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1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Die therapeutische Anwendung von Peptiden gewinnt zunehmend an Bedeutung, da durch
Fortschritte in der Biochemie und Biotechnologie zahlreiche peptidische Wirkstoffe zur
Verfligung stehen. Auch in kosmetischen Produkten, insbesondere flir den Anti-Aging-
Bereich werden bioaktive Peptide als sogenannte ,Cosmeceuticals” verstarkt eingesetzt, um
ein optimiertes Hautbild zu erhalten [1, 2]. Die dermale Applikation bietet als nichtinvasive
Methode zahlreiche Vorteile gegentiber der oralen oder parenteralen Gabe. Einerseits kann
durch Umgehung des Gastrointestinaltraktes mit dem sauren Milieu im Magen und seinen
proteolytischen Enzymen, sowie des hepatischen First-Pass-Effekts, eine systemische
Verfiligbarkeit der Peptide realisiert werden. Andererseits ist es moglich, lokale Effekte in
den verschiedenen Schichten der Haut oder den Hautanhangsgebilden zu erzielen. Fraglich
ist jedoch, ob Peptide angesichts ihrer Hydrophilie und Polaritdt, sowie des meist hohen
Molekulargewichts in der Lage sind, die dufiere Hauptpenetrationsbarriere der Haut, das
Stratum corneum, zu durchdringen und den Wirkort trotz ihrer metabolischen Instabilitit in
ausreichend hoher Konzentration zu erreichen. Vor allem im kosmetischen Bereich sind nur

fiir wenige Peptide Daten iiber die dermale Absorption verfiigbar [3].

Ziel dieser Arbeit ist es daher, das Penetrationsverhalten hydrophile Peptide an exzidierter
Humanhaut zu untersuchen (Kapitel 5). Dafiir stehen mit Glycyl-L-a-Glutamyl-L-Lysyl-
Glycin (GEKG) und L-Prolyl-L-Lysyl-L-a-Glutamyl-L-Lysin (PKEK) zwei kosmetisch
angewendete Peptide der Evonik Industries AG als Modellpeptide zur Verfiigung. Dariiber
hinaus wurden drei antientziindliche Peptide, die von der Dr. August Wolff GmbH & Co. KG
entwickelt wurden, einbezogen - L-Lysyl-L-Prolyl-a-Aminoisobuttersaure, kurz: LPA; L-
Lysyl-L-Prolyl-tert-Butylglycin, kurz: LPBG und Dimethyllysyl-D-Prolyl-N-Methylthreonin,
kurz: LPT. Eine umfassende Charakterisierung der Peptide, sowie die Untersuchung ihrer

chemischen Stabilitdt ist ein weiterer Gegenstand dieser Arbeit (Kapitel 3).

Als  Ausgangspunkt der Untersuchungen werden klassische Emulsionen als
Standardformulierungen fiir die hydrophilen Peptide verwendet. Um jedoch eine effektivere
Verfiligbarkeit der Peptide an ihren Wirkorten zu gewdahrleisten und somit die Wirksamkeit
zu ermoglichen beziehungsweise zu steigern, werden verschiedene Strategien verfolgt, die
zu einer verbesserten Freisetzung aus der Formulierung und zu einer optimalen Penetration

in die Haut fihren sollen.

Ein Ansatz besteht darin, chemisch modifizierte Peptide zu applizieren, die giinstigere
Eigenschaften fiir die Uberwindung der Hautbarriere aufweisen. Neben GEKG und PKEK
werden deshalb Penetrationsuntersuchungen mit den N-terminal palmitoylierten Pal-GEKG
und Pal-PKEK durchgefiihrt und deren Penetrationsverhalten mit dem der unmodifizierten

Peptide verglichen.
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Das Vehikel spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle fiir die dermale Verfiigbarkeit von
Wirkstoffen. Galenisch modifizierte Emulsionen mit verschiedenen hydrophilen Enhancern,
die temporar die Barriereeigenschaften des Stratum corneum reduzieren, werden daher
eingesetzt, um einen verbesserten Transport der Peptide zum jeweiligen Wirkort zu
ermoglichen. Als innovativer Ansatz werden zudem W/0O-Mikroemulsionen als kolloidale

Vehikelsysteme verwendet, die exzellente penetrationsféordernde Eigenschaften aufweisen.

Ein weiteres Aufgabengebiet dieser Arbeit besteht folglich darin, geeignete W/O-
Mikroemulsionssysteme zu entwickeln (Kapitel 4). Diese sollen aus sehr gut
hautvertraglichen Inhaltsstoffen bestehen und die Peptide in relevanten Konzentrationen
einzuarbeiten sein. Eine umfassende Charakterisierung stellt sicher, dass es sich bei den
entwickelten Systemen tatsidchlich um Mikroemulsionen mit den genannten Eigenschaften
handelt.
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2.1. Die menschliche Haut als Applikationsort fiir Peptide

2.1.1. Aufbau und Funktionen

Die menschliche Haut ist das dufRere Abgrenzungsorgan gegeniiber der Umwelt und weist
einen komplexen, schichtweisen Aufbau auf (Abbildung 1). Die &ufdere Schicht, die
Epidermis, ist ein gefifdloses, mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel, das von aufden
nach innen aus Stratum corneum (SC, Hornschicht), S.granulosum (Koérnerschicht),
S. spinosum (Stachelzellschicht) und S. basale (Basalschicht) besteht.

Leistenhaut Felderhaut
/4 Haarschaft

Schweilpore

Oberhaut (Epidermis) { T~ =
(Ep ) { - Lederhautpapillen

oberer GefaRplexus
Zapfenschicht (S. papillare)
(Stratum corneum)
Netzschicht (S. reticulare)
Lederhaut

. . 1 Haarbalgmuskel
(Dermis/Corium)

Meissner-Tastkorperchen

Talgdrlse

SchweiRdrisengang

Unterhaut ) tiefer GefaRplexus —4—
(Subcutis)

Haarfollikel
SchweiRdrisengang
‘ ekkrine SchweiRdriise

Nervenfaser
ekkrine SchweiRdriise
Vater-Pacini-Tastkérperchen

Abbildung 1: Aufbau der Haut

Neben pigmentbildenden Melanozyten im S. basale, Merkelzellen als Druckrezeptoren,
Langerhanszellen fiir die periphere Immunantwort und wenigen Lymphozyten besteht die
Epidermis hauptsichlich aus Keratinozyten. Diese werden durch mitotische Zellteilung im
S. basale gebildet und wandern im Laufe des epidermalen Differenzierungsprozesses an die
Hautoberfliche, um dort als keratinisierte, abgestorbene Corneozyten (Hornzellen)
abzuschilfern. Die Keratinisierung und der Abbau der Zellorganellen findet beim Ubergang
in das SC statt, in dem die Corneozyten in eine kontinuierlich lamellare, molekular hoch
geordnete Lipidmatrix aus freien, meist gesattigten Fettsduren, Ceramiden, Cholesterol und
Cholesterolderivaten eingebettet sind [4-6]. Die Corneozyten sind von einem rigiden
Proteinmantel (Cornified Envelope) umgeben, an dessen Glutamin-Seitenketten langkettige
Omegahydroxyceramide kovalent gebunden sind. Diese Lipidhiille (Lipid envelope) bildet
die Verbindung zur lamellaren Lipidmatrix und sorgt somit fiir physikalische und chemische
Stabilitat, sowie mechanische Festigkeit [7, 8]. Corneodesmosomen, die Corneozyten

miteinander verbinden, sowie hakendhnliche Corneozytenstrukturen zwischen
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benachbarten Hornzellen bewirken zuséatzliche mechanische Stabilitit [9]. Durch den
besonderen Aufbau bietet das SC dem Korper Schutz vor physikalischen, chemischen und

biologischen Einfliissen, sowie Austrocknung.

Die Dermis enthdlt die Bindegewebszellen Fibrozyten und Fibroblasten, sowie
verschiedene Immunzellen zum Schutz vor immunologischen Einfliissen. Der
vorherrschende Zelltyp, die Fibroblasten sind fiir die Bildung der Interzellularsubstanz,
auch extrazellulare Matrix (EZM) genannt, verantwortlich. Sie produzieren Kollagen, Elastin,
Matrixproteine und verschiedene Enzyme. Die in eine Grundsubstanz aus Polysacchariden
eingebetteten kollagenen und elastischen Fasern der EZM sorgen fiir Zug- und
Druckfestigkeit, sowie Elastizitit der Haut und somit mechanischen Schutz [10, 11].
Weiterhin sind Blut- und Lymphgefdfie, Nerven und die Hautanhangsgebilde
Schweifdriisen, Talgdriisen, Haarwurzeln und Négel in die Dermis eingelagert [6, 12]. Uber
die Nerven und Nervenendkorperchen wird die Sinnesfunktion der Haut mit Tastsinn,
Temperatur-, Juckreiz- und Schmerzempfinden ermdoglicht. Durch Erweiterung oder
Verengung der Hautgefifle, sowie Verdunstung von Schweifd erfolgt die Warmeregulation.
Absonderungen aus Talg- und Schweifddriisen bilden den Sdureschutzmantel auf der
Hautoberfliche. Die Subkutis, bestehend aus Fettzellen, die in lockeres Bindegewebe
eingebettet sind, ermoglicht Energiespeicherung, Warmeisolation, sowie mechanischen
Schutz [6].

2.1.2. Grundlagen der dermalen Wirkstoffaufnahme

Transglandularer Weg Transfollikularer Weg

Corneodesmosomaler
Interzellularer Weg Transzellularer Weg

membran | zytoplasma Corneozyt

Wasser Desmosomen

Haarfollikel
(Haarbalg)

Talgdruse

{ SchweiRdruse

Lipid Wasser

. Cholesterol
| Intrazellularer

Raum

Abbildung 2: Verschiedene Wege der Wirkstoffaufnahme durch die Haut, modifiziert nach Barry
und Neubert et al. [6, 13]
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Die Aufnahme von Stoffen {iber die Haut erfolgt durch passive Diffusion. Dabei stellt das SC
mit seinem speziellen Aufbau die Hauptbarriere dar [14]. Stoffe konnen das SC auf
verschiedenen Wegen durchdringen (Abbildung 2). Eine Moglichkeit des Stoffiibertritts ist
die transzelluldre Route. Dieser Weg ist jedoch fiir die Substanzen erheblich erschwert, da
sie abgestorbene, stark keratinisierte Corneozyten im Wechsel mit lipophilen Lipidschichten
liberwinden miissten. Eindeutige, wissenschaftliche Belege fiir diese Penetrationsroute
stehen aus. Den bevorzugten Diffusionsweg stellt die interzellulire Route dar. Hierbei
penetriert die Substanz zwischen den Corneozyten hindurch. Lipophile Substanzen
diffundieren entlang der Kohlenwasserstoffketten der lamellaren Lipidmatrix (unpolare
Route), wohingegen hydrophile Substanzen den Weg entlang der hydratisierten
Kopfgruppen (hydrophile Route) bevorzugen. Da der Wasseranteil im Interzellularraum
gering ist und somit auch die Schichtdicke (0,16 nm), kénnen nur kleine Molekiile diese
hydrophile Route nutzen. Aufgrund der hohen Anzahl an Corneodesmosomen, die die
Corneozyten miteinander verbinden (400-600 je Corneozyt), ist fiir groflere, hydrophile
Molekiile eine Penetration iiber corneodesmosomale Strukturen denkbar. Neben der
Penetration liber die Hornschicht kdnnen Substanzen auch iiber die Hautanhangsgebilde in
die Haut gelangen, also transglandular oder transfollikuldr. Dem Transport iiber die Adnexe
wird aufgrund des geringen Oberflichenanteils der Poren (0,1-1 %) jedoch eine eher
untergeordnete Rolle zugeschrieben. Doch gerade fiir grofie, polare, langsam penetrierende
Molekiile und Nanopartikel, sowie in der Initialphase scheint er von Bedeutung zu sein [6, 9,
13,15-22].

Damit eine Substanz in die Haut penetrieren kann, muss sie bestimmte Eigenschaften
aufweisen. Kleine Molekiile mit einem Verteilungskoeffizienten nahe 1 diffundieren gut in
die Haut. Starker lipophile Substanzen neigen dazu, sich in der Lipidmatrix der Hornschicht
anzureichern. Hydrophile Stoffe konnen die Lipidbarriere nur schlecht tiberwinden. Auch
ein hohes Molvolumen von iiber 500 Da wirkt sich negativ auf das Diffusionsvermdégen einer
Substanz aus [22, 23]. Eine erhohte Zahl an Wasserstoffbriicken-Donatoren und
-Akzeptoren im Molekiil (> 10), die Wechselwirkungen mit dem SC und die Ausbildung einer
stabilen Hydrathiille begiinstigen, behindern die Penetration. Dabei haben Akzeptoren einen
negativeren Einfluss auf die dermale Permeabilitidt als Donatoren und Basizitdat wirkt sich
negativer aus als Aciditat [24-27]. Auch Dipoleigenschaften erschweren die Permeation [24].
Fiir oral verabreichte Wirkstoffe ist bekanntlich eine grofie polare Oberfliche (PSA)
> 120 A2 bzw. > 140 A2 hinderlich fiir die intestinale Absorption. Diese entspricht der Van-
der-Waals-Oberflache aller Stickstoff- und Sauerstoffatome, sowie daran gebundene
Wasserstoffatome im Molekdl. Fir die Wirkstoffaufnahme in das Gehirn wird ein Grenzwert
von 70 A2 angenommen [28-31]. Pranitha et al belegten den negativen Einfluss einer
groflen PSA auch fiir die dermale Wirkstoffpermeation, bestimmten jedoch keinen
Grenzwert [32]. Ates et al. definierten die folgenden Grenzwerte fiir einen gut
penetrierenden Stoff: MW <180Da und/oder logP=0,3, Schmelzpunkt< 100 °C,
PSA < 40 A2 [33]. Zudem legte der Wissenschaftliche Ausschuss fiir Verbrauchersicherheit

5
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(SCCS: Scientific Committee on Consumer Safety) die Eigenschaften eines Stoffes mit
geringem dermalen Absorptionsvermogen wie folgt fest: MW > 500 Da, hoher Grad an
Ionisation, logP < -1 oder > 4, PSA > 120 A2, Schmelzpunkt > 200 °C [34].

2.1.3. Strategien zur Optimierung der dermalen Peptidpenetration

Peptide weisen ungiinstige Eigenschaften fiir die dermale Penetration auf, da sie
naturgemafd mehrere Peptidbindungen aufweisen und bei physiologischem pH-Wert haufig
geladen vorliegen. Zudem haben sie oftmals ein grofdes Molekulargewicht und sind anfallig
gegenliber proteolytischem Abbau. Um die dermale und transdermale Verfligbarkeit von
Peptiden zu ermoglichen, beziehungsweise zu optimieren, wurden zahlreiche Strategien
verfolgt, die in Ubersichtsartikeln zusammengefasst sind [17, 35-43]. Abbildung 3 zeigt

einen Uberblick iiber die verschiedenen Ansitze.

