayerschichten. Eine Verringerung der Packungsdichte der Lipidmolekule und
somit eine erhdhte Fluiditat sind die Folge. Als Nebeneffekt treten anfangliche
Hautirritationen sowie der durch den Metaboliten Dimethylsulfid verursachte
knoblauchahnliche Mundgeruch und Geschmack auf.

Ein weiteres penetrationsforderndes Sulfoxid ist Decylmethylsulfoxid (DCMS).
Die optimale Kettenlange betragt C1o. DCMS wirkt bereits ab Konzentrationen
von 0,1%. Die Penetration polarer Wirkstoffe wird durch DCMS mehr geférdert
als die von unpolaren Wirkstoffen. DCMS andert die Konformation und offnet
auf diese Weise Kanale [6, 11, 12].

Alkohole

Alkohole extrahieren Lipide und Proteine, dies flhrt zu einer erhdhten Porositat
des Stratum corneum und die Passage hydrophiler Substanzen wird erleichtert,
wobei die Loslichkeit des Arzneistoffes aber mit steigendem Alkoholgehalt
abnimmt. Die Penetrationssteigerung hangt auch von der Kettenlange des

Alkohols ab. In Studien mit Indomethacin wurde eine Verbesserung der
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Penetration bis zu einer Kettenlange des Alkohols von Cg beobachtet,

langerkettige Alkohole mindern die Penetrationsgeschwindigkeit wieder [6, 12].

Polyole

Zum einen hat Propylenglykol (PG) Loésungsmittelfunktion fur den Wirkstoff,
zum anderen geht aus thermodynamischen Untersuchungen hervor, dass PG
Solvatationseffekte auf die Keratine ausubt, indem es dort vorhandene
Wasserstoffbindungsstellen besetzt. Die Lipidstrukturen der Hornschicht
werden jedoch nicht angegriffen. Deswegen wird PG auch oft mit einem
Penetrationsvermittler wie Azone® oder Olsdure kombiniert, der diese

Lipidstrukturen angreift [12].

Alkane

In Studien wurden C7 bis C4s Alkane verwendet und die Penetration untersucht.
Ergebnisse besagen, dass sie die Barriereeigenschaften der Haut verandern,

ohne sie zu zerstoren [11].

Langkettige Fettsauren

Die optimale Wirkung im gesattigten Zustand liegt bei einer Kettenlange
zwischen Cg und C+2. Die penetrationssteigernde Wirkung der Fettsauren hangt
auch von der Lage, Anzahl und vom Typ (cis/trans-lsomerie) der
Doppelbindungen ab. Ungesattigte Fettsauren besitzen eine bessere Wirkung
als gesattigte Fettsauren und cis-lsomere sind wirksamer als trans-Isomere. Die
Wirkung der Fettsduren beruht auf einer Zerstérung der interzellularen
Lipidbilayer. In unzahligen Studien wurde Olsaure [13] als penetrationsférdernd
identifiziert [11, 12].

Ester

Beispiel fur einen penetrationsfordernden Ester ist Ethylacetat, das polare,
wasserstoffbindende und wasserlésliche  Eigenschaften  besitzt. Der
Wirkungsmechanismus ist dem des DMSO a&hnlich. Es wird eine
Solvatationshulle um die polaren Kopfgruppen des Lipids gebildet. Dies hat eine

Stérung der Packungsordnung der Lipide zufolge, die Fluiditat und somit die

11



Penetration werden gesteigert. Es wurde Methylpropionat und Butylacetat als

Penentrationsforderer eingesetzt [11].

Amine und Amide

- Harnstoff

Harnstoff findet in der Dermatologie schon lange Anwendung als
hydratisierendes Mittel bei Neurodermitis, Psoriasis und Hyperkeratosen.
Aufgrund  keratolytischer  Eigenschaften wird Harnstoff auch als
Penentrationsenhancer eingesetzt. Die Wirkung erfolgt durch eine
Wechselwirkung mit den Keratinozyten. Wasserstoffbricken werden gespalten
und somit der Wasserhaushalt geandert. Dies flhrt zu einer erhdhten
Durchlassigkeit der Hornschicht. Es wurden auch zyklische Harnstoffderivate
eingesetzt, die durch die Enzyme der Haut metabolisiert werden und somit eine

verminderte Toxizitat besitzen [6].

- Dimethylacetamid (DMA) und Dimethylformamid (DMF)

In geringen Konzentrationen greifen DMA und DMF die Keratinregionen an, in
hohen Konzentrationen jedoch werden die Lipiddomanen zum Ziel, wobei sie
eine Solvatationshille um die polaren Kopfgruppen der Lipide bilden und somit

den Lipidordnungszustand andern und die Fluiditat erhdhen [11].

- Pyrrolidone

Pyrrolidone sind apolare, diprotische Verbindungen, z.B. 2-Pyrrolidon und N-
Methylpyrrolidon. In niedrigen Konzentrationen werden zunachst die
Keratinstrukturen angegriffen, in hoheren Konzentrationen wird der Lipidaufbau
verandert. N-(2-Hydroxyethyl)-2-pyrrolidon und dessen Fettsaureester zeigen
eine sehr variable Lipophilie durch Einfigen von unterschiedlichen funktionellen
Gruppen. Die Lipophilie kann durch Verlangerung der Alkylseitenkette erhoht
werden, durch Einfuhrung von Carboxylgruppen kommt es zu einer
Verringerung der unpolaren Natur der Substanz. Die Penetrationseigenschaften

sind stark vehikelabhangig [6, 12].
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- Azone®

1-Dodecylazacycloheptan-2-on (Laurocapram, Azone®) ist eine Verbindung, die
sowohl aus Elementen von Pyrrolidon als auch aus DCMS besteht. Ein grofRer
Vorteil besteht in der mdglichen Anwendung sehr niedriger Konzentrationen
(1 bis 5%). Azone® ist ein guter Penetrationsenhancer fiir lipophile und auch fiir
hydrohile Substanzen. Der Effekt Iasst sich durch Zugabe eines Kosolvens wie
z.B. Propylenglykol steigern. Der Wirkmechanismus dieser Kombination lasst
sich so erklaren, dass Azone® durch Wirkung auf die Lipiddoppelschichten den
interzelluldaren Penetrationsweg beeinflusst und das polare PG die
transzellulare Route verbessert, indem es mit den intrazellularen Proteinen
interagiert. DSC Untersuchungen zeigen eine Minderung der charakteristischen
Phasenubergangstemperatur in den Modelllipiden. Den besten Effekt zeigen
Aza-Cycloalkanone mit einer Kettenlange von C,, die Ringgrélie hingegen ist
weniger ausschlaggebend. Studien ergaben, dass trans-Doppelbindungen

weniger Hautirritationen verursachen [6, 11, 12].

Terpene

Mono- und Sesquiterpene besitzen eine erhohte Penetration von verschiedenen
Arzneistoffen. DSC Studien weisen auf eine Zerstérung der interzellularen
Lipidbarriere hin [11].

Oberflachenaktive Substanzen

Im Allgemeinen wirken kationische Tenside starker als anionische. Diese
wiederum wirken destruktiver auf die Haut als nichtionische. Als Beispiele fur
oberflachenaktive Substanzen sind Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB,
kationisch) und Natriumlaurylsulfat (SDS, anionisch) anzufiihren. Sie entfernen
den Schutzfilm der Hautoberflache und andern somit die Barriereeigenschaften
der Haut [11].

Biologisch abbaubare Penetrationsenhancer

Ziel der Entwicklung biologisch abbaubarer Penetrationsenhancer ist die
reduzierte lokale und systemische Toxizitat. Ein  Vertreter st

Dodecyl N, N-dimethylaminoacetat (DDAA). Mit wachsender Kettenlange des
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N, N Dialkylrestes nimmt die Aktivitat dieser Substanzklasse ab.
Dodecyl-2-methyl-2-(N, N-dimethylaminoacetat) (DDAIP) entsteht durch
Substitution eines Wasserstoffatoms der Acetateinheit des DDAA durch eine
Methylgruppe. Studien ergaben, dass DDAIP eine bessere Wirkung aufweist als
DDAA [6, 11].

Cyclodextrine

Cyclodextrine sind biologisch gut vertragliche Subtanzen. Je nach Anzahl der
Glucoseeinheiten unterscheidet man a, 3, y Cyclodextrine. Es wird diskutiert, ob
lipophile Stoffe in den durch den Ring gebildeten Hohlraum eingebaut werden

konnen und die Ldslichkeit dieser Stoffe erhohen kdnnen [11].

Physikalische Methoden

Neben den chemischen Penetrationsférderern sind auch noch die
physikalischen Methoden zu erwahnen. Mittels lontophorese werden ionogene
Arzneimittel mithilfe elektrischen Stromes in die Haut eingebracht. Diese
Methode ist vor allem fur Lokalanasthetika wie Lidocain oder fur Proteine und
Peptide geeignet. Die Wirkstofffreisetzung erfolgt aus einem kathodischen bzw.
anodischen Reservoirsystem. Dadurch wird eine kontinuierliche Freigabe
erzielt.

Ein weiteres Verfahren ist die Phonophorese. Dabei werden mittels Ultraschall
Wirkstoffe in die Haut eingebracht. Als Ubertrager der Ultraschallwellen werden
Gelformulierungen und Propylenglycol/Wasser- Mischungen verwendet. Der
genaue Wirkmechanismus ist noch unklar. Es wird aber angenommen, dass die
Energie der Ultraschallwellen in der Haut zu einer thermischen und
mechanischen Beanspruchung flhrt, die zu Veranderungen in der Hornschicht
beitragt und so die Aufnahme des Wirkstoffes fordert [6, 11].

Im folgenden Kapitel werden die Stoffe, die in der vorliegenden Arbeit

Verwendung fanden, beschrieben.
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4 Additiva

4.1 Oligo-Lysine

L-Lysin

2
OH
HZNM

O

Summenformel
CsH14N202

Relative Molekulmasse
146,2 g/mol

Synonyme

L-Lys, (S)-a, e-Diaminocapronsaure, (S)-2, 6-Diaminohexansaure

Schmelzpunkt
224 C°

Saure/Basen Eigenschaften
pK4 (a -COOH) = 2,16

pKz (a -NH3") = 9,18

pKs (Seitenkette) = 10,79
Loslichkeit

wasser- und alkoholl6slich

Kontraindikation

Acidose, Leberinsuffizienz

Definition und Eigenschaften

Lysin ist eine essentielle basische Aminosaure und muss daher mit der
Nahrung aufgenommen werden. Sie ist bei neutralem pH Wert ionisiert und
somit positiv geladen. Sie kommt in Form von farblosen Nadeln (in Wasser)
oder in Form von hexagonalen Plattchen (in EtOH verdunnt) vor. Lysin ist in
Getreideproteinen und in anderen pflanzlichen Nahrungsmitteln nur in

begrenzter Menge vorhanden. Tierische Proteine hingegen enthalten viel Lysin
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(Milch, Eier, Fisch und Fleisch). Hitzebehandelte Lebensmittel enthalten fast
kein Lysin, da es Maillard-Reaktionen mit Zuckern oder Isopeptid-Bindungen
eingeht [10, 14, 15, 16, 17, 18, 19].

Anwendung findet Lysin vor allem als Nahrungsmittelzusatz bei proteinarmer
Erndhrung und in medizinischen Infusionslésungen. Es wird auch gegen
Herpes Simplex Infektionen benutzt. Herpes Viren bendtigen zum Wachstum
oder fur die Replikation Arginin. Lysin konkurriert mit Arginin um eine bessere
Absorption und den Eintritt in die Gewebezellen. Lysin schaltet somit Arginin
aus und hemmt das Wachstum der Herpes Viren [20].

Da Lysin die Resorption von Calcium erhoht und die renale Ausscheidung
vermindert, fordert es das Knochenwachstum und kann zur Prophylaxe oder
maoglichen Therapie der Osteoporose eingesetzt werden [16].

Eine weitere Anwendung findet Lysin bei der metabolischen Alkalose und als
Antifibrinolytikum. Antifibrinolytika verhindern die Spaltung von
Peptidbindungen, an denen Lysin beteiligt ist. Dadurch wird die Proteolyse von
Plasminogen zu Plasmin gehemmt [21].

Als Baustein von Kollagen ist Lysin ein wichtiger Bestandteil der Gefallwande
und koénnte mdglicherweise auch bei Herzgefallerkrankungen eingesetzt
werden.

Lysin ist auch oft im aktiven Zentrum von Enzymen anzutreffen, wo es Co-
Faktoren und Substrate kovalent bindet [18].

Abgebaut wird Lysin in der Leber Uber Pipecolinsaure zu Acetoacetyl-CoA und
dann zu Acetyl-CoA. Bei Faulnis geht es in Cadaverin uber [10, 14].

Lysinintoleranz

Mangel an L-Lysin-Dehydrogenase

Hyperlysindmie

Mangel an Lysin-Oxoglutarat-Reduktase [16]
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Bei der vorliegenden Arbeit wurden die durch Festphasensynthese

hergestellten Oligo-Lysine Lys-3, Lys-5 und Lys-7 verwendet.