\
u Optionen zur Verbesserung der dermalen und transdermalen Verfligbarkeit von Peptiden ]

|
| | | |
\ \ \ \
. e Stabilisierung des Modifizierung der
Chemische Modifikation - Previs Verwendung moderner
des Peptids Peptld_s d_ur_ch renmeabilatdes Vehikelsysteme
Proteaseinhibitoren Stratum corneum

\ L \
Einsatz von Tt F
L Penetrationsenhancern physikalische Methoden
» L s
invasiv nicht invasiv

Abbildung 3: Strategien zur Optimierung der dermalen und transdermalen Verfiigharkeit von
Peptiden

Die chemische Modifizierung der Peptide kann einerseits die physikochemischen
Eigenschaften verbessern und somit die Penetration durch die Epidermis erleichtern. Die
Derivatisierung mit Fettsdureresten (z.B. Acetyl-, Caproyl-, Undecenoyl- oder Palmitoyl-),
die haufig fiir kosmetisch eingesetzte, aber auch fiir therapeutisch genutzte Peptide
praktiziert wird, erhoht die Lipophilie [44-50]. Andererseits konnen chemische
Modifizierungen zu einer besseren Stabilitit des Peptids beitragen und es so beispielsweise
vor dem Abbau durch Peptidasen schiitzen [51-56]. Dieser Effekt kann auch durch den

Einsatz von Proteaseinhibitoren erzielt werden [57, 58].

Mittels sogenannter Penetrationsenhancer und physikalischer Methoden wird die
Permeabilitit der Haut erhoht. Penetrationsenhancer reduzieren temporar und reversibel
die Barrierefunktion des SC, indem sie mit den interzelluldren Lipiden, intrazellulirem
Keratin oder Desmosomen Wechselwirkungen eingehen. Als Losungsmittel konnen einige

Penetrationsenhancer auflerdem die Wirkstoffverteilung in der Haut begiinstigen [6, 15, 16,

6
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59-62]. Sie konnen der Formulierung einzeln oder als Gemisch hinzugesetzt werden [63-65]
und finden auch zur Vorbehandlung der Haut Verwendung [66, 67]. Tabelle 1 zeigt Beispiele

einiger Penetrationsenhancer, die in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden, und gibt

Auskunft liber die beschriebene, meist komplexe Wirkungsweise.

Tabelle 1: Beispiele von Penetrationsenhancern und deren Wirkungsweise

Penetrationsenhancer Wirkmechanismus Quellen
Polyole - Solubilisierung des Wirkstoffs im Vehikel [6, 16, 21, 61,
z. B. Propylenglykol, - penetrieren gut in die Haut, ziehen Wirkstoff mit sich 62, 68-71]
Butylenglykol, Pentylenglykol (solvent drag) und erhéhen Losungskapazitat es SC
- Wechselwirkungen mit Keratin in Diskussion
- reduzierte Wirkstoffadsorption
— Wechselwirkungen mit polaren Kopfgruppen der
Lipidbilayer des SC in Diskussion
Nichtionische Emulgatoren - Solubilisierung des Wirkstoffs im Vehikel [6, 21, 61, 62]
z. B. Sucroseester, - Einlagerung in Lipidbilayer des SC
Sorbitanfettsaureester - Wechselwirkungen mit Keratin
- geringer Enhancer-Effekt
Fettsdureester - Beglnstigt Wirkstoffverteilung in der Haut [6, 21]
z. B. Isopropylpalmitat, - Einlagerung in Lipidschichten des SC
Glycerolfettsdureester ~ Fluidisierung
Pyrrolidone (P.) - Wechselwirkungen mit interzelluléren Lipiden [6, 16, 21, 61,
2. B. 2-Pyrrolidon, -> hydrophile P.: an polare Kopfgruppen 62]

N-Methyl-2-Pyrrolidon -> lipophile P.: in hydrophoben Regionen
N-dodecyl-2-Pyrrolidon - Verandern die Lésungseigenschaften des SC

- begtinstigen Wirkstoffverteilung in der Haut

Bei den physikalischen Methoden kommen nicht-invasive Methoden, wie zum Beispiel
Iontophorese [72-77], Elektroporation [78, 79], Sonophorese [80-82] oder Dermaportation
[83]
verschiedene Ablationstechniken [88, 89] oder der Jet Injektor [90] Anwendung. Durch

zum Einsatz. Weiterhin finden invasive Methoden, wie Mikronadeln [84-87],

Kombination mehrerer Methoden wird eine weitere Steigerung der Penetrationsrate erzielt
[91-96]. Zu besseren Penetrationsergebnissen kdnnen auch moderne Vehikelsysteme
beitragen [97-99]. Kolloidale Formulierungen, beispielsweise Mikroemulsionen (ME) [100-
102], Liposomen [103, 104] oder andere Vesikel (z. B. Transferosomen [105] oder
biphasische Vesikel [106]) wurden fiir einen besseren Peptidtransport in die Haut

verwendet.
2.2. Mikroemulsionen
2.2.1. Definition und Eigenschaften

ME bestehen typischerweise aus einem lipophilen Anteil, einer hydrophilen Komponente

und einem Gemisch aus Tensid und Cotensid. Abhdngig von der Hauptkomponente teilt man
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ME in Wasser-in-0l1 (W/0)- oder in Ol-in-Wasser (0/W)-Systeme ein. Bei gleichen Anteilen
der Phasen bilden sich bikontinuierliche Strukturen aus, bei denen sich wassrige und o6lige
Bereiche gegenseitig durchdringen (Abbildung 4) [107-109].
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Abbildung 4: Mdgliche Strukturen in ME; A: Tropfchen in einer W/0-ME, B: bikontinuierliche
Strukturen, C: Trépfchen in einer 0/W-ME (0=01, W=Wasser) [109]

ME, die 1943 erstmals von Hoar und Schulman beschrieben wurden, bilden sich spontan
ohne Energieeintrag, wenn geeignete Mengenverhaltnisse der verschiedenen Komponenten
miteinander gemischt werden [110]. Daher sind sie schnell und einfach herzustellen.
Aufgrund der geringen Grofde der tropfchenférmigen kolloidalen Phase (10-150 nm)
handelt es sich um transparente bis leicht opaleszente Systeme. Sie sind optisch isotrop und
verfligen iiber eine hohe thermodynamische Stabilitit. Zudem besitzen sie eine geringe
Viskositét, eine gegen Null tendierende Grenzflichenspannung und sie weisen Newtonsches
Verhalten auf. Eine weitere besondere Eigenschaft ist die strukturelle Dynamik des Systems.
Die kolloidale Phase ist nicht starr, sondern vielmehr kontinuierlich fluktuierend, sodass
stindig eine spontane Reorganisation auftritt. Da ME Eigenschaften von Ol und Wasser in
sich vereinen, verfiigen sie in Abhdngigkeit von der Art der kolloidalen Phase iiber ein
aufderordentlich gutes Solubilisierungsvermoégen fiir sowohl hydrophile, als auch lipophile
Substanzen [109, 111-117].

2.2.2. Mikroemulsionen zur dermalen Applikation

Aufgrund dieser Vielzahl positiver Eigenschaften sind ME sehr gut zur dermalen Applikation
von Wirkstoffen geeignet. Die ausgezeichneten penetrationsférdernden Eigenschaften
ermoglichen eine optimierte systemische Verfligharkeit von Wirkstoffen, aber auch an den
verschiedenen Zielkompartimenten in der Haut [111, 118]. Trotzdem hat sich die dermale
Anwendung in der pharmazeutischen Praxis bisher nicht durchgesetzt. Im Bereich der
Kosmetik sind ME sehr beliebt und werden beispielsweise zur Hautreinigung, insbesondere
in Make-up Entfernern, sowie in feuchtigkeitsspendenden Korper- und Badedlen,
Sonnenschutzprodukten, Haarprodukten und zur Solubilisierung von Duftstoffen und
atherischen Olen verwendet [119-121].

Der zugrunde liegende Mechanismus des penetrationsférdernden Effekts ist nicht
vollstindig geklart [118]. Je nach Zusammensetzung und Mikrostruktur werden

verschiedene Faktoren diskutiert, die wahrscheinlich kombiniert auftreten:
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— Bestandteile der ME (z. B. Emulgator, Co-Solvenz oder Wasser) penetrieren in die
Haut, gehen Wechselwirkungen mit dem SC ein und setzen so die Barrierefunktion
herab [122-125].

— Verteilungsvorginge zwischen der fluktuierenden kolloidalen und der externen
Phase der ME, sowie eine hohere Mobilitit des Wirkstoffes im Vehikel fithren zu
einer besseren Verteilung in das SC [123, 126].

— Das gute Solubilisierungsvermogen von ME ermdoglicht eine hohe Beladung. Die
folglich erhohte thermodynamische Aktivitit des Wirkstoffs, sowie der grofiere
Konzentrationsgradienten zwischen Vehikel und SC bewirkt eine optimierte
Liberation und Penetration [123, 127].

— ME penetriert selbst transfollikuldr in die Haut und setzt dort den Wirkstoff frei
[128].

Nachteilig ist, dass die dermale Anwendung von ME haufig mit lokaler Reizung einhergeht.
Hierfiir ist einerseits die Toxizitdt der Einzelbestandteile verantwortlich, mit dem im
Vergleich zu klassischen Emulsionen hohen Gehalt an Emulgatoren und Co-Emulgatoren
[118]. Durch den gezielten Einsatz hautfreundlicher Emulgatoren und Co-Solventien kann
die Vertraglichkeit der ME verbessert werden [119]. Andererseits wird diskutiert, dass die
molekulare Struktur des Systems nach dem Verdunsten von Wasser auf der Hautoberflache
das Irritationspotential bestimmt. So werden fliissigkristalline Phasen besser vertragen als

Losungen von Emulgatoren in Ol [122].
2.3.3. Mikroemulsionen als Vehikel fiir Peptide

ME eignen sich auch zur dermalen Applikation von Peptiden und kénnen deren Penetration
in die Haut verbessern. Ubersichtsartikel bieten einen Uberblick iiber die untersuchten
Wirkstoffe [97, 129]. In Tabelle 2 sind Beispiele dargestellt.

Tabelle 2: Beispiele fiir peptidhaltige ME zur dermalen Anwendung

Wirkstoff Art der ME Quellen

Ciclosporin A o/W [102, 130, 131]
bikontinuierlich [132]

Desmopressin W/O [101]

GHRP-6 W/O [100]

(Wachstumshormon freisetzendes Peptid)

IGF-1 W/O [100]

(Insulindhnlicher Wachstumsfaktor)

Insulin W/O [133]

N-acetyl-L-Carnosin o/w [63, 134]
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2.3. Peptide als Wirkstoffe

Zahlreiche peptidische Wirkstoffe stehen fiir die Arzneimitteltherapie zur Verfligung, wobei
Insulin, Wachstumshormone, Calcitonin, Corticotropin, Somatostatin und Vasopressin-
analoga, wie Desmopressin als wichtige stoffwechselregulierende Wirkstoffe nur einige
Beispiele darstellen [135-138]. Die hohe biologische Aktivitit und die spezifische
Wirksamkeit mit geringem Nebenwirkungspotential machen Peptide zu einer attraktiven
Wirkstoffklasse [17, 139]. Allerdings miissen sie anstatt oral appliziert iliberwiegend
parenteral verabreicht werden, da sie gegeniiber enzymatischem Abbau anfillig sind und
rasch tiber Leber und Niere eliminiert werden. Aufierdem weisen sie eine schlechte
Membranpermeabilitiat auf, die auf ihre Hydrophilie und das meist grof3e Molekulargewicht
zuriickzufiihren ist [41]. Nasale Arzneiformen werden flir Gonadoliberin (GnRH 1),
Calcitonin, Desmopressin, Buserelin eingesetzt. Zahlreiche Ubersichtsartikel belegen, dass
intensiv an weiteren nadelfreien Applikationsrouten fiir Peptide, die fiir eine bessere

Akzeptanz beim Patienten sorgen sollen, geforscht wird [40, 135, 140-143].
2.3.1. Dermale Anwendung

Um systemische Effekte zu erzielen, ist die dermale Applikation von Peptiden eine
erstrebenswerte Alternative zur parenteralen Anwendung. Der Abbau iliber Enzyme des
Gastrointestinaltrakts oder iiber den hepatischen First-Pass-Effekt, wie er nach oraler
Aufnahme auftritt, wird so beispielsweise vermieden. Zudem wird eine bessere
Therapietreue der Patienten erreicht, da transdermale therapeutische Systeme einfacher zu
handhaben sind. Weiterhin ermoglichen sie als nadelfreie Systeme eine schmerzfreie
Applikation und aufgrund kontrollierter Wirkstofffreisetzung miissen sie iiber einen
langeren Zeitraum weniger hdufig angewendet werden [17, 39, 41]. In der Praxis spielt die
transdermale Anwendung bisher allerdings keine Rolle, obwohl intensiv daran geforscht
wird, die Permeabilitit von Peptiden zu optimieren (siehe Kapitel 2.1.3. Strategien zur

Optimierung der dermalen Peptidpenetration, Seite 6) [42].

Peptide konnen auf der Haut appliziert werden, um lokale Effekte auf ihr zu erzielen.
Peptidische Antibiotika, wie Tyrothricin in Tyrosur® Gel oder Tyrosur® Puder, das bei
kleinflichigen und oberflichlichen Wunden eingesetzt wird, oder das Lipoglykopeptid
Telavancin in Vibativ® zur Behandlung von Hautinfektionen sind Beispiele fiir dieses
Anwendungsgebiet [139, 144, 145]. In der Haut konnen Peptide antientziindliche und
wundheilungsférdernde Effekte erzielen [64, 146-150]. Der rekombinante humane
Wachstumsfaktor Becaplermin (Regranex®) kommt topisch auf chronischen, diabetischen
Ulcera zum Einsatz, um die Wundheilung zu féordern. Allerdings trat ein erh6htes Risiko fiir
maligne Erkrankungen als unerwilinschte Wirkung auf [151]. Laut Hersteller wurde der
Vertrieb aufgrund geringer Nachfrage 2011 eingestellt [152]. Bestimmte Peptide fungieren
selbst als Enhancer und tragen durch Wechselwirkungen mit Hautbestandteilen zu einer

besseren Wirkstoffpenetration und -permeation bei [153-157].
10
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2.3.2. Peptide in der Kosmetik

In kosmetischen Produkten werden synthetisch hergestellte und natiirliche Oligopeptide,
zum Beispiel aus Soja oder Milch verwendet [47]. Die Herstellung synthetischer Peptide ist
vergleichsweise teuer. Aufgrund ihrer hohen Potenz koénnen sie in geringen
Konzentrationen (ppm-Bereich) eingesetzt werden [1, 46]. Lupo et al. unterteilte sie nach
ihrem Wirkmechanismus in drei Gruppen - Signalpeptide, Transportpeptide und
Neurotransmitter-beeinflussende Peptide [2, 158]. Als weitere Gruppen sind die
antioxidativen, entziindungshemmenden Peptide bekannt, sowie enzymhemmende Peptide
[3, 36, 159]. Abbildung 5 zeigt eine Ubersicht der genannten Gruppen und deren Wirkungsweise
[2, 3,36, 158, 159].

s ‘ N\
L kosmetische Peptide

|

\ \ \ \
Neurotransmitter- Antioxidative und
Signalpeptide Transportpeptide beeinflussende L entziindungs- enzynigge{ir(lgende
Peptide hemmende Peptide P
Stimulierung der Interaktionen an Schutz vor
Expression Stabilisierung und der neuro- reaktiven H
extrazellularer Zulieferung von muskularen Sauerstoffspezies SRy e
; . _ . Enzymen, die zum
Matrixproteine wichtigen Verbindungsstelle Unterdriickung von .
. Altern beitragen
(Matrikine / Spurenelementen A4 Entziindungs-
Collagenbooster) Muskelrelaxation reaktionen

Abbildung 5: Einteilung kosmetisch verwendeter Peptide nach ihrem Wirkmechanismus

Die Einsatzmoglichkeiten sind vielfaltig und die Zahl der kosmetischen Peptide wachst
zunehmend [1, 47, 160, 161]. Vor allem im Anti-Aging-Segment sind Peptide sehr beliebt, da
viele Vertreter in der Lage sein sollen, Falten zu reduzieren [162-167]. Der
Wirksamkeitsnachweis wird haufig auf zellulirer Ebene anhand von in vitro Studien
erbracht [46, 47, 168-174]. Fiir einige Peptide liegen zudem klinische Daten vor [48, 161-
163,165,167, 175-182]. Die Aussagekraft ist meist begrenzt, da kosmetische Studien oft mit
geringer Probandenzahl und teilweise ohne ausreichende Kontrollen (Placebo und
Standard) durchgefiihrt werden. Zudem ist fragliche, ob Peptide ihre Zielkompartimente
erreichen, da nur selten Informationen tliber deren Penetrationsvermdégen vorliegen [3, 64,
66, 183, 184].
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3. Eigenschaften der untersuchten Modellpeptide

Als Modellpeptide wurden zwei aus proteinogenen Aminosiuren bestehende Tetrapeptide
verwendet: GEKG und PKEK (Sequenz jeweils in Einbuchstabencode). Auflerdem wurden
die entsprechenden N-terminal palmitoylierten Tetrapeptide Pal-GEKG und Pal-PKEK in die

Untersuchungen einbezogen (Strukturformeln in Abbildung 6).

GEKG / Pal-GEKG PKEK / Pal-PKEK
o o o © OH
H,N o H
\/\/\/U\”/Y HO N/\/\/\
o NH o OH OVNH H NH,
o ¥
HO\'(\I )l\/n\ R\ :
N R N W AN
H N NH,
o A
GEKG R=H PKEK R=H
Pal-GEKG  R=C(O)C+sHs34 Pal-PKEK R= C(0O)C15Ha1

Abbildung 6: Strukturformeln der Tetrapeptide GEKG und PKEK, sowie den N-terminal
palmitoylierten Peptiden Pal-GEKG und Pal-PKEK

Als weitere Modellsubstanzen dienten drei Tripeptide: LPA, LPBG und LPT (Abkiirzungen
entsprechen nicht dem Einbuchstabencode der Peptidsequenz, Strukturformeln in
Abbildung 7). Diese enthalten im Gegensatz zu den Tetrapeptiden teilweise modifizierte,
nicht-proteinogen Aminosauren. LPA ist aus den zwei proteinogenen Aminosduren Lysin
(Lys) und Prolin (Pro), sowie der nicht-proteinogenen Aminosdure a-Aminoisobuttersiaure
(Aib) zusammengesetzt. LPBG besteht aus den Aminosauren Lysin, Prolin und Glycin (Gly),
wobei Glycin durch eine tert-Butylgruppe modifiziert ist. Bei LPT handelt es sich um ein
Peptid aus Lysin modifiziert mit zwei Methylgruppen am oa-Aminostickstoff, D-
konfiguriertem Prolin, sowie einem N-methylierten Threonin (Thr). Die gewadahlten

Abkiirzungen entsprechen nicht den Aminosiauresequenzen in Einbuchstabencode.

LPA LPBG LPT

L\W«O% L\W«qr “{ VVVOU)L

HsC CH3 HC’N

HyC CH:

Abbildung 7: Strukturformeln der Tripeptide LPA, LPBG und LPT

3.1. Anwendungsgebiete und Zielkompartimente

GEKG (CAS: 960608-17-7) wird von der Evonik Industries AG in dem Produkt TEGO® Pep 4-
17 als kosmetischer Rohstoff (INCI: Tetrapeptide-21) fiir Antifalten-Cremes vertrieben [185,

186]. Seine Sequenz wurde als sich wiederholende Aminosiduresequenz im Kollagen Typ IV

12
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identifiziert [168]. In vitro Untersuchungen an humanen dermalen Fibroblasten ergaben,
dass GEKG eine erhohte mRNA-Expression molekularbiologischer Marker fiir Kollagen,
Hyaluronsdure und Fibronektin bewirkt und die Bildung von Kollagen steigert. Eine
vermehrte Kollagen-Typ-I-Genexpression wurde placebokontrolliert auch in vivo nach 8-
wochiger Anwendung einer GEKG-haltigen Creme (50 ppm) festgestellt. An Probanden
wurde in weiteren Studien demonstriert, dass die Verwendung GEKG-haltiger Cremes am
Unterarm und im Gesicht eine verbesserte Hautstruktur ermoglicht, sowie eine erhohte
Hautelastizitat und Minimierung von Falten [163, 175, 179]. Da GEKG die Biosynthese von

Peptiden in der EZM steigern soll, stellt das Zielkompartiment die Dermis dar.

PKEK (CAS: 1036207-61-0) wird von der Evonik Industries AG als kosmetischer Rohstoff
(INCI: Tetrapeptide-30) in dem Produkt TEGO® Pep 4-even vertrieben [185, 187]. Als
Hautaufhellungsmittel wird die Anwendung in Anti-Aging-Prdparaten zur Korrektur von
Altersflecken und bei Pigmentstorungen empfohlen, um ein gleichmafdigeres Hautbild zu
erzielen [187, 188]. PKEK kommt als Aminosduresequenz in dem antimikrobiellen Protein
Cecropin B vor [147]. An Hautepithelzellen wurde gezeigt, dass es in der Lage ist, die UV-B-
bedingte Bildung von Interleukin-6 zu minimieren [169]. Neben der antientziindlichen
Aktivitit wurde invitro und invivo eine Reduzierung der Keratinozyten-induzierten
Aktivierung von Melanozyten demonstriert. Weitere Studien an kaukasischen, asiatischen
und siidafrikanischen Probanden belegen fiir PKEK einen hautaufhellenden Effekt, der
durch die Kombination mit Natriumascorbylphosphat noch gesteigert werden kann [176,
178, 179]. Da PKEK auf zellularer Ebene den Pigmentierungsprozess der Haut beeinflussen

soll, ist sein Zielkompartiment in der Basalschicht der Epidermis anzusiedeln.

LPA (CAS: 1682652-97-6), LPBG (CAS: 1682652-99-8) und LPT (CAS: 1682652-87-4)
wurden als antiinflammatorische Peptide von der Dr. August Wolff GmbH & Co. KG
Arzneimittel entwickelt [189]. Die Strukturen wurden von dem antientziindlich wirkenden
Tripeptid KdPT abgeleitet, das dem C-Terminus des «a-Melanozyten-stimulierenden
Hormons strukturell dhnelt. Untersuchungen an mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (invitro) und an verschiedenen Mausmodellen zeigen, dass KdPT eine
vielversprechende Therapieoption bei Psoriasis darstellt [190-192]. Aufgrund ungiinstiger
physikochemischer Eigenschaften ist es fiir die dermale Anwendung jedoch ungeeignet und
wurde daher C- und N-terminal modifiziert. Die resultierenden Peptide sind lipophiler und
besser vertraglich. In vitro zeigten LPA, LPBG und LPT an T-Zellen von Mensch und Maus,
sowie humanen Keratinozyten (HaCaT), eine stiarkere antientziindliche Wirksamkeit als
KdPT, da sie die Bildung inflammatorischer Zytokine stirker hemmten. Weiterhin wurde in
HaCaT antientziindliches Interleukin-10 deutlich stimuliert [189]. Um diese Effekte auch in
vivo zu erzielen, miissen die Peptide in lebende Hautschichten penetrieren. Die untere
Epidermis und Dermis stellen daher die Zielkompartimente der antiinflammatorischen
Peptide dar.
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3.2. Physikochemische Eigenschaften der Peptide

3.2.1. Isoelektrischer Punkt

Der isoelektrische Punkt (IEP) stellt fiir Peptide und Proteine eine charakteristische Grofe
dar, da diese viele ionisierbare Gruppen aufweisen. Fir GEKG und PKEK wurde er
experimentell mittels Kapillarelektrophorese (CE) bestimmt. Er ist von den pKs-Werten der
funktionellen Gruppen abhingig und gibt den pH-Wert an, an dem sich negative und
positive Ladungen im Molekiil ausgleichen. Das Molekiil ist nach aufien ungeladen, was sich
glinstig auf das Penetrationsvermogen auswirkt. Ist der pH-Wert kleiner als der IEP, liegen

die Peptide als Kationen vor und ist er grof3er, als Anionen.

Mit Hilfe der CE kann der IEP einfach, schnell und prazise bestimmt werden [193].
Typischerweise wird die Probe als schmales Band (5-50 nL.) am anodischen Ende in eine mit
Puffer gefillte Kapillare aus amorphem Quarz mit Polyimid-Beschichtung injiziert. Die
Kapillare, an die eine Spannung von bis zu 30 kV angelegt wird, hat einen Innendurchmesser
von 25 bis 100 pm und eine Lange von bis zu 100 cm. Die elektrophoretische Trennung im
elektrischen Feld erfolgt aufgrund der Ladung und Grofde der Peptide und wird von dem
sogenannten elektroosmostischen Fluss (EOF) iiberlagert. Dieser entsteht durch die
negative Oberflaichenladung der Kapillare durch Dissoziation der Silanolgruppen. An der
Kapillarwand lagern sich hydratisierte Kationen des Laufmittels an, die im elektrischen Feld
zur Kathode transportiert werden und die gesamte Pufferphase mit sich ziehen. Dieser
passive Transportmechanismus bewirkt, dass auch negativ geladene lonen entgegen der
elektrophoretischen Migration zur Kathode wandern konnen. Dementsprechend werden am
Detektor, der sich im Bereich der Kathode befindet, zuerst positiv geladene Analyten
detektiert, anschliefend neutrale und zum Schluss negativ geladene. Die
Migrationsgeschwindigkeit von Neutralsubstanzen entspricht dem EOF. Fiir die Detektion,
die durch die transparente Kapillare erfolgt (on-column), werden meist Fluoreszenz- oder
UV-Detektoren verwendet [194, 195].

Zur Bestimmung des IEP wurde parallel zum Analyten sowohl eine Neutralsubstanz
analysiert, als auch der pH-Wert des Laufmittels variiert (siehe 7.3.1. Experimentelle
Bestimmung des isoelektrischen Punktes, Seite 96). Wurde der IEP erreicht, zeigte das

Peptid die gleiche Migrationsgeschwindigkeit wie die Neutralsubstanz.

Tabelle 3:Ubersicht iiber die IEP der Peptide

Bestimmt mit: GEKG Pal-GEKG PKEK Pal-PKEK LPA LPBG LPT
CE 5,1 8.8
MarvinSketch 6,02 3,66 9,563 6,97 9,16 9,16 9,00

Fiir GEKG, das eine saure und eine basische Aminosdure, sowie zwei neutrale Glycine
enthalt, lag der IEP mit 5,1 im schwach sauren Bereich. Flir PKEK wurde mit 8,8 ein Wert im

basischen pH-Bereich ermittelt. Dies ist darauf zurilickzufiihren, dass das Peptid aus zwei
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basischen Lysinen, sowie einer sauren und einer neutralen Aminosaure besteht (Tabelle 3).
Die mittels MarvinSketch pradiktierten Werte lagen in einem dhnlichen Bereich. Grundlage
der Berechnung ist die gewichtete Summe der Nettoladungen der vorliegenden
Mikrospezies bei einem gegebenen pH-Wert, die am IEP 0 ist. Fiir Molekiile mit vielen
ionisierbaren Gruppen ist die Vorhersage des IEP schwierig, da zahlreiche Mikrospezies
moglich sind [196]. Dies erklart die leichte Abweichung der berechneten Werte gegeniiber

den experimentell ermittelten.

Pal-GEKG und Pal-PKEK lésten sich nur schlecht in wiassrigen Pufferlosungen (siehe 3.2.2.
Loslichkeit). Aus Mangel an chromophoren Gruppen besitzen diese Peptide zudem ein zu
schlechtes UV-Absorptionsvermégen. In Kombination mit der geringen Konzentrations-
empfindlichkeit der CE infolge geringer Einspritzvolumina war die Detektion nicht moglich
[195]. Fir LPA, LPBG und LPT wurde aus Mangel an Substanz auf die experimentelle
Bestimmung verzichtet. Fiir diese Peptide wurde der IEP ausschliefllich mittels
MarvinSketch vorhergesagt (siehe Tabelle 3). Es kann davon ausgegangen werden, dass die
Pradiktion mittels MarvinSketch zuverlassige Ergebnisse liefert, da fiir GEKG und PKEK eine

gute Ubereinstimmung mit experimentell ermittelten Werten gezeigt wurde.

Pal-GEKG und Pal-PKEK besitzen geringere IEP als GEKG und PKEK, da die basische
Aminogruppe des N-Terminus durch die Palmitoylierung in eine neutrale Amidgruppe
tiberfiihrt wird. Fir LPA, LPBG und LPT wurden vergleichbare Werte im basischen pH-
Bereich berechnet, da das N-terminale Lysin durch die Aminogruppe basisch ist und die

librigen Aminosduren neutral sind.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass nur GEKG und Pal-PKEK einen IEP im leicht sauren
bis neutralen pH-Bereich besitzen und unter physiologischen Bedingungen (Hautoberflache
mit pH 4-6 und obere Hautschichten mit Anstieg bis auf pH 7 [197]) nach aufden ungeladen
vorliegen konnen. Die iibrigen Peptide werden vorwiegend anionisch (Pal-GEKG) oder
kationisch (PKEK, LPA, LPBG und LPT) sein.

3.2.2. Loslichkeit

Fiir Pal-GEKG wurde die Sattigungsloslichkeit in Puffer verschiedener pH-Werte bestimmt
(siehe 7.3.2. Bestimmung der Sattigungsloslichkeit, Seite 97). Gemafd Europdischem
Arzneibuch (Ph. Eur.) ist es wenig loslich bei pH 7,4 (10,29 + 1,47 mg/mL) bis schwer 16slich
bei pH5,4 (3,83+0,09 mg/mL) und pH7,0 (855%*2,14 mg/mL). Die Abnahme der
Loslichkeit bei saurem pH ldsst sich mit dem IEP erkldren, der in diesem Bereich liegt. Bei
weiterer Verdliinnung der Losungen auf 0,2 mg/mL fiel Pal-GEKG allerdings aus. Pal-GEKG
war bei hoheren Konzentrationen demnach vermutlich nicht molekulardispers gelost.
Vielmehr bildete es aufgrund seiner amphiphilen Molekiilstruktur wahrscheinlich

Aggregate, beispielsweise Mizellen oder andere lyotrope Mesophasen. Die Bestimmung der
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kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) mittels CE und UV-Detektion konnte nicht

durchgefiihrt werden, da das UV-Absorptionsvermégen von Pal-GEKG zu gering ist.