Lys-3 Lys-5
relative Moleklilmasse: 402 g/mol relative Molekllmasse: 658 g/mol
H\ —H H\ H
H /H N N/H H‘N/
=N
o)
H 0]
| 0 H (0] H
N o H /S N \NJ\OH
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Lys-7

relative Moleklilmasse: 914 g/mol
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4.2 Natriumlaurylsulfat (SDS)

Struktur

O _
C et o0 N,
Summenformel
C12H25Na04S

Relative Molekilmasse
288,4 g/mol
Synonyme

Natrii laurilsulfas Ph.Eur., Natriumdodecylsulfat, Natrium laurylsulfuricum

Schmelzpunkt

204 — 207 C°
Loslichkeit

leicht 16slich in Wasser unter Bildung einer opaleszierenden Losung, teilweise
I6slich in Ethanol

Inkompatibilitaten

mit einigen Alkaloidsalzen, mit quaternaren Ammoniumsalzen, mit Blei- und

Kaliumsalzen kommt es zur Fallung

Definition und Eigenschaften

Natriumlaurylsulfat ist ein Gemisch von Natriumalkylsulfaten, das hauptsachlich
aus Natriumdodecylsulfat besteht. Es enthalt mindestens 85%
Natriumalkylsulfate und kommt in Form von weil3en bis gelblichen Kristallen
oder Pulvern vor [10, 22, 23].

Natriumlaurylsulfat gehoért zur Gruppe der anionischen Tenside. Es ist ein
Schwefelsaureester, der durch Umsetzung von hoheren Fettalkoholen mit

Schwefelsaure entsteht.
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Die Lange der hydrophoben Alkylkette beeinflusst die Permeationsraten durch
die Haut. Tenside mit 10 oder 12 unverzweigt angeordneten C-Atomen zeigen
den hochsten Einflul3 auf die Hautpermeation.

Die Wirkung dieser Tenside auf die Hautoberflache hat eine Entfernung des
Schutzfilmes der Haut zufolge. Weiters werden Lipide aus der Hornhaut geldst.
Dies fuhrt zu einer erhéhten Durchlassigkeit der Hornhaut fir andere Stoffe. Da
die anionischen Tenside ein Anschwellen der Hornschicht induzieren, werden
Hydratationseffekte vermutet, die auch an der penetrationssteigernden Wirkung
beteiligt sind [7, 12, 24].

Anwendung

Natriumlaurylsulfat wird als Emulgator in Salben und Cremes und als
Netzmittel in festen Arzneiformen verwendet [10, 9].

In Zahnpasten wird es zur Schaumentwicklung eingesetzt, wobei nur
Konzentrationen bis 1% erlaubt sind, da hdhere Tensidkonzentrationen die
Ruckbildung des Zahnfleisches (Parodontose) fordern [24].

In Studien wird auch auf einen Zusammenhang mit der Enstehung von Aphten
im Mund und der Verwendung von SDS-haltigen Zahnpasten hingewiesen [25].
Natriumlaurylsulfat findet auch Anwendung in der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese. Diese wird zur Molekulargewichtsbestimmung
von Proteinen verwendet. Als Trager dient ein hochvernetztes
Polyacrylamidgel. Die Proteine werden in einer wassrigen Losung
aufgenommen, die negativ geladenes SDS enthalt. SDS bindet mit seinem
Fettsaureanteil an die hydrophoben Bezirke des Proteins. Das Molekul geht
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen ein. Zusatzlich werden
Disulfidbricken durch Zugabe einer reduzierenden Thiolverbindung wie [3-
Mercaptoethanol oder Dithiothreitol aufgespalten. Die durch das SDS negativ
geladenen Proteine wandern bei der Elektrophorese durch das
Polyacrylamidplattengel in Richtung positiver Elektrode. Die Proteine werden
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt, da kleine Proteine schneller durch
die Poren des Polyacrylamidgels wandern. Durch Farbung mit einem speziellen
Farbstoff werden die Proteine dann sichtbar gemacht und man erhalt eine
lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus der Molmasse und den

Wanderungsstrecken der Proteine. Die Molmassen der Proteine lassen sich
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durch Standards, die in einer Parallelspur mitgelaufen sind, ermitteln [26, 27,
28].

In einigen Studien mit Zellkulturen wird auch die mogliche Anwendung von SDS
in topisch vaginalen Formulierungen beschriecben. Es kann in
Gelformulierungen eingearbeitet werden, die antimikrobiell wirken und die
Infektiositat von Herpes Simplex Viren (HSV) der Stdmme 1 und 2 und dem
Humanen Immundefizienz Virus (HIV) Typ 1 reduzieren [29].

4.3 Chitosan-glykolsaure

Chitosan

Struktur

2 ? [31]

Gewinnung

Chitosan wird durch Deacetylierung von Chitin gewonnen.

Chitin ist ein natlrlich vorkommendes N-haltiges Polysaccharid. Es ist ein
Homopolymer aus B 1—4 verknlpftem N-Acetylglucosamin und bildet die
wichtigste Gerustsubstanz der Insekten und Mollusken. Es kommt auch in
Wurmern, Bakterien, Pilzen und Flechten vor. Chitin ist farb-, geschmack- und

geruchlos und besitzt sehr schlechte Losungseigenschaften [10, 15, 22].

Eigenschaften und Anwendung

Das durchschnittliche Molekulargewicht des kationischen Polymers Chitosan
betragt 3800- 20000 g/mol und ist zu 65% bis 95% deacetyliert.

Unter neutralen oder basischen Bedingungen besitzt Chitosan freie
Aminogruppen und ist in Wasser unléslich. Im Sauren hingegen erfolgt eine

Protonierung der Aminogruppen und es wird somit wasserloslich. Weiters ist
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Chitosan in verdinnten Sauren (auler Schwefelsaure), wassrigem Methanol
und in Glycerin I6slich.

Chitosan verursacht keine allergischen Reaktionen, ist nicht toxisch und wird
leicht vom Organismus abgebaut. Weiters besitzt es mukoadhesive und
wundheilende Eigenschaften, wirkt antimikrobiell und zeichnet sich durch seine
gute Biovertraglichkeit aus.

Chitosan wird in der Entwicklung von Nano- und Mikropartikeln genutzt, sowie
in der Herstellung von Hydrogelen. Eine weitere Anwendung findet Chitosan in
der Augenheilkunde, in der Haarkosmetik und als Hilfsstoff bei der
Tablettenherstellung. Es kann auch zu Faden verarbeitet werden, die flr
chirurgische Zwecke geeignet sind [18, 30, 31].

Man nimmt an, dass chitosanhaltige Hydrogele mit dem Stratum corneum
interagieren und somit die Loéslichkeit des Arzneistoffes in der Haut erhdhen
[31]. Mdglicherweise wird eine Steigerung der Permeabilitdit des Stratum
corneum auch durch Okklusion erreicht [33].

Chitosanhaltige Hydrogele konnen in chemische und physikalische Hydrogele
unterteilt werden. Chemische Hydrogele werden durch irreversible kovalente
Crosslinker gebildet, physikalische Hydrogele hingegen zeichnen sich durch
reversible, ionische Crosslinker aus. Bei der vorliegenden Arbeit wurde als

Crosslinker Glykolsaure verwendet [34].

Glykolsaure

T on
HO

Summenformel

C2oH403

Relative MoleklUlmasse

76, 05 g/mol
Loslichkeit

wasserloslich
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pK, Wert
3,83
Schmelzpunkt
77-78 C°
Siedepunkt
100 C°

Eigenschaften und Anwendung

Glykolsaure kommt als Kristall vor, sie ist farblos und geruchlos [10, 35].
Chemisch wird Glykolsaure zu den a-Hydroxysauren gezahlt. Das sind
organische Carbonsauren mit einer Hydroxylgruppe in a-Stellung, also an dem
der Carboxylgruppe benachbarten C-Atom. Glykolsaure oder
Hydroxyessigsaure (HO-CH,-COOH) ist die einfachste a-Hydroxycarbonsaure
und wird aus Weintrauben und Zuckerrohr gewonnen.

Glykolsaure wirkt auf die Haut sowohl epidermal als auch dermal. Geringe
Konzentrationen von Glykolsdure flhren im Stratum corneum zu einer
Verringerung der Kohasion zwischen den Korneozyten und zu einer Ablosung
eines groRen Teils des Stratum corneums. Gleichzeitig stimulieren a-
Hydroxysauren die Zellteilungsaktivitat der Keratinozyten und fiihren zu einer
Zunahme der Epidermisdicke. a-Hydroxysauren besitzen auch
feuchtigkeitsspendende Wirkung und belegen eine erhohte Produktion von
Kollagen durch die Fibroblasten der Dermis. Das hat eine Verdickung der
Dermis zur Folge und damit eine Milderung von Falten.

Anwendung finden a-Hydroxysauren vor allem in der Kosmetik als Anti- Age
und Peeling Produkte und in der Dermatologie bei Erkrankungen, die mit einer
ubermafligen Verhornung einhergehen, wie z.B. bei Akne, Psoriasis,
Ichthyosen, zur Beseitigung von Warzen und bei verschiedenen Ekzemen.

Je hoher die Konzentration und je niedriger der pH-Wert, desto besser sind die
Wirkungen der a-Hydroxysauren, aber auch die Hautirritationen nehmen zu [36,
37].
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FiUr das Hydrogel wurde das Salz Chitosan-glykolsaure verwendet. Dieses Salz
wurde hergestellt, indem zur sauren Ldsung von Chitosan eine bestimmte
Menge an Glykolsaure gegeben wurde. Nach einigen Reinigungsschritten
mittels Dialyse und anschlieBender Lyophilisation wurde das Chitosan-

glykolsaure Salz erhalten.

Chitosan-glykolsaure

/\/\/\/ (;O>( o) O_HO

23



24



5 Diffusionsversuche

5.1 Praparation der Schweinehaut

Fir die Diffusionsversuche wurde porcine Haut verwendet, da die
Zusammensetzung porciner Haut der humanen Haut ahnlich ist. Die Haut
wurde mittels Dermatom auf 1,2 mm bzw. 1 mm geschnitten und zur
Aufbewahrung eingefroren. Bei allen vorliegenden Untersuchungen wurden
Hautstlicke von drei verschiedenen Individuen verwendet. Diese wurden als
Species 1, Species 2 und Species 3 bezeichnet. Da sich die Dicke (Species 1:
1,2 mm, Species 2 und 3: 1 mm) auf die Hohe der Permeabilitat auswirkte, ist
fur alle weiteren Untersuchungen jeweils angegeben, von welcher Species die

Hautsticke stammten.

5.2 Freisetzungsmodell

Abb. 5.1 zeigt den schematischen Aufbau einer Franz-Diffusionszelle. Sie
bestent aus zwei Glasteilen, dazwischen wird das Hautstick (mit der
epidermalen Seite nach oben) durch eine Metallklammer fixiert. Im unteren Teil
der Franz-Zelle wird ein Magnetruhrer eingebracht, damit das Akzeptormedium
mit dem diffundierten Arzneistoff homogen verteilt wird und sich das
Diffusionsgleichgewicht schneller einstellt. Dann wird ca. 2 ml Akzeptormedium

(Phosphatpuffer pH 7,4) luftblasenfrei eingebracht.
FQ—- — —— Zubereitung

<«—— Schweinehaut

<4—— Akzeptormedium

I'.
\
L

Abb. 5.1 Schematischer Aufbau der Franz-Diffusionszelle
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5.3 Versuchsanordnung

Die Hautstucke wurden in die Franz-Zellen, die bereits mit Akzeptormedium
befullt sind, eingespannt und mit jeweils 100 pl einer Losung bzw. 0,1 g oder
0,2 g eines Gels 14 h lang impragniert.

Es wurden mindestens drei Parallelversuche durchgefiuhrt. Da jedoch bei den
vorliegenden Untersuchungen sehr grolde interindividuelle
Permeationsunterschiede festgestellt wurden, sind Kontrollimpragnierungen pro
Species durchgeflhrt worden.

Folgende Impragnierungen wurden durchgefihrt:

= 50%iger EtOH
= Aqua dest.
= SDS
% = 1,2 und 3 mM Lys-3 in 50%igem EtOH
8 = 1,2 und 3 mM Lys-5 in 50%igem EtOH
7 = 1%iges Lys-5 (=0,015 M) in Aqua dest.
= 1,2und 3 mM Lys-7 in 50%igem EtOH
= Kombinationen
=  50%iger EtOH
* Agua dest.
% » Chitosan-glykolsaure Gel
§ = 2 mM Lys-7 in 50%igem EtOH
» » Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 bzw. 10 mM Lys-7
= 50%iger EtOH
g = 2mM Lys-7 in 50%igem EtOH
é = Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7
%)
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Abb. 5.2 Franz-Diffusionzellen im Wasserbad

Die Impragnierungen wurden von der Haut vollstandig aufgenommen, Reste
des Gels jedoch mussten vor dem Diffusionsversuch vorsichtig mit einer
Klchenrolle entfernt werden. Nach der Einwirkzeit von 14 h wurden die Franz-
Zellen in einem Wasserbad von 32°C temperiert. Nach ca. einer Stunde
Equilibrierung wurden 600 pl einer 0,1%igen Na-Fluorescein Ldsung
(Phosphatpuffer pH 7,4) aufgetragen und mit einem Deckglas vor Verdunstung
geschitzt. Danach wurde stlndlich das gesamte Akzeptormedium fir die
Analytik entnommen und durch frischen Phosphatpuffer pH 7,4 ersetzt. Der
Versuch wurde neun Stunden lang durchgefiihrt, wobei eine stindliche
Probenziehung erfolgte. Danach wurden die gesammelten Lésungen in den
Eppendorfgefalen 6 Minuten lang bei 11000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert, damit sich madglicherweise darin befindliche Hautpartikeln
absetzten. Vom Uberstand wurden jeweils 300 pl auf einer Mikrotiterplatte
aufgetragen und der Na-Fluoresceingehalt spektrophotometrisch bestimmt.