Aufgrund der geringen Substanzenmengen, die zur Verfligung standen, wurde auf die
weitere Untersuchung von Sattigungsloslichkeiten in Wasser, Puffern, Laufmitteln oder dem
Akzeptormedium der Penetrationsversuche verzichtet. Die unmodifizierten Peptide GEKG,
PKEK, LPA, LPBG und LPT lésen sich aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften
hochstwahrscheinlich sehr gut in Wasser. Losungen dieser Peptide in Wasser mit einer
Konzentration von je 1 mg/mL zeigten keinen Bodensatz. Im SciFinder® angegebene,
kalkulierte Werte bestdtigen dies (siehe Tabelle 4) [198-202]. Die geringste
Wasserloslichkeit wird jeweils im Bereich des IEP erreicht, da dort aufgrund der nach aufien
ungeladenen Substanz die Hydrophilie am schwachsten ist. Fiir die palmitoylierten Peptide
ist eine geringere Loslichkeit in Wasser zu erwarten. Pal-PKEK 16ste sich optisch bei einer
Konzentration von 1 mg/mL in Wasser, wobei eine Schaumbildung zu beobachten war. Eine
Bildung lyotroper Mesophasen ist ebenfalls méglich. Bei einer Konzentration von 1 mg/mL
l6ste sich Pal-GEKG nicht in Wasser, 10 pg/mL losten sich.

Tabelle 4: Loslichkeit in wissrigem Medium berechnet mittels ACD/Labs [198-202]

Bedingungen GEKG PKEK LPA LPBG LPT

pH 1 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L
pH 2 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L
pH 3 220 g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L
pH 4 12 glL 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L
pH5 3,79g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 310 g/L
pH 6 3,0g/L 1000 g/L 1000 g/L 1000 g/L 31glL
pH7 3,56g/L 110 g/L 1000 g/L 1000 g/L 3,79g/L
pH 8 9,3 g/L 13 glL 1000 g/L 1000 g/L 0,93 g/L
pH 9 70 g/L 3,4 g/lL 762 g/L 738 g/L 0,70 g/L
pH 10 903 g/L 3,59/l 857 g/L 831 g/L 0,81 giL
Wasser 3,0g/L 29g/L 742 g/L 720 g/L 0,66 g/L
(ohne Puffer) (pH 6,04) (pH 9,5) (pH 9,31) (pH 9,30) (pH 9,05)

In Methanol (MeOH) zeigte nur GEKG bei einer Konzentration von 1 mg/mL einen
Niederschlag. Stammldsungen fiir die Analytik wurden von diesem Peptid deshalb in Wasser
hergestellt. In Acetonitril (ACN) fiel PKEK bei einer Konzentration von 1 mg/mL aus. In
einer ACN-Wasser-Mischung (1:1) waren 500 mg/mL l6slich.

3.2.3. Kalkulierte Parameter mit Einfluss auf das Penetrationsverhalten

Weitere physikochemische Parameter der Peptide, die das Penetrationsverhalten
beeinflussen (siehe 2.1.2. Grundlagen der dermalen Wirkstoffaufnahme, Seite 4), wurden
mittels MarvinSketch berechnet (Tabelle5). Beim logP handelt es sich um den
logarithmierten Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient der nichtionischen Molekiilspezies.
Der logD ist als logarithmierter Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient aller vorliegenden

Spezies eines Stoffes definiert. Grundlage der logP-Pradiktion mittels MarvinSketch stellte
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ein Datensatz von 893 Verbindungen dar [203]. Fiir die Vorhersage des logD-Wertes
ermittelt das Programm alle vorliegenden lonisationsspezies bei dem gegebenen pH-Wert,
sowie deren Verteilung. Der logD ergibt sich dann aus der Summe der Konzentrationen aller
Mikrospezies in  Octanol- und  Wasserphase [204]. Die  Anzahl der
Wasserstoffbriickendonatoren entspricht der Anzahl an elektronegativen Atomen im
Molekiil, an die kovalent Wasserstoffatome gebunden sind (bezeichnet als ,donor count®).
Die Anzahl der Akzeptoren entspricht der Anzahl an Atomen im Molekiil, die freie
Elektronenpaare zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen besitzen (bezeichnet

als ,acceptor count”).

Tabelle 5: Ubersicht iiber die physikochemischen Eigenschaften der untersuchten Peptide
berechnet mittels MarvinSketch

GEKG Pal-GEKG PKEK Pal-PKEK LPA LPBG LPT
Summenformel CisH27NsO7  C3iHs7NsO7  CaoHaoNeO7  CzgH7oNeOs  CisHzsNsOs  Ci7H3oNsOs  CigH34N4Os
molare Masse [g/mol] 389,40 627,81 500,60 739,00 328,41 356,46 386,49
logP -3,83 1,78 -2,59 2,85 -1,41 -0,24 -1,27
logDep -9,45 -1,42 -8,63 -2,80 -4,31 -3,14 -4,15
H-Briicken-Donatoren 7 7 8 7 4 4 5
H-Briicken-Akzeptoren 9 9 10 10 6 6 7
PSA [A?%] 213,94 217,02 225,97 234,25 138,75 138,75 127,41

GEKG und PKEK besitzen als Tetrapeptide zahlreiche ionisierbare funktionelle Gruppen
(Abbildung 6, Seite 12). Sie konnen daher in vielen verschiedenen Ionisationsspezies
vorliegen, sind hydrophil und besitzen eine sehr grofie PSA. Die ausgepragte Hydrophilie
zeigt sich fiir beide Peptide in negativen logP-Werten. Der logD ist aufgrund der
vorhandenen Ladungen in den lonisationsspezies liber einen pH-Bereich von 0-14 noch
kleiner als der logP. Am IEP erreicht der logD sein Maximum. Fiir GEKG sind die logP und
logD-Werte kleiner. PKEK besitzt hingegen eine grofiere molare Masse. Beide Peptide

weisen Uber 10 Wasserstoffbriickendonatoren und —-akzeptoren auf.

Die N-terminal palmitoylierten Peptide Pal-GEKG und Pal-PKEK besitzen durch die
Verkniipfung mit einer Fettsdure lipophilere Eigenschaften als die unmodifizierten Peptide.
Dies verdeutlichen die hoheren logP- und logD-Werte. Dennoch sind die logD-Werte
zwischen pH 0 und 14 bei beiden Peptidarten negativ. Dies ist damit zu erkldren, dass
sowohl die palmitoylierten, als auch die unmodifizierten Peptide liber den gesamten pH-
Bereich ionisiert vorliegen. Die Anzahl der Wasserstoftbriickenakzeptoren und -donatoren
verdnderte sich nicht. In der unmodifizierten Variante dient das N-terminale basische Amin
als Donor und Akzeptor. In der palmitoylierten Variante steht das Stickstoffatom des Amids
nicht als Akzeptor zur Verfiigung, jedoch das Sauerstoffatom. Die PSA ist durch das
zusatzliche Sauerstoffatom der Amidbindung etwas grofier. Allerdings spielt das in Hinblick
auf die Zunahme des unpolaren Oberflichenanteils eine untergeordnete Rolle. Um die

lipophile Barriere der Haut besser zu liberwinden, ist die hohere Lipophilie wahrscheinlich
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3. Eigenschaften der untersuchten Modellpeptide

vorteilhaft. Nachteilig konnte sich dagegen das hohere Molekulargewicht auf die Penetration

auswirken.

Die drei Tripeptide LPA, LPBG und LPT weisen angesichts ihrer sehr dhnlichen Struktur
vergleichbare physikochemische Eigenschaften auf (Tabelle 5). Sie haben eine &dhnliche
Molekiilgrof3e im Bereich zwischen 328,41-386,49 g/mol und besitzen als Tripeptide viele
ionisierbare Gruppen, was die sehr hydrophilen Eigenschaften bedingt. Letzteres spiegeln
die negativen logP und logD-Werte wider. Die PSA von LPA und LPBG ist gleich infolge der
gleichen Anzahl an Heteroatomen im Molekiil und daran gebundenen Wasserstoffatomen.
Aufgrund seiner tert-Butylgruppe anstelle der Di-Methylsubstitution am a-Kohlenstoff des
Glycins besitzt LPBG die etwas hohere Lipophilie. LPA besitzt in der gleichen Position zwei
Methylgruppen. Zwar weist LPT mit der Hydroxylgruppe des C-terminalen Threonins eine
polare Gruppe mehr im Molekiil auf als LPA und LPBG. Durch die Derivatisierung mit
Methylgruppen am a-Stickstoff des Lysins und des Amidstickstoffs der Peptidbindung des
Threonins ist die PSA jedoch leicht niedriger. LPT ist folglich lipophiler. Es besitzt hohere
logD-Werte als LPA. Aufgrund ihrer moderaten Polaritit (PSA <140 A2), die durch
chemische Modifizierungen erzielt wurde, sowie der akzeptablen Anzahl an
Wasserstoffbriickenbindungspartnern (< 10) und Molekiilgréfden (< 500 Da) kénnten LPA,
LPBG und LPT in der Lage sein, in die Haut einzudringen. Die Penetrationsversuche werden

zeigen, ob die ausgepragte Hydrophilie diesen positiven Eigenschaften entgegen wirkt.
3.3. Extraktionsverfahren

Fiir LPA, LPBG und LPT wurde die Extrahierbarkeit aus den verwendeten Vehikelsystemen
und Haut untersucht, um ein geeignetes Losungsmittel flir die Penetrationsversuche zu
bestimmen. Es sollte weiterhin herausgefunden werden, ob und in welchem Ausmafd Haut-
oder Formulierungsbestandteile und das Extraktionsmittel die Analytik beeinflussen. Fiir
die librigen Peptide war die Bestimmung der Extrahierbarkeit nicht notig, da der in die Haut
penetrierte Anteil im Versuch {iber Zugabe eines radioaktiven Tracers und

Fliissigkeitsszintillationsmessung bestimmt wurde.

Voruntersuchungen hatten ergeben, dass LPA, LPBG und LPT gut in MeOH l6slich sind (siehe
3.2.2. Loslichkeit, Seite 15). Allerdings sind darin auch Bestandteile der Formulierungen und
der Haut sehr gut 16slich, die die Analytik beeinflussen kdnnen. Da die hydrophilen Peptide
sich ebenfalls gut in Wasser losten, wurden dem Extraktionsmittel verschiedene
Wasseranteile hinzugesetzt, um zu sehen, ob sich dies positiv auf die Wiederfindungsrate
(WFR) auswirkt. Die Inkubationszeit wurde auf 100 min begrenzt, da davon ausgegangen

wurde, dass die Peptide in Gegenwart von Hautbestandteilen abgebaut werden.

Die untersuchten Blindproben ergaben keine iiberlagernden oder storenden Signale im
Chromatogramm. Allerdings wurden fiir die ME, Basiscreme DAC (BC) und Haut erhebliche

Matrixeffekte nachgewiesen, die in den Chromatogrammen eine Vergréfierung oder
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3. Eigenschaften der untersuchten Modellpeptide

Verkleinerung der Peakflachen bewirkten. Daher wurden dem Ldésungmittel (MeOH mit
internem Standard), mit denen die Kalibrierstandards fiir die Versuche hergestellt wurden,
die entsprechende Matrix hinzugefiigt. Auch der Wasseranteil der verschiedenen
Extraktionsmittel zeigte einen Matrixeffekt, der je nach weiteren Matrixbestanteilen (ME,
BC, Haut) unterschiedlich ausgepragt war. Damit dieser berticksichtigt wird, wire es eine
Moglichkeit, fiir jedes Extraktionsmittel eine gesonderte Kalibrierung zu erstellen. Um die
Probenzahl gering zu halten und die Probenaufbereitung zu vereinfachen, wurde aber
anhand eines Standards mit 5 pg/mL Peptid ein Korrekturfaktor ermittelt (Tabelle 6).
Wasseranteile in der Probe vergrofierten die Peakflichen meist, vermutlich durch

lonisierungseffekte.

Tabelle 6: Korrekturfaktoren fiir den Extraktionsversuch

MeOH/H,0 LPA LPBG LPT

(VIV) ME BC Haut+ME | ME BC Haut+ME | ME BC Haut+ME
90/10 1,1 1,1 0,9 1,2 1,3 1,0 1,5 3,1 1,2

70/30 1,1 1,2 1,0 1,5 1,3 1,0 1,7 3,2 1,2

50/50 1,1 3,2 1,0 1,4 2,3 1,0 2,1 3,5 1,3

Um den Einfluss des Wassergehalts der Probe auf die Analytik auszugleichen, wurden die
WFR des Extraktionsversuchs mit dem entsprechenden Korrekturfaktor aus Tabelle 6
korrigiert. Tabelle 7 zeigt die korrigierten WFR der Peptide nach Extraktion aus ME, BC und
Haut. Teilweise wurden Werte liber 100 % erhalten. Dies konnte auf das experimentelle
Vorgehen zuriickzufiihren sein. Beispielsweise konnte Verdunstung von Wasser bei der

Herstellung der Formulierung oder das Verdunsten von Extraktionsmittel ursachlich sein.

Tabelle 7: Korrigierte WFR von LPA, LPBG und LPT nach Extraktion mit MeOH-Wasser-Mischungen
aus ME, BC und Haut bezogen auf die eingesetzte Dosis; n=3, MW * SD)

MeOH/H.O LPA LPBG LPT

(VIV) ME BC Haut ME BC Haut ME BC Haut
100/0 78 18 102 +4 84 + 21 1015 128 £ 9 67 +13 117+£10 124+14 77+5
90/10 97 +3 102+ 6 99+ 14 103+7 113+4 98 + 12 102+ 6 63 +3 66 + 11
70/30 89+3 90 + 2 89+4 96 + 3 1103 80+ 19 110+ 6 52+3 65+3
50/50 96 + 3 49+5 1037 111+6 94 +13 1039 1105 89 + 16 69 +10

Die ME léste sich in MeOH und den MeOH-Wasser-Gemischen (90/10 und 70/30) und eine
effektive Extraktion der Peptide wurde erzielt. Das 50/50-Gemisch war nicht in der Lage die
lipophilen Formulierungsbestandteile vollstindig zu losen, sodass die Proben auch nach
Filtration triib waren. Da die emulgierten Formulierungsbestandteile die HPLC-Saule
verunreinigen, wurde dieses Extraktionsmittel nicht fiir spatere Versuche gewahlt, obwohl

damit sehr gute WFR erzielt wurden.

Fiir die BC wurden die besten Extraktionsergebnisse mit 100 % MeOH und fiir LPA auch mit
90 % MeOH erzielt. Enthielt das Extraktionsmittel Wasser, losten sich die lipophilen
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Bestandteile der Creme schlechter und die WFR wurde Kkleiner. Da sich die lipophilen
Cremebestandteile (Tagat S2, Myritol 318 und Vaseline) nicht vollstindig in MeOH losen,
sollten im Penetrationsversuch geeignete Mafinahmen (z. B. Zentrifugation und Filtration)

ergriffen werden, um diese abzutrennen.

Im Extraktionsversuch mit Haut wurde peptidhaltige ME auf die Haut aufgetragen. Wie im
Versuch mit der ME resultierten mit dem 50/50-Gemisch triibe Proben, sodass dieses
Extraktionsmittel trotz guter WFR fiir die Penetrationsversuche ausgeschlossen wurde. Das
gute Extraktionsvermogen des 50/50-Gemischs ldsst sich damit erkldren, dass das
enthaltene Wasser zur Quellung der Haut fiihrt und sich die hydrophilen Peptide gut in
diesem losen. Fiir die ibrigen Extraktionsmittel wurden tendenziell dhnliche Ergebnisse wie
fiir die ME erzielt. Ein hoher MeOH-Anteil erwies sich als glinstig, da dieser die Haut- und

Formulierungsbestandteile anlost und somit die Peptidextraktion ermoglicht.

Fiir die Penetrationsexperimente wurden die in Tabelle 7 rot markierten
Losungsmittelgemische verwendet. Die Losungsmittelgemische, die bei der Extraktion aus
den Formulierungen die besten WFR erzielten, wurden fiir die Gehaltsbestimmung und
Extraktion der Tupfer aus den Penetrationsversuchen verwendet. Fiir die Hautproben
wurde jeweils das MeOH-Wasser-Gemisch ausgewdhlt, das im Extraktionsversuch mit Haut

das beste Ergebnis gezeigt hatte.
3.4. Stabilitat

Die dermale Verfiigbarkeit der Peptide ist neben dem Penetrationsvermdégen auch von der
Anfilligkeit gegeniiber metabolischen Prozessen in der Haut abhingig. Ahnlich wie in der
Leber unterliegen Xenobiotika in der Haut enzymatischer Biotransformation durch Phase-I-
Reaktionen (Funktionalisierung durch Oxidation, Reduktion, Hydrolyse) und Phase-II-
Konjugationsreaktionen (Glucuronidierung, Sulfatierung, Methylierung) [205-209]. Peptide
werden iiberwiegend durch Peptidasen hydrolysiert. Dabei kann die Hydrolyse N-
beziehungsweise C-terminal stattfinden (Exopeptidasen), aber auch innerhalb der Sequenz

durch aminosaurespezifische Endopeptidasen [56, 210].

Die Peptidstabilitit wirkt sich erheblich auf die Ergebnisse von exvivo
Penetrationsversuchen aus. So kann ein Abbau der Peptide den Nachweis des penetrierten
Anteils erschweren. In den Versuchen mit radioaktivem Material, wie sie fur GEKG, Pal-
GEKG, PKEK und Pal-PKEK durchgefiihrt wurden, werden neben den intakten Molekiilen
auch die Metaboliten mit der entsprechenden radioaktiven Markierung detektiert. Somit
kann nicht unterschieden werden, ob das Peptid intakt penetriert ist oder nur Metaboliten.
Bei der Quantifizierung der Peptide mittels LC-MS im Penetrationsversuch mit LPA, LPBG
und LPT konnen Metaboliten deutlich von dem intakten Molekiil abgegrenzt werden.

Entstehende Abbauprodukte weisen eine abweichende Masse auf und zeigen
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3. Eigenschaften der untersuchten Modellpeptide

moglicherweise ein verdndertes chromatographisches Verhalten. Ein Peptidabbau wiirde

sich in einer geringen WFR bemerkbar machen [63].

Die Stabilitit der Peptide wurde in Gegenwart von Humanhauthomogenat (HHH)
untersucht. Dieses wurde aus verschiedenen kleineren Hautstiickchen (Nabel, Ohr, juvenile
Vorhaut) gewonnen (siehe 7.3.5. Untersuchung der Peptidstabilitit in Gegenwart von
Humanhauthomogenat, Seite 98). Zudem wurden wdssrige Peptidlosungen in die
Stabilitatsuntersuchungen einbezogen, die keine Hautbestanteile enthielten. Hierdurch
sollte untersucht werden, ob nicht-enzymatische Stabilititseinfliisse (z.B. Hydrolyse)

bestehen.

3.4.1. Stabilitidt von GEKG, Palmitoyl-GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK

—s— PKEK / HHH

Peptidgehaltin %
der Ausgangskonzentration

|—=—GEKG/HHH ¥
204 GEKG / wassrige Losung - #2————- L, 20+ PKEK / wassrige Lésung

—A— Pal-GEKG / HHH o —A— Pal-PKEK / HHH

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Zeit [h] Zeit [h]

Peptidgehaltin %
der Ausgangskonzentration

0

Abbildung 8: Stabilitit von GEKG in wissriger Abbildung 9: Stabilitat von PKEK in wissriger
Losung mit und ohne Gegenwart von HHH und L&ésung mit und ohne Gegenwart von HHH und
von Pal-GEKG in Gegenwart von HHH; n=3, von Pal-PKEK in Gegenwart von HHH; n=3,
MW # SD, *p < 0,01, #p < 0,05, 1GEKG: HHH vs. MW # SD, *p < 0,01, #p < 0,05, PKEK: HHH vs.
Losung, 2GEKG in HHH vs. Pal-GEKG in HHH Losung, 2PKEK in HHH vs. Pal-PKEK in HHH

Die Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchungen fiir GEKG sind in Abbildung 8 dargestellt. Im
untersuchten Zeitraum von fiinf Stunden, was der ldngsten Versuchszeit in den geplanten
Penetrationsstudien entspricht, konnte ohne Anwesenheit von Humanhaut kein Abbau von
GEKG in wissriger Losung festgestellt werden (hellgriin). In Gegenwart von Humanhaut war
eine kontinuierliche Abnahme der Peptidkonzentration zu beobachten. Nach fiinf Stunden
betrug die Peptidkonzentration 66 % des Ausgangsgehalts (dunkelgriin). Im Vergleich dazu
war bei dem palmitoylierten GEKG ein stiarkerer Abbau in Gegenwart von HHH zu
beobachten (blau), sodass nach fiinf Stunden Versuchszeit nur noch 26 % der

Ausgangskonzentration nachgewiesen werden konnten.

Die Ergebnisse der Stabilitidtsuntersuchungen mit PKEK sind in Abbildung 9 dargestellt. Im
untersuchten Zeitraum von flinf Stunden konnte ohne Anwesenheit von HHH analog zu
GEKG keine Instabilitdt des Peptides in wassriger Losung festgestellt werden (hellgriin). In
Gegenwart von Humanhaut kam es lediglich zu einer leichten Konzentrationsabnahme,

wobei sich der Peptidgehalt erst nach fiinf Stunden signifikant von der Lésung ohne HHH
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unterschied (dunkelgriin). Nach fiinf Stunden betrug die Peptidkonzentration 90 % des
Ausgangsgehalts. Auch das palmitoylierte Peptid wies eine bessere Stabilitat als Pal-GEKG
auf (blau). Jedoch war analog zu Pal-GEKG ein stiarkerer Abbau erkennbar, als fiir das nicht-
derivatisierte Peptid PKEK. Nach vier Stunden Versuchszeit konnte in Gegenwart von HHH
eine Abnahme der Peptidkonzentration um 23 % beobachtet werden. Anschliefdend
stagnierte die Abnahme, so dass die Peptidkonzentration nach fiinf Stunden weiterhin bei

ungefahr 77 % lag.

Das ein Abbau der Peptide lediglich in Gegenwart von Hautbestandteilen beobachtet wurde,
ist auf die ausgeprigte metabolische Aktivitit der Haut zurlckzufithren. Welche
Enzymunterklassen im Speziellen am Abbau von GEKG und PKEK beteiligt sind, kann
anhand des Stabilitdtsversuchs jedoch nicht abgeleitet werden, da die entstandenen
Abbauprodukte nicht identifiziert wurden. PKEK wies im Versuch eine hohere Stabilitat auf
als GEKG. Dies kann auf die in PKEK N-terminal vorhandene Aminosaure Prolin
zuriickzufiihren sein. Durch sterischen Einfluss wird der Angriff von Aminopeptidasen
erschwert [176].

Bei der Acylierung der Tetrapeptide wurde Palmitinsdure kovalent an den «-
Aminostickstoff der N-terminalen Aminosdure gebunden. Die gebildete Amidbindung ist
vergleichsweise stabil [45]. Trotzdem waren die palmitoylierten Peptide im Vergleich zu
den unmodifizierten jeweils instabiler. Moglicherweise wurde der Fettsdurerest

enzymatisch abgespalten.

Fiir den Stabilititsversuch kam HHH zum Einsatz, da Vollhaut aufgrund mangelnder
Verfiligbarkeit nicht verwendet werden konnte. Obwohl das HHH vermutlich eine
veranderte metabolische Aktivitit gegeniiber der im Penetrationsexperiment eingesetzten
Vollhaut aufweist [57, 211, 212], liefern die Stabilititsexperimente wertvolle Erkenntnisse
liber die Abbaubarkeit der Peptide.

Das hergestellte HHH wurde bis zur weiteren Verwendung bei -32°C gelagert. Die
Enzymaktivitdit in der Haut verringert sich jedoch nachweislich, wenn diese nach der
Entnahme gekiihlt aufbewahrt wird [207, 213]. Der Vergleich wassriger Peptidlésungen mit
und ohne HHH belegt, dass der Peptidabbau fiir GEKG und PKEK auf Peptidasen der Haut
zuriickzufiihren ist und diese trotz der tiefgekiihlten Lagerung aktiv sind. Studien mit bei
-20 °C gelagerter Haut oder hitzeisolierter Epidermis von zuvor bei -70 °C gelagerter Haut
bestatigen dies [51, 83, 214]. Moglicherweise werden GEKG und PKEK in Gegenwart frischer

Haut und in vivo schneller oder in stairkerem Ausmaf$ abgebaut.

Aus den Stabilititsversuchen ldsst sich schlussfolgernd ableiten, dass in
Penetrationsversuchen mit dem Peptid PKEK die detektierte Radioaktivitit sehr

wahrscheinlich dem intakten Peptid entspricht. Fiir die anderen Peptide kann nicht
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ausgeschlossen werden, dass Metaboliten miterfasst werden. Das Risiko dafiir steigt mit

zunehmender Inkubationszeit.
3.4.2. Stabilitit von LPA, LPBG und LPT

LPA, LPBG und LPT sollten die im Penetrationsexperiment direkt mittels LC-MS quantifiziert
werden. Weil dafiir langere Inkubationszeiten als 300 min in Betracht gezogen wurden,
wurde die Stabilitit in Gegenwart von HHH iiber 1000 Minuten untersucht. Anhand der
Stabilitatsdaten sind Riickschliisse auf die WFR im Penetrationsversuch moglich. Deshalb
sollten sie als Grundlage zur Festlegung der Versuchszeiten der Penetrationsexperimente
herangezogen werden. Bei Peptidinstabilitidt sollte auf sehr lange Penetrationszeiten von

1000 min verzichtet werden.

Auferdem wurde die Stabilitdt der Peptidlosungen in Gegenwart von HHH mit Zusatz von
0,02 % des bakteriziden und fungiziden Natriumazids untersucht, um den Einfluss
bakterieller Zersetzung durch von aufien eingetragene Mikroorganismen abzuschitzen.
Parallel wurde die Stabilitiat der wassrigen Peptidlosung ohne HHH bei 32 °C analysiert, um
abzugrenzen, ob eventuell auftretende Instabilititen im Versuch mit HHH auf die
Anwesenheit der Haut zuriickzufiihren sind. Inwiefern die Peptidstabilitit in wdassriger
Losung durch die Temperatur beeinflusst wird, wurde mit gekiihlt (8 °C) gelagerten Proben

untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 zusammengefasst.
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Abbildung 10: Stabilitit von LPA, LPBG und LPT in wassriger Lésung in Gegenwart von HHH ohne
und mit Zusatz von Natriumazid, sowie in wassriger Losung ohne HHH bei 32 °C und 8 °C; n=3,
MW % SD, *p < 0,01 und #p < 0,05, tHHH vs. HHH+Na-azid, ZHHH vs. Wasser 32 °C, 3HHH vs. Wasser
8°C

Fiir LPA, LPBG und LBT konnte in wassriger Losung weder nach Inkubation bei 32 °C, noch
bei Lagerung im Kiihlschrank (8 °C) Peptidabbau nach 1000 min beobachtet werden. Die
Zunahme des LPBG-Gehalt auf 115 % nach 1000 min ist auf experimentelle Fehler
zuriickzufiihren, wobei Verdunstung ausgeschlossen werden kann, da Eppendorf Safe-Lock

Tubes verwendet wurden.
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In Gegenwart von HHH nahm die Peptidkonzentration jeweils ab. Dies weist auf einen
Abbau durch Hautenzyme hin. LPBG zeigte die stirkste Konzentrationsabnahme. Nach
300 min war der LPBG-Gehalt bereits auf 58 % in der wassrigen Losung abgesunken und bei
der Natriumazid-haltigen auf 63 %. Am Ende der Versuchszeit nach 1000 min konnten nur
noch 11 % von LPBG in der wassrigen und 16 % in der Natriumazid-haltigen Losung
nachgewiesen werden. Auch fiir LPA war eine erhebliche Konzentrationsabnahme im
Stabilitatsversuch zu verzeichnen. Nach 30 und 100 min lag der LPA-Gehalt noch bei 94-
95 % der Ausgangskonzentration. Anschliefdend folgte eine Abnahme des Gehalts bis auf 77-
80 % nach 300 min. Nach 1000 min betrug der LPA-Gehalt in der wassrigen Losung nur
noch 40 % und in der Natriumazid-haltigen Losung 47 %. Als stabilstes der drei Peptide
erwies sich LPT. Auch in Gegenwart von HHH war nur ein geringfligiger Abbau nachweisbar.

Zu allen Zeiten betrug der LPT-Gehalt zwischen 80 und 90 % der Ausgangskonzentration.

Fiir LPBG war der Gehalt in Natriumazid-haltigen Losungen ca. 5% hoher als in den
Losungen ohne das antimikrobielle Agens. Dieser Unterschied war jedoch nur nach 30 und
100 min signifikant. Fiir LPA und LPT konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
der wissrigen Losung und der Losung mit Natriumazid nachgewiesen werden. Der Einfluss
von aufden eingetragener Mikroorganismen scheint demnach eher eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Eine Konservierung des Akzeptormediums mit Natriumazid, die teilweise

in Penetrationsversuchen praktiziert wird [215, 216], ist somit nicht notig.

Wie bereits fiir GEKG und PKEK diskutiert, liefert der Stabilitatsversuch mit HHH wertvolle
Informationen iiber die Stabilitit der Peptide LPA, LPBG und LPT. Im Penetrationsversuch
mit Vollhaut, sowie in vivo oder bei Verwendung von frischer Haut kénnte der Abbau
schneller und in hoherem Ausmafd stattfinden. Fiir die Penetrationsexperimente ist
weiterhin festzuhalten, dass auf eine zu lange Versuchszeit von 1000 Minuten verzichtet
werden sollte, da fiir LPA und LPBG mit sehr geringen WFR zu rechnen wére. 30, 100 und

300 min sind als Versuchszeiten geeignet.