Im Folgenden wird die Herstellung der verwendeten Materialien und der
verschiedenen Losungen bzw. der Gele, die zur Impragnierung bendtigt

wurden, beschrieben.

27



Phosphatpuffer pH 7.4

Als Akzeptormedium dient ein Phosphatpuffer pH 7,4. Zur Herstellung dieses
Puffers werden in einem 1000 ml Messkolben 1,7 g Kaliumdihydrogenphosphat
(wasserfrei) und 1,78 g Dinatriumhydrogenphosphat (wasserfrei) eingewogen
und mit Aqua dest. aufgeflllt. Nach vollstandiger Losung beider Komponenten
wird der pH Wert mittels einer pH Elektrode Uberpruft und gegebenenfalls auf
pH 7,4 justiert.

0,1%ige Na-Fluorescein Losung

Na-Fluorescein dient als Modellarzneistoff. Zur Herstellung einer 0,1%igen Na-
Fluorescein Losung werden 10 mg Na-Fluorescein in 10 ml Phosphatpuffers pH

7,4 gelost.

50%iger Ethanol (V/V)

Dafur werden 5,15 ml Aqua dest. mit 4,25 ml 96%igem Ethanol gemischt.

0,1%ige SDS Losung

Eine 0,1%ige SDS Lo6sung wird durch Lésen von 10 mg SDS in 10 ml Aqua

dest. bzw. fur einen weiteren Versuch in 10 ml 50%igem EtOH hergestellt.

Ethanolische Lys-3, Lys-5 und Lys-7 LOosung

Von jedem Polypeptid werden jeweils 1 mM, 2 mM und 3 mM Losungen in

50%igem Ethanol hergestellt.

1%ige wassrige Lys-5 Losung (£0,015 M)

Far die Herstellung einer 1%igen Lys-5 Losung werden 10 mg des Lys-5 in 1 ml

Aqua dest. gelost.

Kombinationen

Folgende Kombinationen wurden hergestellt:
1 mM Lys-5 in 0,1%igem SDS
1 mM, 2 mM und 3 mM Lys-7 in 0,1%igem SDS
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Chitosan-glykolsaure Gel

Chitosan-glykolsaure liegt als Lyophilisat vor. Etwa 0,1 g der Chitosan-
glykolsaure werden mit Aqua dest. auf 5 g erganzt und Uber Nacht quellen
gelassen. Das enstandene lysinfreie Gel dient als Kontrolle. Lys-7 wird in
dieses Gel eingearbeitet, sodass eine Endkonzentration von 2 mM bzw. 10 mM

erreicht wird.
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6 Analytik

6.1 Na-Fluorescein

Struktur

2 Na

Summenformel

C20H1oNaz0s

Relative Molekilmasse
376,3 g/mol

Synonyme

Fluoresceinum natricum, 2-(6-Hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-benzoesaure
Loslichkeit

leicht 10slich in Wasser, l6slich in Ethanol 96%, unl6slich in Dichlormethan und
Hexan

Eigenschaften

- orangerotes, feines, hygroskopisches, geruchloses Pulver

- die wassrige Losung ist von starker gelbgruner Fluoreszenz, auch in
starkster Verdunnung

- Fluoreszenz verschwindet beim Ansauern und tritt beim Zusatz von Alkali
wieder auf

Anwendung

Na-Fluorescein wird als diagnostisches Hilfsmittel bei Gallenblasen- und

Darmoperationen verwendet sowie zur Untersuchung unterirdischer

Wasserlaufe und zur Beobachtung von Verunreinigungen durch Abwasser.

Die wichtigste Verwendung jedoch findet Na-Fluorescein in der

Fluoreszenzangiographie. Die Fluoreszenzangiographie ermoglicht eine
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Darstellung des retinalen und uvealen Gefalisystems bzw. Blutflusses am
Augenhintergrund. Es wird eine 2%ige Loésung von Na-Fluorescein in eine
Armvene injiziert. Der Farbstoff gelangt Uber den Blutkreislauf in die Blutgefalle
der Augen und verteilt sich dort. Na-Fluorescein wird mit blauem Licht angeregt
und strahlt hellgrines Licht ab. Mit einer speziellen Kamera werden
Fotographien gemacht und somit die Hamodynamik der Netzhautzirkulation
erfasst. Die Na-Fluoresceinlosung wird Uber die Niere ausgeschieden, wodurch
der Urin orange gefarbt ist. Die Na-Fluoreszenzangiographie wird zur Diagnose
von Netzhaut- und Aderhauterkrankungen verwendet. Beispiele daflr sind
Retinopathia diabetica, Makuladegeneration und degenerative Erkrankungen
des Pigmentepithels [10, 14, 38, 39].

Eine weitere Anwendung findet Na-Fluorescein im  sogenannten
Fluoresceinversuch. Es erfolgt eine Untersuchung des Tranenabflusses, indem
eine Fluoresceinlésung in den Bindehautsack eingetraufelt wird, die beim

Gesunden in der Nase erscheint und das Taschentuch gelb-grin farbt [14].

6.2 Prinzip der Fluorimetrie und Aufbau eines Fluorimeters

Fluorimetrie

Bei der Fluorimetrie handelt es sich um eine Methode, bei der Molekule durch
Licht zur Fluoreszenz angeregt werden. Die Intensitat des Fluoreszenzlichtes ist
direkt proportional zur Konzentration der Substanz [40, 41].

Elektronenanrequng und Fluoreszenz

Elektronen konnen sich nur auf ganz bestimmten Bahnen bewegen,
sogenannten Orbitalen. Diese Orbitale sind paarweise mit Elektronen
entgegengesetzten Spins besetzt, sie befinden sich im Singulettgrundzustand
(So). Unter Beibehaltung der Spinrichtung kann ein Elektron durch Aufnahme
elektromagnetischer Strahlung in ein energiereicheres, nicht besetztes Orbital
wechseln. Es befindet sich dann in angeregten Singulettzustanden (S4, S;), die
jedoch instabil sind und das Molekul deshalb wieder in den Grundzustand
zuruckkehrt. Dabei wird die zuvor aufgenommene Anregungsenergie durch

Aussendung von Licht wieder abgegeben [41, 42].
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Das Anregungslicht ist energiereicher als die Emissionsstrahlung. Das kann mit
einem von Jablonski entwickelten Termschema verdeutlicht werden [41]. Abb.
6.1 zeigt Absorptionsibergange vom untersten Schwingungszustand des
Grundzustandes (Sp), die auf verschiedenen Schwingungsniveaus des
Anregungszustandes (Sq, Sy) fuhren. Die Emissionsvorgange, die
engegengesetzt verlaufen, beginnen nicht aus dem jeweiligen erreichten
Schwingungsniveau des Anregungszustandes, sondern sie erfolgen vom
niedrigsten, energiearmsten Schwingungsniveau des Anregungszustandes. Die

Uberschussige Energie wird in Form von Warme an die Umgebung abgegeben

[41].

Singulettzustinde Triplettzustinde
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internal intersystem
conversion crossing

Abb. 6.1 Termschema nach Jablonski [41]

Fluorimeter

Zur Messung der Fluoreszenz wird ein Fluorimeter verwendet.

Abb. 6.2 zeigt den Aufbau eines Fluorimeters. Es besteht aus einer Lichtquelle,
einem Anregungs-Monochromator, einer Kivette mit der zu messenden
Substanz, einem Absorptions-Monochromator, einem Empfanger zur Messung
der Absorption, einem Emissions-Monochromator und einem Empfanger zur

Messung der Emission (Fluoreszenz) [40].
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Durch den Anregungs-Monochromator erfolgt die Anregung der Probe mit
monochromatischem Licht. Die Wellenlange sollte sich im Bereich des
Absorptionsmaximums der zu bestimmenden Substanz befinden. Die Messung
der Fluoreszenz erfolgt senkrecht zur Messung der Absorption, so werden die
beiden Strahlengdnge im Gerat gut getrennt [40, 42]. Der Emissions-
Monochromator dient der Analyse des Fluoreszenzlichtes und ermoglicht die
Entfernung von Resten des Anregungslichtes. Dabei werden meist Spektralfilter

eingesetzt. Als Empfanger werden Photomultiplier verwendet [40].

Lichtquelle— Anregungs- ——— Kiivette — Absorptions- — Absorptions-
Monochromator Monochromator ~ Empfénger

Substanz —»@—> M
B Absorptions-
Emissions-

Monochromator

spektrum
Y

Emissions-
Empfanger

M

Emissions-
spektrum

Abb. 6.2 Aufbau eines Fluorimeters [40]

Fluoreszenz zeigen vor allem aromatische Systeme, Verbindungen mit
konjugierten Doppelbindungen, Carbonylverbindungen und kondensierte
Heterocyclen [40].

Die Fluorimetrie ist eine hochempfindliche Methode mit einer Nachweisgrenze
bis in den ppb-Bereich (parts per billion) [42].

An die Losungsmittel sind deswegen sehr hohe Reinheitsanforderungen
gestellt. Sie durfen auch keine Eigenabsorption und keine Eigenfluoreszenz
aufweisen und mussen photostabil sein [40].

Die Wellenlange des Anregungslichtes und die des Fluoreszenzlichtes mussen
weit genug auseinanderliegen, da sonst kein linearer Zusammenhang zwischen
der gemessenen Fluoreszenzintensitdt und der Konzentration der Probe
gegeben ist [41].

In der pharmazeutischen Analytik wird die Fluorimetrie vor allem zur

Gehaltsbestimmung sowie zur Identitats- und Reinheitsprifung eingesetzt [40].
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Bei der vorliegenden Arbeit wurden die freigesetzten Na-Fluoresceinmengen
mittels Fluoreszenzdetektion analysiert. Es wurde ein Fluorimeter der Type

Tecan M 200 verwendet.

6.3 Erstellung der Eichgerade

Zur Erstellung der Eichgerade von Na-Fluorescein wurden 10,58 mg Na-
Fluorescein in 10 ml Phosphatpuffer pH 7,4 gelost. Danach wurden
verschiedene Verdunnungen angefertigt und jeweils 300 pl davon auf einer
Mikrotiterplatte aufgetragen, die dann unter gleichen Bedingungen wie die
Proben bei einer Wellenlange von 485/535 nm (Excitation/Emission) mit dem

Mikrotiterplattenreader vermessen wurden.

Tab. 6.1 Eichung Na-Fluorescein

pg/ml Emission
Verdunnung 1:5000 0,2116 27785
Verdinnung 1:10000 0,1058 14196
Verdiinnung 1:20000 0,0529 7206
Verdinnung 1:30000 0,0353 4916
Blindwert (Puffer) 0 48
30000 -
25000 -
20000 -
S
& 15000 -
E
]
10000 -
5000
0 ; ; ; ; ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
pg/ml

Abb. 6.3 Eichgerade fur Na-Fluorescein

Geradengleichung: y= 130697x + 228,08, Bestimmtheitsmal}: R*= 0,9998
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7 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

7.1 Prinzip der DSC

Die DSC ist eine thermoanalytische Methode, bei der die Energiedifferenz
zwischen Probe und Referenz bei linear steigender Temperatur gemessen wird.
Durch Integration Uber die Zeit erhalt man die Enthalpieanderung der Probe.
Bei dieser Methode kénnen somit alle Vorgange erfasst werden, bei denen
Energie verbraucht oder abgegeben wird (endotherme und exotherme

Phasentransformationen) [9, 10].

thermisch isoliertes Gefal thermisch isoliertes Gefal

Probe Referenz

I | | |
Heizplatte ? \/ Heizplatte T v

Temperaturflhler Temperaturfuhler

Abb. 7.1 Aufbau einer Leistungskompensations-DSC

Abb. 7.1 zeigt den Aufbau einer Leistungskompensations-DSC. Die Probe wird
in ein Aluminiumgefall eingeschweillt, das Referenzgefa} besteht nur aus
einem zugeschweilten, leeren Aluminiumgefall. Probe und Referenz werden
jeweils in eine thermisch isolierte Vorrichtung eingebracht, damit keine Warme
das System nach aullen verlassen oder von aul’en aufgenommen werden
kann. Beide besitzen je einen Temperaturfihler und eine Heizvorrichtung und
werden einem  bestimmten  Temperaturprogramm unterzogen. Die
Temperaturen von Probe und Referenz steigen gleichmalig an, ihre
Temperaturdifferenz betragt Null. Im Augenblick eines Phasenlberganges in

der Probe wird die daraus resultierende Temperaturdifferenz durch VergroRern
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oder Vermindern der Heizleistung kompensiert, damit die Temperaturen gleich
gehalten werden. Man kann nun die Temperatur, bei der der Phasenubergang
stattfindet, und die verbrauchte Warmemenge, die fur diese Umwandlung nétig
ist, in Form der verbrauchten zusatzlichen elektrischen Energie bestimmen [9,
43].