Bei der Entwicklung von LPA, LPBG und LPT wurden modifizierte Aminosduren eingesetzt.
Dies kann die Anfalligkeit gegeniiber enzymatischer Metabolisierung reduzieren. LPA
enthalt beispielsweise die nicht-proteinogene Aminosaure Aib. Fiir Peptide, in denen Alanin
gegen Aib ausgetauscht wurde, belegten Geotti-Bianchini et al. eine erhohte Resistenz
gegenliber enzymatischem Abbau [53]. In LPBG ist an das C-terminal vorhandene Glycin
eine tertidre Butylgruppe angefiigt, um den Abbau durch Carboxypeptidasen zu
unterbinden. LPT enthalt mehrere modifizierte Aminosauren. N-terminal befinden sich zwei
Methylgruppen am Lysin und auch das C-terminale Threonin ist N-methyliert, sodass ein
Abbau durch Exopeptidasen erschwert wird [54, 55]. Weiterhin wurde als zentrale
Aminosdure anstelle von L-Lysin das D-Isomer verwendet, was ebenfalls nachweislich zu
einer erh6hten Stabilitdt beitragen kann [51, 52, 56].
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Abbildung 11: Mdgliche Abbaureaktion von LPA und LPBG zum Diketopiperazin

Trotz der chemischen Modifizierungen wurden die Peptide LPA und LPBG mit der Zeit
zunehmend abgebaut. Ein potentielles Abbauprodukt stellt das zyklische Diketopiperazin
(M=225 g/mol) durch Angriff des Stickstoffatoms
Carbonylkohlenstoff der Amidbindung unter Abspaltung von Wasser entstehen kann

dar, das nukleophilen am
(Abbildung 11) [217]. Diese Reaktion kdnnte eventuell durch Einstellung und Stabilisierung
eines leicht sauren pH-Wertes mittels Puffersystem verhindert werden. LPT kann dieses
Abbauprodukt nicht bilden, da die zwei N-terminalen Methylgruppen die intramolekulare

Cyclokondensation verhindern. Dies wiirde die bessere Stabilitit dieses Peptids im Versuch

erklaren.
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Abbildung 12: LC/ESI-MS Chromatogramme und Spektren von LPA- und LPBG-Proben der
Stabilitatsversuche in Gegenwart von HHH nach 1000 min Versuchszeit
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3. Eigenschaften der untersuchten Modellpeptide

Um herauszufinden, ob Diketopiperazin tatsdchlich als Abbauprodukt von LPA und LPBG
entsteht, wurden Chromatogramme und Massenspektren verschiedener LPA- und LPBG-
Proben des Stabilititsversuchs auf das Vorhandensein der Diketopiperazin-Masse ([M + H]*
m/z 226,0) hin untersucht. Sowohl in Losungen, die 1000 min in Gegenwart von HHH
gelagert wurden (Abbildung 12B, C, E, F), als auch in frischen Kalibrierstandards und
Stabilitatsproben ohne HHH (ohne Abbildung) waren Signale fiir die Masse 226,0
nachweisbar. Diketopiperazin entsteht demnach mdglicherweise bereits in frisch
hergestellten Proben. Anhand der ausgewerteten Chromatogramme konnte nicht belegt
werden, dass die Konzentrationsabnahme des Stabilititsversuchs auf die Bildung des
Cyclisierungsprodukts zuriickzufiihren ist. In Chromatogrammen von LPT-Proben war die

Masse 226,0 erwartungsgemaf$ nicht nachweisbar.

In den Massenspektren von LPA und LPBG (Abbildung 12B, E) wurden neben den Massen
der einfach protonierten Peptide (m/z [LPA+H]* 329,06; m/z [LPBG+H]* 357,01) und des
Diketopiperazin (m/z ~226) weitere Massen detektiert. Diese konnten lonisationsaddukten,
die Dbeispielsweise mit Bestandteilen des Laufmittels gebildet wurden (m/z
[LPA+ACN+2H]?* 185,23; m/z [LPBG+ACN+2H]?* 199,35), zugeordnet werden. Im Fall von
LPA konnte auch die Masse 226,0 auf ein lonisationsaddukt zurtickzufiihren sein
([LPA+3ACN+2H]?*) [218, 219].

Schlussendlich konnten mit der verwendeten chromatographischen Methode keine
Abbauprodukte identifiziert werden, die ausschliefdlich in Gegenwart der Hautbestandteile
gebildet werden. Es konnen daher keine Riickschliisse auf am Abbau beteiligte
Enzymunterklassen getroffen werden. Vermutlich sind sogar mehrere Enzymunterklassen
am Metabolismus in der Haut beteiligt. Daher ist ein Zusatz von aminosdurespezifischen
Peptidaseinhibitoren = zu  Gebrauchslosungen oder dem  Akzeptormedium im
Penetrationsversuch als nicht sinnvoll zu bewerten. Bestatigt wird dies beispielsweise durch
die Arbeit von Abla et al, bei der der Zusatz des Trypsininhibitors Benzamidin zum
Akzeptormedium den Peptidabbau nicht minimierte [51]. Dagegen hat sich der Einsatz eines
Chelatbildners, wie Phenanthrolin zur Hemmung von Metalloenzymen, zu denen auch
Aminopeptidasen, Carboxypeptidasen und Endopeptidasen gehoren, wiederholt als
vorteilhaft erwiesen [214, 220, 221].
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4. Mikroemulsionen zur Applikation von Peptiden auf die Haut

ME besitzen penetrationsfordernde Eigenschaften und sollten daher verwendet werden, um
die Peptide trotz ihrer fiir die dermale Verfiigbarkeit nachteiligen Eigenschaften an ihr

jeweiliges Zielkompartiment zu transportieren.
4.1. Entwicklung der Mikroemulsionen

Bei der Auswahl der Hilfsstoffe stand vor allem die Hautvertraglichkeit im Vordergrund.
Angesichts des meist hohen Emulgatorgehalts in ME wurden deshalb mdoglichst
nichtionische Emulgatoren fiir die Entwicklung neuer Systeme praferiert. Zudem wurde der
Emulgatorgehalt auf 25 % begrenzt. Ethoxylierte Tenside (PEG und PEG-Derivate) wurden
ausgeschlossen, da ihr Einsatz in kosmetischen Produkten kritisch betrachtet wird. Sie
stehen in Verdacht bei lingerer Anwendung die Haut auszutrocknen, da sie
Lipidbestandteile des SC anlésen. Aufierdem enthalten sie kanzerogene Verunreinigungen
(Ethylenoxid und 1,4-Dioxan) [222]. Als Co-Solventien sollten Glykole anstelle toxischer
kurz- und mittelkettiger Alkohole verwendet werden [118]. Der Anteil der hydrophilen
Phase sollte mindestens 5% betragen, um eine ausreichende Solubilisierung der

hydrophilen Peptide zu ermdoglichen.

Polyglycerolfettsdureester (PGFE) stellen eine grofie Substanzklasse mit breitem Spektrum
an HLB-Werten dar. Durch Polymerisation kdnnen bis zu 30-Glycerol-Einheiten verkniipft
werden. Die Hydroxylgruppen der Polyglyceroleinheit werden mit verschiedenen
Fettsduren in unterschiedlicher Anzahl verestert. PGFE sind bioabbaubar und physiologisch
unbedenklich und finden breite Anwendung in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie,
sowie in pharmazeutischen Produkten [223-226]. Sie bildeten daher in dieser Arbeit die

Grundlage fiir die Entwicklung neuer ME.

Tabelle 8: Emulgatorkombinationen die mit 5 % Wasser und 70 % IPM klare Mischungen ergeben

Emulgatoren: Handelsname, chemische Bezeichnung/Zusammensetzung (HLB-Wert) Mischungsverhiltnis
(m/m)

Tego® SMO V / Span 80, Tego® Care PL4, 1:2
Sorbitanmonooleat (~ 4) Polyglyceryl-4-laurat (11)
Isolan® GPS, Phosal® 50 SA+ (4 /7 /9), 1:2
Polyglyceryl-4-diisostearat / - 50% Phosphatidylcholin aus Soja mit Distel6l
polyhydroxystearat/-sebacat (5)
Isolan® GPS, Phosal® 53 MCT (4 /7 /9), 1:2
Polyglyceryl-4-diisostearat / 53 % Phosphatidylcholin aus Soja mit Mittelkettigen
-polyhydroxystearat/-sebacat (5) Triglyceriden
Isolan® GPS, Phospholipon® 90 G (4 /7 / 9), 3:2
Polyglyceryl-4-diisostearat / Phosphatidylcholin aus Soja, min. 90 %

-polyhydroxystearat/-sebacat (5)
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Fiir die Herstellung von ME wurden PGFE haufig mit ethoxylierten Tensiden kombiniert.
Dabei wurden O/W- und W/0O-Systeme erhalten [123, 126, 227-237]. Einige Arbeiten
verzichteten darauf und kombinierten die PGFE miteinander oder mit Co-Solventien,
Lecithin, Sucroseestern und Sorbitanfettsdureestern [238-244]. Dieser Weg wurde auch in
der vorliegenden Arbeit verfolgt. Gemische aus PGFE und nichtionischen Emulgatoren,
beispielsweise Sorbitanfettsdureestern und Betainen, wurden in unterschiedlichen
Verhaltnissen (2:1, 3:2, 1:1, 2:3, 1:2) hergestellt. Lecithine, die zu den amphoteren Tensiden
gehoren, kamen aufgrund ihrer natiirlichen Herkunft und glinstigen toxikologischen
Eigenschaften ebenfalls zum Einsatz. AnschlieRend wurde Wasser als hydrophile
Komponente hinzugesetzt und schrittweise Isopropylpalmitat (IPP), Isopropylmyristat
(IPM) oder TEGOSOFT®CI (INCI: Cetearyl Isononanoate) als lipophiler Bestandteil
hinzugefiigt. Auf diese Weise wurden 54 Emulgatorkombinationen getestet. Fiinf ergaben
mit je 5% Wasser, 25 % Emulgatorgemisch und 70 % IPM Kklare, stabile Formulierungen
(Tabelle 8). Die erste Mischung mit dem Emulgatorsystem Sorbitanmonooleat/Polyglyceryl-
4-laurat (1:2), die im Folgenden mit pra-ME1 bezeichnet wird, ergab auch mit IPP und

TEGOSOFT® CI Klare, stabile Systeme. Sie wurde fiir weitere Untersuchungen priorisiert.

In die ME sollen bis zu 1 % der verschiedenen Peptide eingearbeitet werden. Dabei ist eine
Anreicherung der Peptide in der kolloidalen Phase gewiinscht. Um eine ausreichende
Solubilisierungskapazitait auch fiir die lipophileren palmitoylierten Peptide zu
gewdhrleisten, wurden der hydrophilen Komponente der pra-ME1 verschieden Glykole
hinzugesetzt. Mit dem Zusatz eines Glykols zur wissrigen Phase einer ME kann auch ein
grofierer isotroper Bereich im Phasendiagramm des Systems erreicht werden [245, 246].
Glykole besitzen zudem penetrationsfordernde und antimikrobielle Eigenschaften und

fungieren somit gleichzeitig als Konservierungsmittel [70, 247].

Gemische verschiedener Verhaltnisse (2:1, 1:1, 1:2) aus Wasser und Propylenglykol (PrG),
1,3-Butylenglykol (BuG) oder 1,2-Pentylenglykol (PeG) wurden als hydrophile Phase fiir die
pra-ME1 eingesetzt. Dabei entstanden mit PeG teilweise triibe Mischungen. Moglicherweise
lagerte sich das langerkettige Glykol in die emulgatorreiche Grenzflache und fiithrte so zum
Brechen der Mischungen. Favorisiert wurde BuG, weil dies ebenso Bestandteil des
Standardvehikels war, das fiir die Peptide GEKG, PKEK, Pal-GEKG und Pal-PKEK verwendet
wurde. Die optimierte pra-ME1 mit Wasser/BuG (1:1) als hydrophile Phase und IPP als
lipophile Phase wird nachfolgend ME1 genannt.

Zusatzlich zur ME1 wurden weitere Emulgatorkombinationen ausfindig gemacht, die mit
10 % Wasser-Glykol-Gemisch als hydrophile Komponente, 25 % Emulgatorgemisch und
65 % Ol klare Mischungen ergaben. Wie bereits Constantinides et al. festgestellt hatten,
erwies sich die Kombination von Emulgatoren mit geringem und hohem HLB als giinstig, um
W/0-ME zu erhalten [248]. Eine Ubersicht iiber alle entwickelten Systeme ist in Tabelle 9

dargestellt. Fiir die weiteren Untersuchungen wurden die ME1 und ME2 ausgewahlt. Die
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Eigenschaften der Bestandteile dieser ME werden in Anhang A: Eigenschaften der

Mikroemulsionsbestandteile ab Seite 131 beschrieben.

Tabelle 9: Emulgatorkombinationen die mit 10 % Wasser-Glykol-Gemisch und 65 % Ol Kklare
Mischungen ergeben

Emulgatoren (HLB-Wert) und deren Mischungsverhiltnis (m/m) hydrophile lipophile
Phase Phase
(10 %) (65 %)

ME1  Tego® SMO V / Span 80, Tego® Care PL4, 1:2 H,O/BuG
Sorbitanmonooleat (4) Polyglyceryl-4-laurat (11) (1:1)

ME2  Isolan® GO 33, Hydriol® PGC.3, 2:3 H,O/PeG
Polyglyceryl-3-oleat (~5) Polyglyceryl-3-caprat (14) (2:1)

ME3  Isolan® GPS, Tego® Care PL4, 2:3 H,O/PeG
Polyglyceryl-4-diisostearat/ Polyglyceryl-4-laurat (11) (2:1) @E
-polyhydroxystearat/-sebacat (5) S a

ME4  Isolan® GPS, Tego® Care PL4, 2:3 H,O/BuG § &
Polyglyceryl-4-diisostearat/ Polyglyceryl-4-laurat (11) (1:1) W
-polyhydroxystearat/-sebacat (5)

ME5  Hydriol® PGO, Tego® Care PL4, 1:1 H.O/PrG
Polyglyceryl-4-oleat (3) Polyglyceryl-4-laurat (11) (1:2)

ME6  Hydriol® PGO, Tego® Care PL4, 1:2,2:3, H,0/PeG
Polyglyceryl-4-oleat (3) Polyglyceryl-4-laurat (11) ~ 1:1,3:2 (2:1)

ME7 Isolan® PDI, Tego® Care PL4, 2:1 H,O/PeG
Diisostearoyl Polyglyceryl-3 Dimer Dilinoleat (5)  Polyglyceryl-4-laurat (11) (2:1) 8 =

ME8 lIsolan® PDI, Hydriol® PGCH 4, 2:1 H,O/PeG % §
Diisostearoy! Polyglyceryl-3 Dimer Dilinoleat (5)  Polyglyceryl-4-caprat (16) (2:1) % §>

ME9 Isolan® PDI, Hydriol® PGC.3, 1:1 H,O/PeG @ o
Diisostearoyl Polyglyceryl-3 Dimer Dilinoleat (5)  Polyglyceryl-3-caprat (14) (2:1)

4.2. Phasendiagramme
A B

10
7 il A GERGE L 4 LETT SN 7 = r K 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
TEGO® SMO V / TEGO® Care PL 4 (1:2) [%] Isolan® GO 33 / Hydiol® PGC.3 (2:3) [%]

Abbildung 13: Pseudoternire Phasendiagramme der ME1 (A) und ME2 (B) mit Markierung des
isotropen Bereichs (schwarz) und der Dilutionsreihen a-e (a, c: griin; b, d: blau; e: rot), die zur
weiteren Charakterisierung genutzt wurden; Mengenangaben in % (m/m)
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In einem pseudoternidren Phasendiagramm wird die Konzentration des Emulgator-
gemisches gegen die Konzentration der hydrophilen und lipophilen Phase dargestellt. Durch
Markierung der Mischungsverhdltnisse, die einphasige, niedrigviskose, optisch isotrope
Zubereitungen ergaben, ist eine Beurteilung der Lage und Grof3e des Mikroemulsionsgebiets

moglich.

Dem pseudoterndren Phasendiagramm fiir ME1 in Abbildung 13A ist zu entnehmen, dass
das isotrope Gebiet eine weite Ausdehnung aufweist. Dies ist von Vorteil, da die ME bei
Anwendung auf der Haut physikalischen Einfliissen wie beispielsweise Verdunstung des
Wassers oder Vermischung mit Bestandteilen der Hautoberfliche und Hautlipiden
ausgesetzt ist. Mit einem groflen Phasengebiet ist es dennoch moglich, dass die ME-Struktur
erhalten bleibt. Im Bereich zwischen 25-60 % Emulgatorkonzentration entstanden MEs mit
einem Gehalt der hydrophilen Komponente zwischen 5 und 20 % und teilweise sogar bis
40 %. Bei einer Emulgatorkonzentration iiber 60 % entstanden hochviskose Kklare

Mischungen, bei denen es sich vermutlich um fliissigkristalline Phasen handelte.