Man erhalt unterschiedliche Peaks, die je nach Richtung des Warmeflusses
endotherm oder exotherm verlaufen. Beispiele fur endotherme Vorgange sind
Schmelzen, Verdampfen und Sublimieren, Beispiele fir exotherme Reaktionen
sind Erstarren, Kondensieren, Oxidieren, Kristallisieren und Sintern [44].

Die Differential Scanning Calorimetry wird zur Messung von thermischen
Umwandlungen verwendet, zur Bestimmung von Identitat und Reinheit von
Stoffen, zur Bestimmung der Warmekapazitat und der Schmelzwarme [45].

Bei der vorliegenden Arbeit wurden charakteristische Temperaturibergange der
porcinen Hautstucke gemessen. Die Haut als naturliche Membran zeigt
bestimmte Temperaturibergange, die charakteristisch fur Lipide oder auch
Proteine sind [46]. Diese Temperaturubergange sind je nach Species z.B.
Schwein, Nagetier oder Mensch unterschiedlich. Eine mdgliche Interaktion mit
bestimmten  Strukturen der Haut kann in Anderungen dieser

Ubergangstemperaturen angegeben werden.

7.2 Probenvorbereitung

Fir die Versuche mittels DSC wurden Hautstlicke der Species 3 verwendet, die
in gefrorenem Zustand im Tiefkuhlschrank bei -20 C° gelagert wurden. Die
Hautsticke wurden aufgetaut und jeweils ein Hautstlck vier Stunden lang in
eine 1,5 ml Losung gelegt, die entweder aus Aqua dest. oder aus 0,01 M Lysin-
3, 5, oder 7 (in Aqua dest.) bestand. Zur Durchfihrung der Versuche wurden
jeweils ca. 25 mg Haut in einen speziellen Aluminiumbehalter eingewogen und
mit einem passenden Deckel mithilfe einer Presse verschlossen. Als Referenz
diente ein leerer, verschlossener Aluminiumbehalter. Die Temperatureinstellung
wurde so gewahlt, dass 1 Minute auf 30°C equilibriert wurde und danach eine
Temperatursteigerung von 5 Kelvin pro Minute erfolgte (von 30°C bis 120°C).

Es wurden mindestens 3 Parallelversuche durchgefuhrt.
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8 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Diffusionsuntersuchungen nach den
verschiedenen Impragnierungen sowie die Ergebnisse der DSC Studien mit
Haut angegeben. Die Diffusionskurven zeigen die freigesetzten Na-
Fluoresceinmengen in Abhangigkeit der Zeit. Die Unterkapitel sind in der

gleichen Reihenfolge wie in Kapitel 5.3 unterteilt.

8.1 Species 1

8.1.1 Impréagnierung mit 50%igem Ethanol und Aqua dest.

Zeit [h]

Abb. 8.1 EinfluR von 50%igem Ethanol auf die Na-Fluorescein Permeation in
Mg/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=3 (siehe Tab. Seite 67)
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Abb. 8.2 Einflul® von Aqua dest. auf die Na-Fluorescein Permeation in pg/cm? in
Abhangigkeit der Zeit, n=3 (siehe Tab. Seite 68)

Wie erwartet war die kumulative Na-Fluoresceinpenetration nach Impragnierung
mit 50%igem EtOH um das ca. achtfache hdher als nach Impragnierung mit
Aqua dest. Nach beiden Typen der Impragnierung konnte eine Lagtime von ca.
6 Stunden beobachtet werden. Dieses Ergebnis stimmt mit Angaben aus der
Literatur Uberein, die eine Permeationssteigerung durch Einwirken von Ethanol
beschrieben haben. Dabei wird davon ausgegangen, dass Ethanol in die
Lipidbereiche des Stratum corneum eindringt, Lipide und Proteine extrahiert
und somit die Porositat des Stratum corneum erhdht [6].

Diese beiden Impragnierungen wurden als Kontrollen im Bezug auf
ethanolische oder wassrige Oligo-Lysinlosungen herangezogen. Allerdings
muss darauf hingewiesen werden, dass bei Species 2 niedrigere Ergebnisse
durch Impragnierung mit EtOH als mit Aqua dest. erzielt wurden, jedoch konnte

dafir keine Erklarung gefunden werden.
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8.1.2 Impréagnierung mit SDS

Zeit [h]

Abb. 8.3 Einfluld von 0,1%igem SDS in Aqua dest. auf die Na-Fluorescein
Permeation in ug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=3 (siehe Tab. Seite 69)

Nach 9 Stunden Diffusion wurde 0,63 pg/cm? bzw. 0,10% aus der
aufgetragenen Na-Fluoresceinmenge freigesetzt. Eine 0,1%ige SDS in Aqua
dest. Impragnierung ergab eine ca. doppelt so hohe Na-Fluoresceinpermeation

wie nach Impragnierung mit Aqua dest.

1,2

Zeit [h]

Abb. 8.4 EinfluR von 0,1%igem SDS in 50%igem Ethanol auf die Na-
Fluorescein Permeation in pug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=3 (siehe Tab.
Seite 70)

Die kumulative Freisetzungsmenge von Na-Fluorescein betrug nach 9 Stunden

0,63 pg/cm? bzw. 0,10%. Wie schon nach Impragnierung mit 50%igem Ethanol
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konnte eine Lagtime von ca. 6 Stunden gemessen werden. Damit waren die
Freisetzungsraten nach Impragnierung mit 0,1%igem SDS in 50%igem Ethanol
und nach Impragnierung mit 0,1%igem SDS in Aqua dest. im gleichen

Grolkenordnungsbereich.

8.1.3 Impréagnierung mit 1, 2 und 3 mM Lysin-3 in 50%igem EtOH

0,8 -
0,7
0,6 -

0,5 1 —e— 1 mM Lys-3

——2 mM Lys-3
3 mM Lys-3

0,4 1

pg/cmz2

0,3

0,2 4
0,1

00r

Zeit [h]

Abb. 8.5 Einflu von unterschiedlichen Konzentrationen von Lys-3 auf die Na-
Fluorescein Permeation in ug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=3-4 (siehe Tab.
Seite 71-73)

Wie aus der Abb. 8.5 ersichtlich konnte durch Impragnierung mit Lys-3 eine
Steigerung der Na-Fluoresceinhautpermeation erzielt werden. Eine
unterschiedliche Konzentration von 1 bis 3 mM Lys-3 zeigte keine signifikanten
Unterschiede, allerdings ergab sich ein positiver Trend fur eine Impragnierung
mit 2 mM Lys-3.
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8.1.4 Impréagnierung mit 1, 2 und 3 mM Lysin-5 in 50%igem EtOH
und 1%iges Lys-5 (0,015 M) in Aqua dest

3,5 4
3,0 4

25+

2,0 1 mMLys-5
—=—2mMLys-5
—A— 3 mMLys-5

ug/cm?

0,5

0,0 A A L

Zeit [h]

Abb. 8.6 Einflu® von unterschiedlichen Konzentrationen von Lys-5 auf die Na-
Fluorescein Permeation in ug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=3-4 (siehe Tab.
Seite 74-76)

Wie aus der Abb. 8.6 ersichtlich zeigte eine Impragnierung mit 1 bis 3 mM Lys-5
eine deutlich hohere Na-Fluoresceinpermeation als nach Impragnierung mit
Lys-3. Auch in diesem Fall zeigte sich, dass 2 mM Lys-5 den gréten Effekt auf

die Na-Fluoresceinpermeation ausubte.

Da erwartet werden konnte, dass Ethanol auch einen positiven Einflu® auf die
Hautpermeation ausubte, wollten wir auch die Wirkung von Lys-5 in einer
wassrigen LOosung als Impragnierung testen. Dazu stellten wir eine 1%ige
wassrige Losung von Lys-5 (0,015 M) her. Die Impragnierung erfolgte wie

auch bei den anderen Versuchen 14 Stunden lang.

43



0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25
0,20
0,15 -
0,10 -

0,00 ¢ ‘ +

Zeit [h]

pg/cmz2

Abb. 8.7 Einflul von 1%igem Lys-5 (=0,015 M) in Aqua dest. auf die Na-
Fluorescein Permeation in ug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=3 (siehe Tab.
Seite 77)

Wie sich zeigte, war die Na-Fluoresceinpermeation nach 9 Stunden um das ca.

neunfache geringer als nach Impragnierung mit einer alkoholischen Lésung.
8.1.5 Impréagnierung mit 1, 2 und 3 mM Lysin-7 in 50%igem EtOH

3,5 4
3,0

2,5

—&— 1 mM Lys-7
—&— 2 mM Lys-7
3 mM Lys-7

2,0

pg/cma2

1,0

0,5 -

0,07yV—FVv—J7v—T% : . T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zeit [h]

Abb. 8.8 Einflu® von unterschiedlichen Konzentrationen von Lys-7 auf die Na-
Fluorescein Permeation in pug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=3 (siehe Tab.
Seite 78-80)
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Aus der Abb.8.8 geht hervor, dass nach Impragnierung mit Lys-7 die Na-
Fluoresceinpermeation signifikant gegenuber einer Permeation von Lys-5
gesteigert werden konnte. Dabei zeigte sich, dass eine Impragnierung mit 2 mM
Lys-7 zu einer signifikanten Steigerung der kumulativen Freigabe von Na-

Fluorescein um das ca. vierfache fuhrte.

8.1.6 Kombinationen

Als weiterer Punkt sollte getestet werden, ob eine Impragnierung mit einer
Kombination des oberflachenaktiven SDS mit verschiedenen Oligo-Lysinen eine

noch weitergehende Steigerung der Na-Fluoresceinpermeation bewirken
konnte.

3,0 4
2,5 A

2,0

——0,1% SDS mit 1 mM Lys-5
—=—0,1% SDS mit 1 mM Lys-7
0,1% SDS mit 2 mM Lys-7

pg/cm2

Zeit [h]

Abb. 8.9 Einfluld von 0,1%igem SDS mit 1 mM Lys-5, 1 und 2mM Lys-7 auf die
Na-Fluorescein Permeation in pg/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=7 (siehe Tab.
Seite 81-83)

Wie die Abb. 8.9 zeigt, blieben die gemessenen Permeationsquoten in der
gleichen Grolkenordnung wie nach Impragnierung mit ethanolischem Lys-5 mit
der Ausnahme von der Kombination des 0,1%igem SDS mit 2 mM Lys-7 , die

sogar zu niedrigeren Diffusionsquoten von Na-Fluorescein flhrte.
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8.2 Species 2

8.2.1 Impréagnierung mit 50%igem Ethanol,

Aqua dest. und
Chitosan-glykolséaure Gel

35
30 -

25 4

pg/cmz2

10
Zeit [h]

Abb. 8.10 EinfluR von 50%igem Ethanol auf die Na-Fluorescein Permeation in
Mg/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=7 (siehe Tab. Seite 84)

10
Zeit [h]

Abb. 8.11 EinfluR von Aqua dest. auf die Na-Fluorescein Permeation in ug/cm?
in Abhangigkeit der Zeit, n=4 (siehe Tab. Seite 85)

46



pg/cm?2
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Abb. 8.12 EinfluR von Chitosan-glykolsaure Gel auf die Na-Fluorescein
Permeation in ug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=6 (siehe Tab. Seite 86)

Da es interindividuelle Unterschiede in den Permeationsraten gab, musste von
jeder Species auch die Kontrolle wiederholt werden. Daher war es neben Aqua
destillata und 50%igem Ethanol auch notwendig, einen neuen Kontrollwert,
namlich Chitosan-glykolsaure Gel, zu vermessen. Wie aus den Abb. 8.10 bis

8.11 ersichtlich waren die Permeationen in einem Bereich zwischen 20 und 30
Mg/cm?.

8.2.2 Impréagnierung mit 2 mM Lysin-7 in 50%igem EtOH und
Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 bzw. 10 mM Lys-7

ug/cm?2

10

Zeit [h]

Abb. 8.13 Einflul® von 2 mM Lys-7 auf die Na-Fluorescein Permeation in ug/cm?
in Abhangigkeit der Zeit, n=6 (siehe Tab. Seite 87)
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Nach Impragnierung mit einer ethanolischen Lys-7 LOosung ergaben sich
Permeationsraten von 20,47 pg/cm? bzw. 3,26%. Dies entsprach ca. der
kumulativen Menge Na-Fluoresceins nach 14 stindiger Impragnierung der Haut

mit 50%igem Ethanol. Die Lagtime betrug ca. 4 Stunden.

35
30
25

20

- 4 —e— Gel mit 2 mM Lys-7
1 / —a— Gel mit 10 MM Lys-7
15 /

pg/cm?2

Zeit [h]

Abb. 8.14 EinfluR von Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 bzw. 10 mM
Lys-7 auf die Na-Fluorescein Permeation in pug/cm? in Abhangigkeit der Zeit,
n=3 (siehe Tab. Seite 88-89)

Wie schon Abb. 8.12 zeigte, hatten Impragnierungen mit Chitosan-glykolsaure
Gel einen positiven Effekt auf die Na-Fluoresceinpermeation. Durch
Einarbeitung von Lys-7 in das Gel und nachfolgender 14 stundiger
Impragnierung der Haut wurde diese hohe Na-Fluoresceinpermeation jedoch
reduziert.
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8.3 Species 3

8.3.1 Impréagnierung mit 50%igem Ethanol

35
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25 1
20 |

15

pg/cm?

10 -

Zet[h]

Abb. 8.15 Einflud von 50%igem Ethanol auf die Na-Fluorescein Permeation in
pug/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=4 (siehe Tab. Seite 90)

Wie aus der Abb. 8.15 ersichtlich hatte eine Impragnierung mit 50%igem
Ethanol den gleichen Effekt auf die Na-Fluoresceinpermeation in Species 3 wie
in Species 2.
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8.3.2 Impréagnierung mit 2 mM Lysin-7 in 50%igem EtOH und
Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7

25 -

20 |

ug/cm?2

Zeit [h]

Abb. 8.16 Einflul® von 2 mM Lys-7 auf die Na-Fluorescein Permeation in ug/cm?
in Abhangigkeit der Zeit, n=4 (siehe Tab. Seite 91)

In Species 3 bewirkte eine Impragnierung mit 2 mM Lys-7 eine ahnlich hohe
Na-Fluoresceinpermeationssteigerung nach 9 Stunden Diffusion wie die

Kontrolle.

o

[
OS2

1

Zeit [h]

Abb. 8.17 Einflull von Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 auf die Na-
Fluorescein Permeation in pg/cm? in Abhangigkeit der Zeit, n=4 (siehe Tab.
Seite 92)
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Nach Impragnierung mit einem lysinhaltigen Chitosan-glykolsaure Gel bewirkte

das Oligo-Lysin eine deutliche Permeationssteigerung.

8.4 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Der Wassergehalt der porcinen Hautstiicke wurde gravimetrisch bestimmt und

mit 70% gemessen.

8.4.1 Porcine Haut impréagniert mit destilliertem Wasser

FUr unsere Untersuchungen wurden die Hautstlicke entweder mit Aqua dest.
oder mit Oligo-Lysinldsungen jeweils 4 Stunden lang impragniert, wobei das
Thermogramm der mit Aqua dest. impragnierten Hautsticke als

Vergleichsthermogramm herangezogen wurde.

| 30 -
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Abb. 8.18 Thermogramm von porciner Haut nach 4 Stunden Impragnierung mit

Aqua dest.

Wie aus der Abb. 8.18 ersichtlich zeigten sich nur breite Peaks, wobei ein

charakteristischer Ubergang bei ca. 80°C lag.
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8.4.2 Porcine Haut impragniert mit wassrigen Losungen von Lysin-
3, Lysin-5und Lysin-7
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Abb. 8.19 Thermogramm von porciner Haut nach 4 Stunden Impragnierung mit

Lys-3
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Abb. 8.20 Thermogramm von porciner Haut nach 4 Stunden Impragnierung mit

Lys-5
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Abb. 8.21 Thermogramm von porciner Haut nach 4 Stunden Impragnierung mit

Lys-7

Wie aus allen drei vorangegangenen Abbildungen ersichtlich bewirkte eine

Impragnierung mit einer Oligo-Lysinldosung eine Verschiebung der
Phasenubergangstemperatur nach ca. 68°C im Vergleich zum Kontrollwert von
ca. 80°C. Wie in Tab. 8.1 dargestellt ist der Unterschied unter den einzelnen

Oligo-Lysinen vernachlassigbar.

Peakparameter der DSC Kurven

Tab. 8.1 Peakparameter der DSC Kurven mit Standardabweichungen (n=3)

Linearer onset Tmax Enthalpie
(C%) (C%) (J/9)
4h impragniert mit Aqua dest. | 65,59+ 0,54 80,60+0,26 17,99 + 0,96
4h impragniert mit Lys-3 58,19+196 67,51+1,02 16,94 + 1,11
4h impragniert mit Lys-5 58,04 + 1,46 68,02+1,02 16,43 £ 0,81
4h impragniert mit Lys-7 56,03 +2,25 68,27 £3,40 13,86 £2,47
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Interaktion von

Hautbestandteilen nach

gemessen werden konnte.

Impragnierung mit verschiedenen Oligo-Lysinen
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Um diese Unterschiede untereinander zu vergleichen sind in Abb. 8.22 die

Mittelwerte der Thermogramme gegenubergestellt.
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Abb. 8.22 Thermogramm von porciner Haut nach 4 Stunden Impragnierung mit

Wasser, Lys-3, 5 und 7 im Vergleich zueinander
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9 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte bewiesen werden, dass definierte Oligo-
Lysine die Hautpermeation des Modellarzneistoffes Na-Fluorescein positiv
beeinflussen konnen. Eine Schwierigkeit bei den Untersuchungen waren die
verschiedenen Permeationseigenschaften der unterschiedlichen Species, die

hauptsachlich aufgrund der unterschiedlichen Schichtdicke zustande kamen.

Kumulative Menge an Na-Fluorescein
in pg/cm? nach 9 Stunden
o
L

Species 1 Species 2 Species 3

Abb. 9.1 Vergleich der kumulativen Mengen am permeierten Na-Fluorescein

nach 9 Stunden fir Ethanol Species 1-3

Da es in der vorliegenden Arbeit darauf ankam, den Effekt unterschiedlicher
Impragnierungen auf die Hautpermeation zu untersuchen, wurden alle Werte
immer auf die entsprechenden Kontrollen bezogen. Zum Beispiel konnte eine
gute Korrelation zwischen Species 1, 2 und 3 nach Impragnierung von 2 mM
Lys-7 gefunden werden.

Darlber hinaus ergab sich, dass eine Kombination mit dem oberflachenaktiven
SDS und Oligo-Lysinen keine synergistische Wirkung auf die Hautpermeation
brachte.

Eine Impragnierung mit einer alkoholischen Lys-7 Losung zeigte den grof3ten
Effekt auf die Na-Fluoresceinpermeation im Vergleich zu den anderen Oligo-
Lysinen Lys-3 und Lys-5. Aus der Abb. 9.2 geht deutlich hervor, dass eine 14
stindige Impragnierung mit 2 mM Lys-7 die hochste kumulative Permeation von

der aufgetragenen Na-Fluoresceinmenge ergab.
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Abb. 9.2 Vergleich der kumulativen Mengen am permeierten Na-Fluorescein

nach 9 Stunden fur Lys-3, Lys-5 und Lys-7

Weiters ist ersichtlich, dass Lys-3 und Lys-5 geringere Einflisse ausubten. Die
relativ grol3en Standardabweichungen kommen dadurch zustande, dass es sich
um biologisches Material handelte, das sehr unterschiedliche Eigenschaften
aufweisen kann.

Interessanterweise zeigten Species 2 und 3 unterschiedliche Permeationsraten
nach Impragnierung mit einem lysinhaltigen Gel (siehe Abb. 8.14 und 8.17).
Wahrend bei Species 2 das Oligo-Lysin in diesem Fall sogar zu einer
Erniedrigung der Permeation fuhrte, kam es bei Species 3 zu einer Erhohung
der Permeation. Eine mogliche Erklarung konnte in der geringen
Auftragemenge des Gels bei Species 2 liegen. Um Klarheit zu gewinnen,
musste die Versuchsanordnung mit neuer porciner Haut wiederholt werden.

Die genauen Veranderungen in den Hautstrukturen, die die eingesetzten Oligo-
Lysine bewirkten, sind bisher nicht bekannt. Allerdings zeigte sich in DSC
Untersuchungen, dass die Oligo-Lysine mit Hautbestandteilen
Wechselwirkungen eingehen konnen, da die typischen Ubergangstemperaturen
zu geringeren Werten verschoben wurden. Moglicherweise wird dadurch die
Fluiditat erhoht. In der Literatur sind Ubergangstemperaturen bei 60°C, 70°C

und 100°C beschrieben, die interzellularem Lipid, Protein-interzellularem Lipid
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und Keratin zugeordnet werden. Mdglicherweise korreliert der Peak bei 80°C

mit dem des in der Literatur angefuhrten Protein-interzellularen Lipids [46].
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10 Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass zellpenetrierende Peptide (CPPs) die Fahigkeit haben,
konjugierte Proteine oder Oligonukleotide durch zellulare Membranen zu
transportieren. Fur uns waren die kationischen CPPs von Bedeutung, da die
Haut durch die Proteine negativ geladen ist. Die positive Ladung der CPPs
kommt durch die Aminosauren Lysin und Arginin zustande. Es ist auch bekannt,
dass das anionische Tensid SDS in Kombination mit einem Polypeptid eine
synergistisch penetrationsfordernde Wirkung ausubte.

Daher sollte in der vorliegenden Arbeit der Einflu® von Lys-3, Lys-5 und Lys-7
sowie diverser Kombinationen von 0,1%igem SDS mit den verschiedenen
Oligo-Lysinen auf die Permeation von Na-Fluorescein durch Schweinehaut
untersucht werden.

Dazu wurden Diffusionsversuche mitttels Franz-Zellen und porciner Haut
durchgefuhrt. Die Hautstlicke wurden jeweils 14 Stunden lang mit der jeweiligen
zu testenden Loésung bzw. dem Gel impragniert. Danach wurde die Na-
Fluoresceinldsung aufgetragen. Die gesamten Diffusionsversuche wurden 48
Stunden lang durchgefuhrt, wobei ein genauer Probenziehplan eingehalten
wurde. Die Analytik wurde fluorimetrisch auf Mikrotiterplatten durchgefuhrt.

Da die verschiedenen Individuen aufgrund der unterschiedlichen Schichtdicke
differierende Permeationsraten zeigten, war es wichtig, sich immer auf die

entsprechenden Kontrollen zu beziehen.

Es konnte bewiesen werden, dass definierte Oligo-Lysine die Hautpermeation
des Modellarzneistoffes Na-Fluorescein positiv beeinflussen kénnen. Von allen
getesteten Oligo-Lysinen zeigte 2 mM Lys-7 den groRten Effekt auf die
Hautpermeation von Na-Fluorescein. Die Ergebnisse nach Impragnierung mit 2

mM Lys-7 korrelierten bei Species 1, 2 und 3.
Weiters ergab eine Kombination mit dem oberflachenaktiven SDS und Oligo-

Lysinen keine weitere Erhohung der Permeation von Na-Fluorescein durch die
Haut.
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Das am besten wirksame Lys-7 wurde zusatzlich noch in Chitosan-glykolsaure
Gel eingearbeitet und dadurch nach Impragnierung bei Species 2 eine
Erniedrigung, bei Species 3 jedoch eine Erhdhung der Permeation der Na-
Fluoresceinmenge durch die Haut erzielt. Moglicherweise lag der Grund dafir in

der unterschiedlich groRen Auftragemenge.

Um Wechselwirkungen zwischen den Oligo-lysinen mit Teilen der Haut zu
visualisieren wurden Versuche mittels Differential Scanning Calorimetry (DSC)
durchgefuhrt. Dafir wurden die Hautstliicke vier Stunden lang mit einer
wassrigen Losung von Lys-3, Lys-5 und Lys-7 impragniert. Als Vergleichswert
dienten Hautstucke, die vier Stunden lang in Aqua dest. eingelegt waren. Die
daraus resultierenden Thermogramme zeigten eine mogliche Interaktion von
Oligo-Lysinen mit Haut, da die typischen Ubergangstemperaturen zu geringeren
Werten verschoben wurden. Moglicherweise konnte dadurch die Fluiditat der

Hautmembran erh6ht werden.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die untersuchten Oligo-Lysine
signifikante Effekte auf die Hautpermeation des Modellstoffes Na-Fluorescein in
Abhangigkeit ihrer Molekulgrof3e ausubten.