Das isotrope Gebiet der ME2 in Abbildung 13B ist zwar schmal, erstreckt sich jedoch tliber
einen weiten Emulgatorkonzentrationsbereich zwischen 20-55%. Mit geringem
Emulgatorgehalt entstanden ME in Kombination mit hoher Olkonzentration und wenig
hydrophiler Phase. Bei hoherer Emulgatorkonzentration enthielten die klaren Mischungen

etwas mehr hydrophile Komponente als Ol.

Eine Vergroflerung des Phasengebiets, vor allem eine Reduzierung der
Emulgatorkonzentration, kann durch die Erhéhung der Glykolkonzentration erreicht
werden [245, 246, 249]. Dieses wirkt nicht nur solubilisierend auf die 0l- und Wasserphase,
sondern kann sich als Co-Emulgator auch in die Grenzflache einlagern und dort die Fluiditat
erhohen [246, 249]. Des Weiteren wire der Einsatz eines alternativen Glykols oder Ols
moglich. Mehrfach wurde gezeigt, dass tendenziell ldngerkettige Glykole zu einem
vergrofderten Mikroemulsionsgebiet im pseudoterndren Phasendiagramm fiithren [246, 250,
251]. Fiir W/0-Systeme konnen vergrofRerte Mikroemulsionsgebiete resultieren, wenn Ole

mit kleiner Molekiilmasse verwendet werden [252].

In den pseudoternidren Phasendiagrammen der ME 1 und ME 2 sind Dilutionsreihen (a-e)
eingezeichnet (Abbildung 13). Mischungen wurden entlang dieser Dilutionsreihen
hergestellt und zur weiteren Charakterisierung des isotropen Phasengebiets verwendet. Die
prozentuale Zusammensetzung dieser Mischungen ist in Tabelle 24 in Anhang B:
Zusammensetzung der Mikroemulsionen fiir die physikochemische Charakterisierung, Seite
134 aufgefiihrt.
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4.3. Physikochemische Charakterisierung

Ublicherweise werden zur physikochemischen Charakterisierung von ME verschiedene,
komplementdre Methoden kombiniert, um fehlerhafte Interpretationen gemessener
Artefakte, die infolge methodischer oder praparativer Fehler auftreten koénnen, zu
vermeiden. Die erhaltenen Informationen geben umfassende Einblicke in die Mikrostrukur
der Systeme. Aufierdem kann festgestellt werden, ob es sich bei optisch klaren Systemen der
Phasendiagramme zweifelsfrei um ME handelt. Eine Abgrenzung gegeniiber mizellaren
Losungen oder anderen fliissigkristallinen Strukturen soll so zuverldssig sichergestellt
werden [108, 114, 253].

4.3.1. Polarisationsmikroskopie

Mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie kann belegt werden, dass es sich bei klaren
Mischungen tatsidchlich um ME handelt. Diese sind optisch isotrop, zeigen daher keine
Doppelbrechung und ergeben ein schwarzes Bild im polarisationsmikroskopischen
Betrachtungsfeld. Eine Abgrenzung gegeniiber anisotropen, optisch doppelbrechenden,
fliissigkristallinen Phasen, flir die charakteristische, bunte Texturen resultieren, ist somit
gegeben. Alle klaren Mischungen des Phasendiagramms der ME1 und ME2 wurden mittels
Polarisationsmikroskop untersucht. Optisch isotrope Formulierungen wurden im
pseudoternidren Phasendiagramm dem Mikroemulsionsgebiet zugeordnet (siehe 4.2.
Phasendiagramme, Seite 29). Fir das System der ME1 wurden bei
Emulgatorkonzentrationen ab 65 % runde Strukturen im polarisationsmikroskopischen Bild
erhalten. Diese wurden nicht weiter charakterisiert. Es konnte sich um ungeldste
Emulgatorbestandteile oder fliissigkristalline Phasen handeln. Letzteres wiirde die

Viskositatszunahme in diesen Gemischen erklaren.
4.3.2. Rheologische Eigenschaften

Durch rheologische Untersuchungen ist es mdglich, einen Einblick in den strukturellen
Aufbau von ME zu gewinnen. Die dynamische Viskositdt (auch Scherviskositit) stellt dabei
ein Maf} fiir die innere Reibung im System dar und ist abhdngig von Art und Menge der
Bestandteile der ME. ME besitzen im Allgemeinen eine geringe dynamische Viskositit weit
unter 300 mPa-s [112]. Somit ist eine Abgrenzung gegeniiber fliissigkristallinen Phasen
moglich, die aufgrund ihrer Anisotropie eine hohere Viskositit aufweisen. ME zeigen zudem
in der Regel Newtonsches FliefRverhalten [108, 254-258]. Bei bikontinuierlichen Systemen,
sowie bei sehr hohen Scherraten kann auch strukturviskoses Verhalten (auch:

pseudoplastisches FliefRverhalten oder Scherverdiinnung) vorkommen [259].

Die Rheogramme der untersuchten ME1 sind in Abbildung 14 dargestellt. Fiir die Proben al-
a® mit 25 % Emulgatorgehalt, sowie die Mischungen b!-b> mit 10 % hydrophilem Anteil ist

die dynamische Viskositit bei steigender Scherrate konstant. Es handelt sich um
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idealviskoses Verhalten, das fiir newtonsche Systeme charakteristisch ist. Lediglich bei der
Mischung b® mit 20 % Emulgatorgehalt war eine leichte Abnahme der dynamischen
Viskositdit mit zunehmender Scherrate, also Scherverdiinnung zu beobachten
(Abbildung 14B). Dieses Gemisch befindet sich an der Grenze zum Mikroemulsionsgebiet
und stellt keine ME dar.
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Abbildung 14: Dynamische Viskositit der ME1 entlang A) der Reihe a und B) der Reiheb in
Abhingigkeit von der Scherrate

A B
o
= 80 - 350 1 b5
2 70 1 2> al @ g 300 1 b
2 aZ % w w 5
S 60 1 b 250 A
L% 50 A |
>6 a0 4 1 200 b#
oo a 150 A b4
G E 30 +—** | b3
£ 20 1 100 b'p? =
© 10 1 50 A
g. 0 +—————F——"——7T+—— o+——m————————
0 5 10 15 20 0 25 50 75
Wasserfraktion ¢,, [%] Emulgatoranteil [%]

Abbildung 15: Dynamische Viskositit der ME1 entlang Reihe a in Abhangigkeit vom Wassergehalt
(A) und Reihe b in Abhingigkeit vom Emulgatorgehalt (B) (n=16, MW % SD)

Abbildung 15 zeigt die dynamische Viskositit der isotropen Mischungen entlang der
Verdiinnungsreihen a und b in Abhdngigkeit von der Wasser- und Emulgatorkonzentration.
Die dynamische Viskositat der ME mit 25 % Emulgatorgehalt (a’-a®) war mit 32-66 mPa-s
gering (Abbildung 15A). Mit zunehmendem Wassergehalt nahm fiir die Mischungen a! bis a3
die Viskositat zu. Eine weitere Zunahme der hydrophilen Phase in a* bis a® beeinflusste die
Viskositdt des Systems nicht mehr. Das Erreichen dieses Viskosititsmaximums weist auf

einen Ubergang von einer W/0-ME zu einem bikontinuierlichen System hin [254, 259-262].

Entlang Verdiinnungsreihe b (Abbildung 15B) mit konstantem Anteil der hydrophilen Phase
von 10 % zeigten die Mischungen b! und b? mit geringem Emulgatorgehalt dhnlich geringe
Viskositatswerte von 57 mPa-s. Durch Erhohung der Emulgatorkonzentration kam es zu
einem starken Anstieg der dynamischen Viskositit auf 330 mPa-s bei b> mit 60 %
Emulgatorgehalt. Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass in b! und b? mit 10 %

hydrophiler Phase eine ausreichend grofie Menge Losungsmittel zur Hydratisierung und
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Solubilisierung der enthaltenen Emulgatoren zur Verfiigung stand. Ab b3 mit 40 %
Tensidanteil dominiert der Einfluss der enthaltenen Emulgatoren, die selbst eine hohe
dynamische Viskositiat aufweisen. Sie betragt fiir TEGO® SMO V 800-1200 mPa-s und fiir
TEGO® Care PL 4 ca. 38000 mPa-s [263, 264]. Die hohe dynamische Viskositit von b> weist
daraufhin, dass es sich nicht mehr um eine ME handelt [259]. Vielmehr koénnte es sich
aufgrund der hohen Emulgatorkonzentration um eine fliissigkristalline Phase handeln. Diese
zeigen normalerweise nichtnewtonsches Fliefdverhalten [254, 258, 265]. Fiir das

vorliegende System sind eventuell hohere Scherraten notig, um dies nachzuweisen.

A B C
oc' o oc ec ed' ed’=c" ed® ed ec'=d" @’ ee’=c¢ e¢
oc’ ec® oc
100 10054 100,
80 80
ig lo9090—9—9090909 00909090909
g 60 jo—o—0—9—0—0—2o > > oo 60+ oo o oo 901
09909990090 09090090929
< e o o0 oo o oo o o o
= 0
> 1 B—0—=8—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—00
° & 40 40 20
£E
&
= 20{ %20, 20 70
e 1 10 100 1 10 100 1 10 100

Scherrate [1/s]

Abbildung 16: Dynamische Viskositit der ME2 entlang der A) Reihen c, B) Reihe d und C) Reihe e in
Abhingigkeit von der Scherrate

Abbildung 16 zeigt die Rheogramme der ME2. Idealviskoses Verhalten wurde fiir die
Mischungen c?-c’ mit steigendem Anteil an Emulgator und hydrophiler Phase, d!-d* mit
25% hydrophilem Anteil und e'-e* mit 55 % Emulgatorgemisch nachgewiesen. Die
dynamische Viskositit war von der Scherrate unabhingig. Eine Tendenz zur
Scherverdiinnung war fiir Mischung c! zu beobachten, da die Viskositat mit steigender
Scherrate leicht abnahm (Abbildung 16 A). Dieses System befindet sich am Rand des

isotropen Gebiets und konnte folglich keine ME sein.
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Abbildung 17: Dynamische Viskositit der ME2 entlang Reihe c und e in Abhingigkeit vom
Wassergehalt (A) und Reihe d in Abhingigkeit vom Emulgatorgehalt (B) (n=16, MW * SD)

Abbildung 17 zeigt die dynamische Viskositit der untersuchten Systeme der ME2 in

Abhédngigkeit Wasser- und Emulgatorkonzentration. Fiir Verdiinnungsreihe ¢ nahm die
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Viskositdit mit steigendem hydrophilen Anteil, sowie zunehmender Tensidmenge zu
(Abbildung 17A). Der zunehmende Wasseranteil wird bendétigt, um die Emulgatoren zu
solubilisieren. Der Viskositdtsanstieg lasst sich mit der steigenden Zahl wassergefiillter
Tropfchen und dem Ubergang zu wassergefiillten Rohren in bikontinuierlichen Strukturen
erklaren, die die innere Reibung im System erhoéhen [260]. Bei geringem Olgehalt in c®
(20 %) und ¢’ (10 %) wird zudem ein Ubergang von W/0- zu O/W-ME erwartet. Dieser
ware durch ein lokales Maximum in der Viskosititskurve erkennbar [260-262]. Da die
Viskositit entlang Reihe c linear ansteigt, kann die Perkolationsschwelle fiir den Ubergang

zu bikontinuierlichen Systemen und O/W-ME nicht bestimmt werden.

Bei konstantem Anteil der hydrophilen Phase (25 %) in Reihe d nahm die Viskositiat mit
steigender Emulgatorkonzentration ebenfalls zu (Abbildung 17B). Dies kann auf die hohe
dynamische Viskositit der Emulgatoren zurilickgefiihrt werden. Diese betragt fir
Polyglycerol-3-caprat 3100-4100 mPa-s (bei 25°C) [266]. Fir Polyglycerol-3-oleat liegt
kein genauer Wert vor. Aufgrund des gleichen Polymerisationsgrades diirfte die Viskositit
in einem ahnlichen Bereich liegen, wie die von Polyglycerol-3-caprat. Die hohe Viskositit
der Mischungen in Reihe d kann auflerdem auf bikontinuierliche Systeme hinweisen. Dies
ware plausibel, da sie dhnliche Anteile an lipophiler und hydrophiler Phase enthalten. In
Reihe e mit kontantem Emulgatorgehalt von 55 % resultierte mit zunehmendem
hydrophilen Anteil nur noch eine leichte Abnahme der Viskositit von 88,4 mPa:s fiir e! auf
83,5 mPa-s bzw. 83,0 mPa-s fiir e3 und e* (Abbildung 17A). Dies bestatigt, dass die Viskositat
bei hohem Tensidgehalt hauptsachlich von der Viskositdt der Emulgatoren bestimmt wird
und weniger von der hydrophilen und lipophilen Phase. Auch in diesem Fall konnten
bikontinuierliche Strukturen aufgrund der hohen Viskositit vorliegen. Ein Ubergang zu
0/W-ME wire fiir e3 mit 10 % und e* mit 5 % Olanteil denkbar und wiirde erkliren, dass

diese Mischungen eine vergleichbare Viskositiat aufweisen.