Ob und wieweit die hier untersuchten Oligo-Lysine in neue Formulierungen wie
z.B. Nanoemulsionen oder Liposomen und in Kombination mit
pharmazeutischen Wirkstoffen eingesetzt und Effekte zeigen kdnnen, soll

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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12 Anhang

12.1Tabellen der Diffusionsstudien

Folgende Ergebnisse wurden unter Einsatz von Species 1 erzielt

Tab. 12.1 Einfluss von 50%igem Ethanol auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3 n.d. n.d. 0,0040 0,0013 0,0023
4 n.d. 0,0211 0,0344 0,0185 0,0174
5 0,0112 0,1224 0,1165 0,0834 0,0626
6 0,0901 0,4838 0,2987 0,2909 0,1969
7 0,2763 1,1127 0,6470 0,6786 0,4191
8 0,7174 2,511 1,3480 1,5255 0,9100
9 1,3838 4,3203 2,0716 2,5919 1,5358

Tab. 12.2 Einfluss von 50%igem Ethanol auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3 n.d. n.d. 0,0006 0,0002 0,0004
4 n.d. 0,0033 0,0054 0,0029 0,0027
5 0,0018 0,0193 0,0183 0,0131 0,0099
6 0,0142 0,0762 0,0470 0,0458 0,0310
7 0,0435 0,1753 0,1019 0,1069 0,0660
8 0,1130 0,3956 0,2124 0,2403 0,1433
9 0,2180 0,6806 0,3263 0,4083 0,2419
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Tab. 12.3 Einfluss von Aqua dest. auf die Hautpermeation von Na-Fluorescein

in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0115 0,0141 0,0133 0,0130 0,0013
2 0,0261 0,0318 0,0305 0,0294 0,0030
3 0,0350 0,0414 0,0401 0,0388 0,0034
4 0,0443 0,0518 0,0502 0,0488 0,0039
5 0,0448 0,0532 0,0511 0,0497 0,0044
6 0,0508 0,0639 0,0566 0,0571 0,0066
7 0,0816 0,1115 0,0860 0,0931 0,0161
8 0,1488 0,2038 0,1439 0,1655 0,0332
9 0,2975 0,3867 0,2634 0,3159 0,0637

Tab. 12.4 Einfluss von Aqua dest. auf die Hautpermeation von Na-Fluorescein

in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n. d. n. d. n. d. n.d. n.d.
1 0,0018 0,0022 0,0021 0,0020 0,0002
2 0,0041 0,0050 0,0048 0,0046 0,0005
3 0,0055 0,0065 0,0063 0,0061 0,0005
4 0,0070 0,0082 0,0079 0,0077 0,0006
5 0,0070 0,0084 0,0080 0,0078 0,0007
6 0,0080 0,0101 0,0089 0,0090 0,0010
7 0,0129 0,0176 0,0136 0,0147 0,0025
8 0,0234 0,0321 0,0227 0,0261 0,0052
9 0,0469 0,0609 0,0415 0,0498 0,0100
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Tab. 12.5 Einfluss von 0,1%igem SDS in Aqua dest. auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0146 0,0143 0,0169 0,0153 0,0014
2 0,0333 0,0311 0,0359 0,0334 0,0024
3 0,0430 0,0408 0,0459 0,0432 0,0026
4 0,0539 0,0508 0,0565 0,0537 0,0029
5 0,0628 0,0516 0,0603 0,0582 0,0059
6 0,1064 0,0569 0,0836 0,0823 0,0248
7 0,2501 0,0842 0,1764 0,1702 0,0831
8 0,5010 0,1336 0,3449 0,3265 0,1844
9 0,9747 0,2316 0,6701 0,6255 0,3736

Tab. 12.6 Einfluss von 0,1%igem SDS in Aqua dest. auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0023 0,0023 0,0027 0,0024 0,0002
2 0,0052 0,0049 0,0057 0,0053 0,0004
3 0,0068 0,0064 0,0072 0,0068 0,0004
4 0,0085 0,0080 0,0089 0,0085 0,0005
5 0,0099 0,0081 0,0095 0,0092 0,0009
6 0,0168 0,0090 0,0132 0,0130 0,0039
7 0,0394 0,0133 0,0278 0,0268 0,0131
8 0,0789 0,0211 0,0543 0,0514 0,0290
9 0,1535 0,0365 0,1056 0,0985 0,0588
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Tab. 12.7 Einfluss von 0,1%igem SDS in 50%igem Ethanol auf die
Hautpermeation von Na-Fluorescein in pg/cm?
Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0002 n.d. n.d. 0,0001 0,0001
2 0,0003 n.d. n.d. 0,0001 0,0002
3 0,0003 n.d. n.d. 0,0001 0,0002
4 0,0038 n.d. 0,0019 0,0019 0,0019
5 0,0220 0,0021 0,0213 0,0151 0,0113
6 0,0782 0,0121 0,0862 0,0588 0,0407
7 0,1977 0,0369 0,2316 0,1554 0,1040
8 0,4422 0,1007 0,5202 0,3544 0,2231
9 0,7628 0,2025 0,9247 0,6300 0,3789
Tab. 12.8 Einfluss von 0,1%igem SDS in 50%igem Ethanol auf die
Hautpermeation von Na-Fluorescein in % (m/m)
Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,0001 n.d. n.d. n.d. n.d.
3 0,0001 n.d. n.d. n.d. n.d.
4 0,0006 n.d. 0,0003 0,0003 0,0003
5 0,0035 0,0003 0,0034 0,0024 0,0018
6 0,0123 0,0019 0,0136 0,0093 0,0064
7 0,0311 0,0058 0,0365 0,0245 0,0164
8 0,0697 0,0159 0,0820 0,0558 0,0351
9 0,1202 0,0319 0,1457 0,0992 0,0597
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Tab. 12.9 Einfluss von 1 mM Lys-3 auf die Hautpermeation von Na-Fluorescein

in ug/cm?

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0003 n.d. n.d. n.d. 0,0001 0,0002
2 0,0003 n.d. n.d. n.d. 0,0001 0,0002
3 0,0003 n.d. n.d. n.d. 0,0001 0,0002
4 0,0003 n.d. n.d. n.d. 0,0001 0,0002
5 0,0003 0,0039 n.d. 0,0037 0,0020 0,0021
6 0,0006  0,0222 n.d. 0,0476 0,0176 0,0225
7 0,0037 0,0779 0,0008 0,1498 0,0580 0,0708
8 0,0188 0,2384 0,0146 00,4185 0,1725 0,1944
9 0,0533 0,4882 0,0442 0,8098 0,3489 0,3706

Tab. 12.10 Einfluss von 1 mM Lys-3 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
5 n.d. 0,0006 n.d. 0,0006 0,0003 0,0003
6 0,0001  0,0035 n.d. 0,0075 0,0028 0,0035
7 0,0006 0,0123 0,0001 0,0236 0,0091 0,0112
8 0,0030 0,0376 0,0023 0,0659 0,0272 0,0306
9 0,0084 0,0769 0,0070 0,1276 0,0550 0,0584
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Tab. 12.11 Einfluss von 2 mM Lys-3 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0013 0,0054 0,0011 0,0026 0,0024
2 0,0013 0,0054 0,0011 0,0026 0,0024
3 0,0013 0,0054 0,0011 0,0026 0,0024
4 0,0133 0,0186 0,0142 0,0154 0,0028
5 0,0295 0,0423 0,0317 0,0345 0,0069
6 0,0544 0,0933 0,0536 0,0671 0,0227
7 0,1063 0,1929 0,0759 0,1250 0,0607
8 0,2223 0,4546 0,1195 0,2655 0,1717
9 0,3795 0,7028 0,1679 0,4168 0,2694

Tab. 12.12 Einfluss von 2 mM Lys-3 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0002 0,0009 0,0002 0,0004 0,0004
2 0,0002 0,0009 0,0002 0,0004 0,0004
3 0,0002 0,0009 0,0002 0,0004 0,0004
4 0,0021 0,0029 0,0022 0,0024 0,0004
5 0,0046 0,0067 0,0050 0,0054 0,0011
6 0,0086 0,0147 0,0084 0,0106 0,0036
7 0,0167 0,0304 0,0120 0,0197 0,0096
8 0,0350 0,0716 0,0188 0,0418 0,0270
9 0,0598 0,1107 0,0265 0,0657 0,0424
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Tab. 12.13 Einfluss von 3 mM Lys-3

Fluorescein in ug/cm?

auf die Hautpermeation von Na-

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0018 n.d. 0,0026 0,0015 0,0013
2 0,0018 n.d. 0,0026 0,0015 0,0013
3 0,0018 n.d. 0,0026 0,0015 0,0013
4 0,0018 0,0082 0,0026 0,0042 0,0035
5 0,0018 0,0082 0,0026 0,0042 0,0035
6 0,0018 0,0082 0,0026 0,0042 0,0035
7 0,0030 0,0082 0,0048 0,0053 0,0026
8 0,0179 0,0082 0,0165 0,0142 0,0052
9 0,0636 0,0082 0,5059 0,1925 0,2727

Tab. 12.14 Einfluss von

Fluorescein in % (m/m)

3 mM Lys-3 auf

die Hautpermeation von Na-

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0003 n.d. 0,0004 0,0002 0,0002
2 0,0003 n.d. 0,0004 0,0002 0,0002
3 0,0003 n.d. 0,0004 0,0002 0,0002
4 0,0003 0,0013 0,0004 0,0007 0,0005
5 0,0003 0,0013 0,0004 0,0007 0,0005
6 0,0003 0,0013 0,0004 0,0007 0,0005
7 0,0005 0,0013 0,0008 0,0008 0,0004
8 0,0028 0,0013 0,0026 0,0022 0,0008
9 0,0100 0,0013 0,0797 0,0303 0,0430
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Tab. 12.15 Einfluss von 1 mM Lys-5 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle 4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0008 0,0014 0,0011 0,0007 0,0010 0,0003
2 0,0103 0,0131  0,0011  0,0007 0,0063 0,0063
3 0,0210 0,0432 0,0011  0,0007 0,0165 0,0201
4 0,0243 0,0604 0,0011 0,0007 0,0216 0,0281
5 0,0287 0,0640 0,0011  0,0007 0,0236 0,0299
6 0,0317 0,0786 0,0079 0,0016 0,0300 0,0349
7 0,0372 0,0843 0,0366 0,0116 0,0424 0,0304
8 0,0721  0,1065 0,1324 0,0540 0,0913 0,0350
9 0,0820 0,1536  0,2582 0,1161 0,1525 0,0763

Tab. 12.16 Einfluss von 1 mM Lys-5 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0001  0,0002 0,0002 0,0001 0,0002 n.d.
2 0,0016 0,0021  0,0002 0,0001 0,0010 0,0010
3 0,0033 0,0068 0,0002 0,0001 0,0026 0,0032
4 0,0038 0,0095 0,0002 0,0001 0,0034 0,0044
5 0,0045 0,0101 0,0002 0,0001 0,0037 0,0047
6 0,0050 0,0124 0,0012 0,0003 0,0047 0,0055
7 0,0059 0,0133 0,0058 0,0018 0,0067 0,0048
8 0,0114 0,0168 0,0209 0,0085 0,0144 0,0055
9 0,0129 0,0242 0,0407 0,0183 0,0240 0,0120
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Tab. 12.17 Einfluss von 2 mM Lys-5 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4 0,0004 0,0128 n.d. 0,0044 0,0073
5 0,0195 0,0777 n.d. 0,0324 0,0404
6 0,1477 0,3419 0,0002 0,1633 0,1714
7 0,3903 0,7312 0,0109 0,3775 0,3603
8 0,9942 1,5623 0,0661 0,8742 0,7553
9 1,8662 2,7621 0,1857 1,6047 1,3080

Tab. 12.18 Einfluss von 2 mM Lys-5 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4 0,0001 0,0020 n.d. 0,0007 0,0011
5 0,0031 0,0122 n.d. 0,0051 0,0064
6 0,0233 0,0539 n.d. 0,0257 0,0270
7 0,0615 0,1152 0,0017 0,0595 0,0568
8 0,1566 0,2461 0,0104 0,1377 0,1190
9 0,2940 0,4351 0,0293 0,2528 0,2060
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Tab. 12.19 Einfluss von 3 mM Lys-5 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0001 0,0014 0,0016 0,0010 0,0008
2 0,0001 0,0014 0,0016 0,0010 0,0008
3 0,0001 0,0171 0,0016 0,0063 0,0094
4 0,0001 0,0171 0,0337 0,0169 0,0168
5 0,0001 0,0171 0,0712 0,0294 0,0371
6 0,0050 0,0202 0,1851 0,0701 0,0999
7 0,0325 0,0359 0,4487 0,1724 0,2393
8 0,1096 0,0867 0,9116 0,3693 0,4698
9 0,2580 0,1686 1,5643 0,6636 0,7813

Tab. 12.20 Einfluss von 3 mM Lys-5 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. 0,0002 0,0003 0,0002 0,0001
2 n.d. 0,0002 0,0003 0,0002 0,0001
3 n.d. 0,0027 0,0003 0,0010 0,0015
4 n.d. 0,0027 0,0053 0,0027 0,0026
5 n.d. 0,0027 0,0112 0,0046 0,0058
6 0,0008 0,0032 0,0292 0,0110 0,0157
7 0,0051 0,0057 0,0707 0,0272 0,0377
8 0,0173 0,0137 0,1436 0,0582 0,0740
9 0,0406 0,0266 0,2464 0,1045 0,1231
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Tab. 12.21 Einfluss von 1%igem Lys-5 (=0,015 M) in Aqua dest. auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in pg/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. 0,0157 0,0165 0,0107 0,0093
2 n.d. 0,0348 0,0331 0,0226 0,0196
3 n.d. 0,0447 0,0432 0,0293 0,0254
4 n.d. 0,0559 0,0540 0,0367 0,0318
5 n.d. 0,0562 0,0574 0,0379 0,0328
6 n.d. 0,0569 0,0746 0,0438 0,0390
7 n.d. 0,0648 0,1352 0,0667 0,0676
8 0,0029 0,0759 0,2357 0,1048 0,1191
9 0,0163 0,1010 0,4120 0,1764 0,2084

Tab. 12.22 Einfluss von 1%igem Lys-5 (=0,015 M) in Aqua dest. auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. 0,0025 0,0026 0,0017 0,0015
2 n.d. 0,0055 0,0052 0,0036 0,0031
3 n.d. 0,0070 0,0068 0,0046 0,0040
4 n.d. 0,0088 0,0085 0,0058 0,0050
5 n.d. 0,0088 0,0090 0,0060 0,0052
6 n.d. 0,0090 0,0117 0,0069 0,0061
7 n.d. 0,0102 0,0213 0,0105 0,0106
8 0,0005 0,0120 0,0371 0,0165 0,0188
9 0,0026 0,0159 0,0649 0,0278 0,0328

7




Tab. 12.23 Einfluss von 1 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0027 0,0044 0,0015 0,0029 0,0015
2 0,0027 0,0044 0,0015 0,0029 0,0015
3 0,0027 0,0044 0,0015 0,0029 0,0015
4 0,0027 0,0046 0,0075 0,0049 0,0024
5 0,0076 0,0086 0,0419 0,0194 0,0195
6 0,0306 0,0272 0,1242 0,0606 0,0550
7 0,1057 0,0821 0,3449 0,1776 0,1454
8 0,2686 0,2021 0,7424 0,4043 0,2946
9 0,5627 0,4077 1,3493 0,7732 0,5049

Tab. 12.24 Einfluss von 1 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0004 0,0007 0,0002 0,0005 0,0002
2 0,0004 0,0007 0,0002 0,0005 0,0002
3 0,0004 0,0007 0,0002 0,0005 0,0002
4 0,0004 0,0007 0,0012 0,0008 0,0004
5 0,0012 0,0014 0,0066 0,0031 0,0031
6 0,0048 0,0043 0,0196 0,0096 0,0087
7 0,0167 0,0129 0,0543 0,0280 0,0229
8 0,0423 0,0318 0,1169 0,0637 0,0464
9 0,0886 0,0642 0,2126 0,1218 0,0795
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Tab. 12.25 Einfluss von 2 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0016 0,0027 0,0016 0,0020 0,0007
2 0,0016 0,0027 0,0016 0,0020 0,0007
3 0,0016 0,0029 0,0043 0,0029 0,0013
4 0,0124 0,0292 0,0468 0,0295 0,0172
5 0,0625 0,1215 0,1530 0,1124 0,0459
6 0,2180 0,4019 0,3858 0,3352 0,1019
7 0,6064 0,9511 0,8490 0,8022 0,1771
8 1,3067 1,9056 1,6709 1,6277 0,3018
9 2,2633 3,0476 2,6617 2,6575 0,3922

Tab. 12.26 Einfluss von

Fluorescein in % (m/m)

2 mM Lys-7 auf

die Hautpermeation von Na-

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0002 0,0004 0,0003 0,0003 0,0001
2 0,0002 0,0004 0,0003 0,0003 0,0001
3 0,0002 0,0004 0,0007 0,0005 0,0002
4 0,0020 0,0046 0,0074 0,0046 0,0027
5 0,0099 0,0191 0,0241 0,0177 0,0072
6 0,0343 0,0633 0,0608 0,0528 0,0160
7 0,0955 0,1498 0,1337 0,1264 0,0279
8 0,2058 0,3002 0,2632 0,2564 0,0475
9 0,3565 0,4801 0,4193 0,4186 0,0618
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Tab. 12.27 Einfluss von 3 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0034 0,0002 0,0006 0,0014 0,0017
2 0,0034 0,0021 0,0006 0,0021 0,0014
3 0,0034 0,0030 0,0006 0,0023 0,0015
4 0,0167 0,0160 0,0128 0,0152 0,0021
5 0,0402 0,0340 0,0291 0,0345 0,0056
6 0,0905 0,0642 0,0463 0,0670 0,0223
7 0,2519 0,1299 0,0809 0,1542 0,0881
8 0,5932 0,2770 0,1741 0,3481 0,2184
9 0,9864 0,5143 0,2951 0,5986 0,3533

Tab. 12.28 Einfluss von 3 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0005 n.d. 0,0001 0,0002 0,0003
2 0,0005 0,0003 0,0001 0,0003 0,0002
3 0,0005 0,0005 0,0001 0,0004 0,0002
4 0,0026 0,0025 0,0020 0,0024 0,0003
5 0,0063 0,0054 0,0046 0,0054 0,0009
6 0,0143 0,0101 0,0073 0,0106 0,0035
7 0,0397 0,0205 0,0127 0,0243 0,0139
8 0,0935 0,0436 0,0274 0,0548 0,0344
9 0,1554 0,0810 0,0465 0,0943 0,0557
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Tab. 12.29 Einfluss von 0,1%igem SDS + 1 mM Lys-5 auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in ug/cm?

Zeit| Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle

[h] 1 2 3 4 5 6 7 Mittelwert STABW
0 nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d.

1 |0,002 0,002 0,001 0,003 0,003 0,005 n.d. 0,002 0,002
2 |0,015 0,013 0,014 0,003 0,003 0,005 n.d. 0,008 0,006
3 10,027 0,034 0,034 0,003 0,004 0,005 n.d. 0,015 0,016
4 10,031 0,043 0,071 0,003 0,027 0,023 n.d. 0,028 0,024
5 10,035 0,076 0,201 0,003 0,112 0,082 n.d. 0,073 0,070
6 |0,037 0,161 0,503 0,004 0,335 0,238 n.d. 0,183 0,190
7 10,040 0,347 1,040 0,010 0,789 0,569 0,005 0,400 0,415
8 10,046 0,693 1,903 0,043 1,720 1,280 0,026 0,816 0,821

9 |0,054 1,227 3,014 0,092 2,619 1,977 0,074 1,294 1,269

Tab. 12.30 Einfluss von 0,1%igem SDS + 1 mM Lys-5 auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit | Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle

[h] 1 2 3 4 5 6 7 Mittelwert STABW
0 nd. nd. nd. nd nd nd nd n.d. n.d.

1 |nd nd nd 0,001 0001 0,001 n.d. n.d. n.d.

2 |0,002 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 n.d. 0,001 0,001

3 10,004 0,005 0,005 0,001 0,001 0,001 n.d. 0,002 0,003
4 10,005 0,007 0,011 0,001 0,004 0,004 n.d. 0,004 0,004
5 |0,006 0,012 0,032 0,001 0,018 0,013 n.d. 0,012 0,011

6 |0,006 0,025 0,079 0,001 0,053 0,038 n.d. 0,029 0,030
7 0,006 0,055 0,164 0,002 0,124 0,090 0,002 0,063 0,065
8 |0,007 0,109 0,230 0,007 0,271 0,202 0,004 0,129 0,129
9 |0,008 0,193 0,475 0,015 0,413 0,311 0,012 0,204 0,200
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Tab. 12.31 Einfluss von 0,1%igem SDS + 1 mM Lys-7 auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in pg/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0029 0,0014 0,0020 0,0021 0,0008
2 0,0029 0,0014 0,0020 0,0021 0,0008
3 0,0029 0,0014 0,0020 0,0021 0,0008
4 0,0029 0,0014 0,0056 0,0033 0,0021
5 0,0065 0,0019 0,0283 0,0122 0,0141
6 0,0287 0,0064 0,1040 0,0464 0,0511
7 0,1150 0,0254 0,3109 0,1504 0,1460
8 0,3060 0,0755 0,6907 0,3574 0,3108
9 0,6078 0,1596 1,2576 0,6750 0,5521

Tab. 12.32 Einfluss von 0,1%igem SDS + 1 mM Lys-7 auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0005 0,0002 0,0003 0,0003 0,0001
2 0,0005 0,0002 0,0003 0,0003 0,0001
3 0,0005 0,0002 0,0003 0,0003 0,0001
4 0,0005 0,0002 0,0009 0,0005 0,0003
5 0,0010 0,0003 0,0045 0,0019 0,0022
6 0,0045 0,0010 0,0164 0,0073 0,0081
7 0,0181 0,0040 0,0490 0,0237 0,0230
8 0,0482 0,0119 0,1088 0,0563 0,0490
9 0,0957 0,0251 0,1981 0,1063 0,0870
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Tab. 12.33 Einfluss von 0,1%igem SDS + 2 mM Lys-7 auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 0,0003 0,0024 0,0020 0,0016 0,0011
2 0,0003 0,0024 0,0020 0,0016 0,0011
3 0,0003 0,0055 0,0042 0,0033 0,0027
4 0,0162 0,0217 0,0206 0,0195 0,0029
5 0,0466 0,0374 0,0394 0,0411 0,0048
6 0,1179 0,0518 0,0784 0,0827 0,0333
7 0,2406 0,0653 0,1519 0,1526 0,0876
8 0,5196 0,0978 0,3091 0,3088 0,2109
9 0,7610 0,1336 0,4646 0,4531 0,3138

Tab. 12.34 Einfluss von 0,1%igem SDS + 2 mM Lys-7 auf die Hautpermeation

von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. 0,0004 0,0003 0,0002 0,0002
2 n.d. 0,0004 0,0003 0,0002 0,0002
3 n.d. 0,0009 0,0007 0,0005 0,0004
4 0,0026 0,0034 0,0033 0,0031 0,0005
5 0,0073 0,0059 0,0062 0,0065 0,0008
6 0,0186 0,0082 0,0124 0,0130 0,0052
7 0,0379 0,0103 0,0239 0,0240 0,0138
8 0,0819 0,0154 0,0487 0,0487 0,0332
9 0,1199 0,0210 0,0732 0,0714 0,0494
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Folgende Ergebnisse wurden unter Einsatz von Species 2 erzielt

Tab. 12.35 Einfluss von 50%igem Ethanol auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit| Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Mittel-

[h] 1 2 3 4 5 6 7  wert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

2 nd. 0,222 0,340 n.d. n.d. n.d. nd. 0,080 0,141

3 10,063 1,439 2,155 n.d. nd. 0,030 0,000 0,527 0,892
4 10578 4,053 5,638 nd. 0,11 0,686 0,051 1,588 2,287
512251 8,544 10,991 0,296 0,565 2,374 0,304 3,618 4,347
6 | 4961 13,848 17,013 1,174 1,728 5,567 0,993 6,469 6,445
7 19,298 20,589 24,182 3,308 4,388 10,759 2,672 10,742 8,568
8 |14,723 27,897 31,837 6,739 7,119 15,616 4,477 15,487 10,721
9 120,008 34,846 39,093 10,486 10,448 20,931 6,594 20,344 12,560

Tab. 12.36 Einfluss von 50%igem Ethanol auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit | Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Mittel-

[h] 1 2 3 4 5 6 7 wert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 nd. 0,035 0,053 n.d. n.d. n.d. nd. 0,013 0,022
3 |0,010 0,224 0,336 n.d. nd. 0,006 nd. 0,082 0,139
4 |0,090 0,632 0,879 nd. 0,017 0,107 0,008 0,248 0,357
5 10,351 1,332 1,714 0,046 0,088 0,370 0,047 0,564 0,678
6 |0,774 2,159 2,653 0,183 0,269 0,868 0,155 1,009 1,005
7 |1,450 3,210 3,770 0,516 0,684 1,677 0,417 1,675 1,336
8 12295 4,349 4,964 1,051 1,110 2,435 0,698 2,414 1,672
9 |3,119 5433 6,095 1,635 1,629 3,263 1,028 3,172 1,958
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Tab. 12.37 Einfluss von Aqua dest. auf die Hautpermeation von Na-Fluorescein

in ug/cm?

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle 4 Mittelwert  STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. 0,1889 n.d. n.d. 0,0472 0,0945
2 n.d. 2,5233 n.d. 0,7268 0,8125 1,1909
3 0,0178 7,5764 0,0130 4,0566 2,9160 3,6445
4 0,0469 15,3045 0,0515 10,9829 6,5965 7,7633
5 0,0936 22,8141 0,1391 18,1223 10,2923 11,9053
6 0,3324 31,4515 0,5163 26,6976 14,7494 16,6548
7 0,9516 40,5365 1,4204 35,6303 19,6347 21,3975
8 21115 49,6900 2,9857 44,6474 24,8586 25,8460
9 4,1323 59,1740 5,5005 53,9139 30,6802 29,0472

Tab. 12.38 Einfluss von Aqua dest. auf die Hautpermeation von Na-Fluorescein

in % (m/m)

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle 4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. 0,0302 n.d. n.d. 0,0075 0,0151
2 n.d. 0,4028 n.d. 0,1160 0,1297 0,1901
3 0,0028 1,2095 0,0021 0,6476 0,4655 0,5818
4 0,0075 2,4433 0,0082 1,7533 1,0531 1,2393
5 0,0149 3,6421 10,0222 2,8931 1,6431 1,9006
6 0,0531  5,0210 0,0824 4,2621 2,3546 2,6588
7 0,1519 6,4713 0,2268 5,6881 3,1345 3,4160
8 0,3371 7,9326 0,4766 7,1276 3,9685 4,1261
9 0,6597 9,4467 0,8781  8,6069 4,8979 4,7808
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Tab. 12.39 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel auf die Hautpermeation von

Na-Fluorescein in pg/cm?

Zelle  Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Mittel-

Zeit [h] 1 2 3 4 5 6 wert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,067 n.d. n.d. 0,143 0,017 0,094 0,054 0,058
3 0,763 0,037 0,170 0,989 0,452 0,699 0468 0,397
4 2,756 0,468 0,833 4,235 1,282 3,251 2,137 1,50
5 6,807 2,197 2,627 8,276 3,285 6,479 4,945 2,553
6 11,862 5,070 5,164 14,156 7,152 11,332 9,123 3,839
7 18,343 9,739 9,250 21,032 12,385 17,309 14,676 4,896
8 25,546 15,532 14,339 28,282 18,400 23,730 20,971 5,695
9 32,275 21,138 19,119 36,017 25,001 30,379 27,322 6,639

Tab. 12.40 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel auf die Hautpermeation von

Na-Fluorescein in % (m/m)

Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Zelle Mittel-

Zeit [h] 1 2 3 4 5 6 wert  STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,011 n.d. nd. 0,022 0,003 0,015 0,008 0,009
3 0,119 0,006 0,027 0,155 0,024 0,109 0,073 0,062
4 0,431 0,073 0,130 0,662 0,200 0,508 0,334 0,234
5 1,064 0,343 0411 1,293 0,513 1,013 0,773 0,399
6 1,854 0,792 0,807 2,212 1,118 1,771 1,426 0,600
7 2,867 1,522 1,446 3,287 1,936 2,705 2,294 0,765
8 3,992 2427 2,241 4,420 2,876 3,708 3,277 0,890
9 5,044 3,303 2,988 5,629 3,907 4,748 4,270 1,038
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Tab. 12.41 Einfluss von 2 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h]

Zellel Zelle2 Zelle 3 Zelle4 Zelle5 Zelle 6 Mittelwert STABW

0

© 00 N O 0o b~ W DN PP

n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
0,187 0,243 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,072 0,112
1,465 1,644 0,107 0,065 0,018 0,018 0,553 0,779
4821 5,371 1,128 0,439 0,064 0,065 1,981 2,450
10,185 10,006 3,049 1,107 0,163 0,168 4,113 4,752
16,774 15,849 6,852 2,593 0,565 0,593 7,205 7,423
24,515 22,970 12,002 4,948 1,515 1,590 11,257 10,409
31,673 29,366 17,938 8,034 3,135 3,329 15,579 12,779
38,782 35,688 24,779 12,065 5,591 5,930 20,473 14,758

Tab. 12.42 Einfluss von 2 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h]|Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Zelle 4 Zelle5 Zelle 6 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,030 0,039 nd. n.d. n.d. n.d. 0,011 0,018
3 0,233 0,262 0,017 0,010 0,003 0,003 0,088 0,124
4 0,768 0,855 0,180 0,070 0,010 0,010 0,316 0,390
5 1,622 1,594 0,486 0,176 0,026 0,027 0,655 0,757
6 2672 2524 1,091 0,413 0,090 0,094 1,147 1,182
7 3,904 3,658 1,911 0,788 0,241 0,253 1,793 1,658
8 5,044 4,677 2,857 1,280 0,499 0,530 2,481 2,035
9 6,177 5,684 3,946 1,922 0,890 0,944 3,261 2,350
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Tab. 12.43 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in pg/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. 0,1866 n.d. 0,0622 0,1077
3 n.d. 1,2811 n.d. 0,4270 0,7396
4 0,1071 3,6088 0,0782 1,2647 2,0301
5 0,7830 7,9490 0,5625 3,0982 4,2024
6 2,1576 13,1565 1,5897 5,6346 6,5203
7 4,8467 19,7699 3,7116 9,4428 8,9616
8 8,7596 27,1280 6,9165 14,2681 11,1751
9 12,3498 33,6543 9,8552 18,6197 13,0799

Tab. 12.44 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. 0,0286 n.d. 0,0095 0,0165
3 n.d. 0,1961 n.d. 0,0654 0,1132
4 0,0164 0,5523 0,0120 0,1936 0,3107
5 0,1198 1,2166 0,0861 0,4742 0,6432
6 0,3302 2,0135 0,2433 0,8624 0,9979
7 0,7418 3,0257 0,5680 1,4452 1,3715
8 1,3406 4,1518 1,0585 2,1837 1,7103
9 1,8901 5,1506 1,5083 2,8497 2,0018
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Tab. 12.45 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel mit 10 mM Lys-7 auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in pg/cm?

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. 0,0447 n.d. 0,0149 0,0258
3 n.d. 0,5035 0,0231 0,1755 0,2843
4 n.d. 2,4398 0,3825 0,9408 1,3122
5 0,0541 5,5021 1,3497 2,3020 2,8461
6 0,2746 10,0332 3,4122 4,5734 4,9819
7 0,9766 16,1352 7,1912 8,1010 7,6201
8 1,8366 21,8349 10,9307 11,5341 10,0128
9 2,9308 27,4307 14,7854 15,0490 12,2521

Tab. 12.46 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel mit 10 mM Lys-7 auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit [h] Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. 0,0071 n.d. 0,0024 0,0041
3 n.d. 0,0800 0,0037 0,0279 0,0452
4 n.d. 0,3876 0,0608 0,1495 0,2085
5 0,0086 0,8742 0,2144 0,3657 0,4522
6 0,0436 1,5941 0,5421 0,7266 0,7915
7 0,1552 2,5636 1,1426 1,2871 1,2107
8 0,2918 3,4692 1,7367 1,8326 1,5908
9 0,4656 4,3582 2,3491 2,3910 1,9466
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Folgende Ergebnisse wurden unter Einsatz von Species 3 erzielt

Tab. 12.47 Einfluss von 50%igem Ethanol auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] | zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Zelle 4  Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. 0,0418 0,0030 n.d. 0,0112 0,0204
3 0,1713 0,7182 0,3380 0,0582 0,3214 0,2884
4 1,1861 3,1764 1,7425 0,5151 1,6550 1,1316
5 3,0821 6,8904 4,2571 1,6170 3,9616 2,2313
6 57397 11,4265 7,6067 3,3938 7,0417 3,3935
7 10,4158 17,8583 12,9869 6,9914 12,0631 4,5780
8 15,4499 24,4143 18,5289 11,1358 17,3822 5,5832
9 20,1223 30,3139 23,5350 14,7831 22,1886 6,5050

Tab. 12.48 Einfluss von 50%igem Ethanol auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. 0,0067  0,0005 n.d. 0,0018 0,0033
3 0,0275 0,1153 0,0543 0,0093 0,0516 0,0463
4 0,1904 0,5100 0,2798 0,0827 0,2657 0,1817
5 0,4949 1,1064 0,6835 0,2596 0,6361 0,3583
6 0,9216  1,8347 1,2214  0,5449 1,1306 0,5449
7 1,6724 2,8674 2,0852 1,1226 1,9369 0,7351
8 2,4807 3,9201  2,9751 1,7880 2,7910 0,8965
9 3,2309 4,8674 3,7789  2,3737 3,5627 1,0445
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Tab. 12.49 Einfluss von 2 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in ug/cm?

Zeit [h] | Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Zelle4  Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,0111 0,0075 0,0061 n.d. 0,0062 0,0046
3 0,3887 0,3411 0,3187 0,2174 0,3165 0,0722
4 1,8013 1,7008 1,5599 1,2422 1,5761 0,2436
5 4,2428 4,1183 3,7953 3,2808 3,8593 0,4293
6 74277 7,3875 6,7798 6,1620 6,9392 0,5970
7 12,5999 12,7498 11,7358 11,1442 12,0574 0,7552
8 18,1395 18,4918 17,1010 16,6227 17,5888 0,8737
9 22,8599 23,4062 21,5770 21,1521 22,2488 1,0594

Tab. 12.50 Einfluss von 2 mM Lys-7 auf die Hautpermeation von Na-

Fluorescein in % (m/m)

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,0018 0,0012 0,0010 n.d. 0,0010 0,0007
3 0,0624 0,0548 0,0512 0,0349 0,0508 0,0116
4 0,2892 0,2731  0,2505 0,1995 0,2531 0,0391
5 0,6813 0,6613 0,6094 0,5268 0,6197 0,0689
6 1,1926 1,1862 1,0886  0,9894 1,1142 0,0959
7 2,0231 2,0472 1,8844 1,7894 1,9360 0,1213
8 29126 2,9691 2,7458 2,6690 2,8241 0,1403
9 3,6705 3,7582  3,4645  3,3963 3,5724 0,1701
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Tab. 12.51 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in pg/cm?

Zeit [h] | Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Zelle4  Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,0151 0,2562 n.d. 0,0073 0,0697 0,1245
3 0,4965 2,4516 0,1103 0,4109 0,8673 1,0691
4 2,2021 6,9892 0,7288 1,9553 2,9688 2,7566
5 50904 12,7343 2,0709 4,6651 6,1402 4,5942
6 8,7366 19,1139  4,1204 8,2544 10,0563 6,3839
7 14,4112 27,0836  7,9846 13,9024 15,8454 8,0399
8 20,4162 35,0818 12,4137 19,8819 21,9484 9,4871
9 25,2625 41,7499 15,9356 24,6953 26,9108 10,7747

Tab. 12.52 Einfluss von Chitosan-glykolsaure Gel mit 2 mM Lys-7 auf die

Hautpermeation von Na-Fluorescein in % (m/m)

Zeit[h] | Zellel Zelle2 Zelle3 Zelle4 Mittelwert STABW
0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 0,0024 0,0411  0,0000 0,0012 0,0112 0,0200
3 0,0797 0,3936  0,0177  0,0660 0,1393 0,1717
4 0,3536  1,1222 0,1170  0,3140 0,4767 0,4426
5 0,8173  2,0447 0,3325 0,7491 0,9859 0,7377
6 1,4028 3,0690 0,6616  1,3254 1,6147 1,0250
7 2,3139  4,3487 1,2821  2,2322 2,5442 1,2909
8 3,2781 5,6329 11,9932  3,1923 3,5241 1,5233
9 4,0563 6,7036 2,5587  3,9652 4,3209 1,7300
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Influence of oligo-lysines on skin permeation of sodium fluorescein
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ABSTRACT SUMMARY

Different oligo-lysines were tested
for their positive influence on skin
permeation of the model drug sodium
fluorescein. A 14 h pre-impregnation
with Lys-7 in a concentration of 2 mM
showed the highest influence on the
permeation of this model drug.

INTRODUCTION

Transdermal delivery is an attractive
method to administer drugs and to
avoid pain of injection. Drug delivery
into and through the skin is limited by
the barrier properties of the stratum
corneum, a complex structure of
compact keratinized cell layers.
Therefore, it is of interest to investigate
substances which could have a positive
impact on skin permeation. One class of
such representatives could be cell
penetrating peptides (1).

These peptides also known as
protein  transduction domains or
membrane transduction peptides are of
interest due to their ability to translocate
across cellular membranes. Because it
is known that cationic cell penetrating
peptides contain clusters of lysine
residues the question was whether
different oligo-lysines could also have
an effect on the skin permeation of the
model drug sodium fluorescein.
Moreover, it should be investigated
whether there is a difference between
Lys-3, Lys-5 and Lys-7 and to find the
optimal concentration of the permeation
enhancers.

EXPERIMENTAL METHODS
Synthesis of oligo-lysines

Lys-3, Lys-5 and Lys-7 (oligomers of
lysine with 3, 5 or 7 amino acid
residues) were prepared  using
conventional techniques of solid phase
peptide synthesis. Fmoc-Lys(Boc)-OH
was used as amino acid derivative. The
synthesis was carried out on Wang
resin applying the batchwise process.
The final hydrolysis with trifluoroacetic
acid (99%), which included the
cleavage of peptide from the resin as
well as the deprotection of the side
chains, provided the unprotected oligo-
lysines. The structure of the peptides
was confirmed by ESI-MS.

Skin permeability measurement

Before measuring the skin
permeability the skin was pretreated
with solutions of oligo-lysines. The skin
was placed in a glass FRANZ diffusion
cell. The receptor was phosphate buffer
(pH 7.4). The donor chamber was filled
with an oligo-lysine solution in ethanol
50%. Three oligo-lysines were used for
the pretreatment: Lys-3; Lys-5 and Lys-
7. Of each oligo-lysine 100 yl were
applied in following concentrations:
1TmM; 2mM; 3mM. After a 14h
exposure to one of these formulations
at room temperature, the glass cells
were thermostated at 32 °C, the stirring
was performed for 1 hour. After this
pretreatment the donor chamber was
emptied and filled with 0.6 ml of 0,1%
sodium fluorescein in phosphate buffer
(pH 7.4). Samples were taken hourly for
9h from the receiver chamber and
analyzed for the sodium fluorescein
content spectrofluorimetrically (Tecan,
M 200, fluorimeter).



Skin preparation

Porcine  abdominal skin was
obtained by removing the dermis by the
supply of a dermatome set at 1 mm.

RESULTS AND DISCUSSION

The impregnation with different
oligo-lysines showed an influence of the
type and concentration on the skin
permeation. The highest permeation of
sodium fluorescein was seen with 2 mM
impregnation of Lys-7 (see Fig. 1).
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Fig. 1. Skin permeation of sodium
fluorescein after different impregnation
with oligo-lysines;

&: Lys-3; B: Lys-5; O: Lys-7

the concentration was 2 mM.
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Fig. 2. Comparison of the cumulative
permeated amount of sodium
fluorescein after 9 hours. White bars:
1 mM; black bars: 2 mM; grey bars:
3 mM concentration of the different
oligo-lysines.

A comparison of the cumulative
amounts of permeated sodium
fluorescein after impregnation with
1TmM, 2mM or 3mM showed the
highest amount with 2 mM for each
oligo-lysine. An impregnation with 3 mM
showed even a sodium fluorescein

decrease compared to 2 mM
(see Fig. 2).
CONCLUSION

Lys-7 has a penetration enhancing
effect on the model drug sodium
fluorescein. Further studies with novel
skin preparations like nano-emulsions
containing Lys-7 will be performed.
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