Zusammenfassend wurde mit Hilfe der rheologischen Untersuchungen festgestellt, dass es
sich bei den Systemen bo, bs und ci nicht um ME handelt. Die iibrigen Systeme zeigten
idealviskoses Verhalten und eine geringe dynamische Viskositdt - vor allem bei geringem
Emulgatorgehalt. Ergebnisse der Reihe a weisen auf einen Ubergang von W/O- zu
bikontinuierlichen Strukturen hin. Flir Reihe b wird angenommen, dass diskontinuierliche
Systeme mit sphdrischer, kolloidaler Phase vorliegen. Bei Mischungen der Reihen c werden
Ubergiange von W/0-ME zu bikontinuierlichen Strukturen und 0/W-ME vermutet. Entlang
Reihe d und e kénnte es sich ebenfalls um bikontinuierliche Systeme mit Ubergang zu 0/W-
Systemen fiir Reihe e handeln. Weitere Untersuchungen sind noétig, um

Perkolationsschwellen zu bestimmen und zwischen W/0- und O/W-ME zu unterscheiden.
4.3.3. Konduktivitaitsmessungen

Auch mit Hilfe von Leitfahigkeitsmessungen ist es moglich eine Aussage iiber die Struktur

und den Aufbau der ME zu erhalten. So weisen O/W-ME aufgrund der wassrigen dispersen
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Phase eine hohe elektrische Leitfahigkeit auf. Im Gegensatz dazu ist die Konduktivitit in
W/0-Systemen sehr gering, da Wasser als kolloidale Phase isoliert in die disperse Phase
eingebettet ist [267]. Mit zunehmendem Anteil der hydrophilen Phase vergrofiert sich die
kolloidale Phase und Wassertropfchen fliefen zusammen. An der Perkolationsschwelle
beim Ubergang zu einem bikontinuierlichen System und O/W-ME treten dann
durchgehende wasserhaltige Bereiche auf. Deshalb kommt es zum drastischen Anstieg der
Leitfahigkeit [108, 256, 257, 261, 268, 269]. Dieser Ubergang ist durch ein Maximum der
ersten Ableitung von k (dlog x / @w) gegen die Wasserfraktion ¢w gekennzeichnet [254,
262]. Nimmt der hydrophile Anteil im System weiter zu, kommt es zum Ubergang zu 0/W-
ME. Die Leitfahigkeit kann sich in den O0/W-ME unterschiedlich verhalten. Meist bleibt sie
unverdandert, da wie im bikontinuierlichen System freies Wasser zur Verfiigung steht. Wird
die Leitfahigkeit gegen die Wasserfraktion aufgetragen, resultiert ein sigmoidaler
Kurvenverlauf [256, 270]. Andere Arbeiten beschreiben einen noch steileren Anstieg der
Leitfahigkeitskurve mit zunehmendem Wassergehalt [271, 272] oder auch eine Abnahme
der Leitfahigkeit fiir 0/W-ME [268].
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Abbildung 18: Elektrische Leitfihigkeit k der Abbildung 19: Elektrische Leitfihigkeit k der
ME1 entlang Reihea (n=5, MW xSD), klein: ME1 entlang Reihe b (n =5, MW * SD)

erste Ableitung der elektrischen Leitfihigkeit

gegen die Wasserfraktion w

Von der ME1 wurde die Konduktivitit entlang Verdiinnungsreihe a (Abbildung 18) mit
zunehmendem Wassergehalt, sowie entlang Dilutionsreihe b (Abbildung 19) mit steigender
Emulgatormenge und konstanter Wasserkonzentration von 5% gemessen. Mit
zunehmendem Anteil @w ist in Verdiinnungsreihe a ein Anstieg der Leitfdhigkeit zu
verzeichnen. In der ersten Ableitung (Abbildung 18 - klein) resultierte ein Maximum bei
20 % Wasser-BuG-Gehalt (2 10 % @w) fir die Mischung a* Ein Ubergang zu einem

bikontinuierlichen System ist hier also denkbar.

Die geringe Leitfahigkeit der Systeme mit Werten unter 5 uS cm-! ist auf das Fehlen von
Elektrolyten in der wassrigen Phase zuriickzufithren. Auf den Zusatz von Salzen wurde
verzichtet, um eine Anderung der Mikrostruktur des nichtionischen Systems und somit des
Phasenverhaltens der ME zu vermeiden [273]. Bei konstant geringem Gehalt der
hydrophilen Phase (10 %) in Reihe b ist auch die Leitfahigkeit niedrig (Abbildung 19). Eine
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Abnahme ist mit steigender Tensidkonzentration zu beobachten, da die leitfdhige disperse

Phase in der W/0-ME zunehmend von Emulgatormolekiilen abgeschirmt wird.
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Abbildung 20: Elektrische Leitfihigkeit k der Abbildung21: Elektrische Leitfihigkeit k der
ME2 entlang Reihe c und e (n=3, MW £ SD), ME2 entlang Reihe d (n =3, MW * SD)

klein: erste Ableitung der elektrischen

Leitfihigkeit gegen die Wasserfraktion w

Fiir die ME2 sind die Ergebnisse der Konduktivititsmessung entlang Verdiinnungsreihe c
mit steigender Tensidkonzentration und Verdiinnungsreihe e mit konstantem
Emulgatorgehalt von 55 % in Abbildung 20 dargestellt. Mit zunehmendem Wassergehalt
stieg auch die Leitfahigkeit der Systeme an. In Reihe ¢ war ab Mischung ¢ mit 15 %
hydrophilem Anteil (£ 10,0 % ¢w) ein starker Anstieg zu erkennen. Wasser wurde demnach
nicht vollstandig von den zunehmenden Emulgatormolekiilen gebunden. Es lag zunehmend
frei vor. In der ersten Ableitung (Abbildung 20 - klein) wurde ab c* mit 20 % (£ 13,3 % @w)
hydrophilem Anteil ein Maximum erreicht, das auf einen Ubergang zu bikontinuierlichen
Strukturen hinweist. Ein Ubergang zu einem wasserkontinuierlichen System fiir ¢’ konnte
anhand der Ergebnisse nicht abgeleitet werden. Es war weder ein steilerer Anstieg, noch ein
Abflachen oder Abfallen der Kurve erkennbar. In Reihe e war die Leitfahigkeit fiir alle
Mischungen hoch (> 10 pS cm-1), da kontinuierliche Wasserbereiche zur Verfiigung stehen.
Fiir die Mischung e* nimmt die Leitfahigkeit steiler zu. Es konnte sich bei diesem System mit
nur 5 % Olanteil um eine ME vom O/W-Typ handeln. Die iibrigen Mischungen mit 10 % (e3)
bis 20 % (el) Ol bilden wahrscheinlich bikontinuierliche Systeme.

Abbildung 21 zeigt die Leitfahigkeitsdaten fiir Verdiinnungsreihed der ME2. Die
Leitfahigkeit war fiir alle Mischungen mit tiber 10 uS cm-! hoch, da diese 25 % hydrophile
Komponente (£ 16,7 % @w) enthielten. In den Systemen liegen &dhnliche Mengen an
lipophiler (d': 35 % bis d*: 20 %) und hydrophiler Phase vor. Es ist anzunehmen, dass es
sich daher um bikontinuierliche Systeme handelt, in denen kontinuierliche Wasserbereiche
den Strom leiten. Wie fiir Reiheb der ME1 ist eine Abnahme der Leitfahigkeit mit
zunehmender Emulgatorkonzentration beobachtbar, die auf die zunehmende Abschirmung

der leitfahigen dispersen Wasserphase durch Tensidmolekiile zurtickzufiihren ist.
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Die Ergebnisse der Konduktivititsmessungen stiitzen die Erkenntnisse der Viskositats-
bestimmung. In Dilutionsreihe a wurde der Ubergang von W/0-ME zu bikontinuierlichen
Systemen bestdtigt, genau wie das durchgehende Vorliegen von W/0-ME in Reihe b und
bikontinuierlichen Systemen in Reihe d. Fiir Dilutionsreihe ¢ wurde ein Ubergang von O/W-
ME zu bikontinuierliche Strukturen belegt. Der Nachweis fiir eine O/W-ME (c7) steht
weiterhin aus. Fiir Reihe e wurden Hinweise geliefert, dass bikontinuierliche Strukturen in

ein O/W-System tibergehen.
4.3.4. Dynamische Differenzkalorimetrie

Erste Untersuchungen an ME mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) wurden von
Senatra et al. durchgefiihrt [274]. Durch die Ermittlung von Energiedifferenzen zwischen
einem probehaltigen und einem leeren Tiegel als Referenz beim Aufheizen bzw. Abkiihlen
ist es moglich, Aggregatzustandsdnderungen in der Probe zu detektieren. In der
vorliegenden Arbeit kam die dynamische Leistungsdifferenzkalorimetrie zum Einsatz, bei
der sich Probe und Referenz in verschiedenen, thermisch isolierten Ofen befinden. Bei
dieser Methode werden die Unterschiede in der Heizleistung beider Ofen gemessen, um in

Proben- und Vergleichstiegel die gleiche Temperatur zu erzeugen.

Von Wasser konnen drei Arten in ME durch DSC unterschieden werden: freies Bulkwasser
(Schmelzpunkt © =0°C), Grenzflichenwasser an den Wassertropfchen von W/0O-ME
(0 =-10°C) und an die hydrophilen Gruppen von amphiphilen Molekiilen gebundenes
Wasser (0 < -10 °C). Phaseniiberginge im eingesetzten Ol sind ebenfalls detektierbar [272,
273, 275-280]. Mittels DSC-Untersuchungen kann man somit Informationen iiber den
Zustand der hydrophilen und lipophilen Phase der ME erhalten und Einblicke in die

Mikrostruktur des Systems gewinnen.

Das thermische Verhalten der ME1 wurde entlang Verdiinnungsreihe a und b
(Abbildung 23), sowie der ME2 entlang Verdiinnungsreihe c, d und e (Abbildung 24)
analysiert. Aufierdem wurden die Einzelkomponenten der Systeme in die DSC-
Untersuchungen einbezogen, um auftretende Peaks in den DSC-Kurven der ME diesen
zuordnen zu koénnen (Abbildung 22). In den resultierenden DSC-Kiihlkurven ist die
Wirmemenge in Abhdngigkeit von der Temperatur dargestellt. Einfrierprozesse wurden
durch exotherme Peaks sichtbar. Die Heizkurven lieferten vergleichbare Aussagen und

wurden daher nicht dargestellt.

Fiir reines, wechselwirkungsfreies Wasser wurde ein grofier Peak bei -23 °C detektiert, der
das Einfrieren von unterkiihltem Wasser anzeigt (Abbildung 22) [273]. Gemischt mit
Glykolen, war fiir Wasser eine Gefrierpunktserniedrigung beobachtbar, da es bekanntlich
starke Wechselwirkungen {iiber Wasserstoffbriicken mit Glykolen eingeht und diese
hydratisiert. Yaghmur et al. zeigten, dass in einem bindren Wasser-PrG-Gemisch ab 30 %
Glykolgehalt kein freies Wasser mehr detektierbar ist [272, 281]. Je hoher der Glykolanteil
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war, desto kleiner war die Phasentlibergangstemperatur (H20/BuG [1:1]: -38 °C, H20/PeG
[2:1]: -34 °C). Fiir die reinen Komponenten BuG, Tego® SMO V und Isolan® GO 33 konnte
keine Signale im Messbereich detektiert werden. Hydriol® PGC.3 zeigte einen
Erstarrungspeak bei -11 °C und Tego® Care PL 4 bei 6 °C. Das kleinere Signal bei -13 °C in
der Kiihlkurve von Tego® Care PL 4 weist auf Verunreinigungen durch Glycerol hin [282].
Gemischt mit Isolan® GO 33 erstarrte Hydriol® PGC.3 bei geringerer Temperatur (-27 °C), da
beide Emulgatoren miteinander interagieren. IPP zeigte einen Phaseniibergang bei 4,5 °C
und ein kleineres Signal bei -13 °C. Das kleinere Signal kann auf Verunreinigungen

zuriickzufiihren sein [283]. Laut Hersteller betragt die Reinheit des Produkts mindestens

90 % [284].

Tego SMO V

Isolan GO 33
IsolanGO 33/HPGC.3
Hydrol PGC.3

Tego Care PL4

Isopropylpalmitat
BuG

Wasser/PeG ( 2:1)
Wasser/BuG ( 1:1)
Wasser

exotherm
+—

—————

Warmestrom [mW mg'1]
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Abbildung 22: DSC-Kiihlkurven der einzelnen Bestandteile der ME1 und

ME2; HPGC.3 = Hydriol PGC.3

Wie Abbildung 23 zu entnehmen ist, resultierten flir die untersuchten ME entlang
Verdiinnungsreihe a und b jeweils Phaseniibergangspeaks zwischen 2 und 3 °C. Bei einigen
Mischungen war auch ein kleines Signal bei -15°C erkennbar. Damit zeigten sie im
untersuchten Bereich ein dhnliches thermisches Verhalten wie die reine Olkomponente IPP.
Zudem wurde mit Abnahme des Olgehalts eine Abnahme der Peakflichen beobachtet. Dies
ist typisch fiir W/0-ME, bei denen Ol die duflere kontinuierliche Phase bildet, in die Wasser
als disperse Phase eingebettet ist [133]. Ein Phaseniibergangspeak fiir Wasser war aufgrund
starker Wechselwirkungen mit den Emulgatoren und BuG nicht im Messbereich
detektierbar. Es lag vermutlich nicht gefrierfahig vor [272, 273, 276, 277]. Auch bei
zunehmendem Wasseranteil war kein freies Wasser in den Systemen nachweisbar, da in
gleichem Maf3 auch der Glykolanteil zunahm. Ein Ubergang zu bikontinuierlichen Systemen
bei zunehmendem Wassergehalt ist dennoch moglich. Freies Tego® Care PL4 war in den
DSC-Kurven der ME nicht sichtbar, da dessen Signal vermutlich von dem
Phaseniibergangspeak des Ols verdeckt wurde. Es kénnte aber auch auferhalb des

Messbereiches liegen, da der Emulgator mit anderen Bestandteilen der ME wechselwirkt.
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Abbildung 23: DSC-Kiihlkurven der ME1 entlang der Verdiinnungsreihen a (Mischungen a'-a¢) und
b (Mischungen b1-b>) sowie von 100 % IPP
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Abbildung 24: DSC-Kiihlkurven der ME2 entlang der Verdiinnungsreihen ¢ (Mischungen c!-c7), d
(Mischungen d!- d*) und e (Mischungen el-e*) sowie von 100 % IPP und dem Emulgatorgemisch
Isolan® GO 33 /Hydriol PGC.3 (2:3)
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Analog zu den Proben der ME1 wurden fiir Reihen c, d und die Proben e! bis e3 DSC-Kurven
erhalten, die der von IPP glichen (Abbildung 24). In diesen Systemen liegt das Ol frei vor. Es
handelt sich demnach bei den Mischungen um W/0-ME oder bikontinuierliche Systeme. Bis
zu einem Olgehalt von 40 % waren beide Phaseniibergangssignale (-14°C und 2-3 °C)
erkennbar. Bei abnehmender Olkonzentration konnte nur der Phaseniibergang bei 2-3 °C
detektiert werden. Das Signal wurde zunehmend kleiner und zu tieferen Temperaturen
verschoben, da das Ol verstirkt mit den Emulgatormolekiilen wechselwirkte. Dies wurde
wiederholt fiir W/0-ME und bikontinuierliche Systeme mit IPM oder IPP als lipophile Phase
beobachtet [133, 241, 242]. Der DSC-Kurve von Mischung e* war kein
Phaseniibergangssignal zu entnehmen, da es sich vermutlich um eine O/W-ME handelt. IPP
ist als kolloidale Phase in die hydrophile Phase eingebettet und wird von
Emulgatormolekiilen an der Grenzfliche abgeschirmt, sodass das Erstarren des Ols nicht
detektiert werden konnte. Bei keiner Mischung der ME2 wurden Phaseniibergangspeaks fiir
das enthaltene Emulgatorgemisch festgestellt. Die Tensidmolekiile stehen wahrscheinlich in
Wechselwirkung mit anderen Bestandteilen der ME und das Signal liegt daher aufderhalb
des Messbereichs. Phaseniibergangssignale von Wasser wurden ebenfalls in keinem
Thermogramm der ME2 detektiert. Wie in Mischungen der ME1 lag der Phaseniibergang des
Wassers aufgrund von Wechselwirkungen mit PeG und den Emulgatoren vermutlich
aufderhalb des Messbereichs. Der Phaseniibergang von W/O-ME zu bikontinuierlichen

Systemen ist somit nicht nachweisbar.

Schlussendlich wurde mit Hilfe der DSC bestéatigt, dass in Reihe e der ME2 bikontinuierliche
Strukturen in ein O/W-System iibergehen. Zwischen W/0O-ME und bikontinuierlichen
Strukturen konnte weder fiir ME1, noch fiir ME2 unterschieden werden, da Wasser mit
Glykolen und Emulgatoren so stark wechselwirkte, dass der Phaseniibergang auf3erhalb des

Messbereichs lag.
4.3.5. Dynamische Lichtstreuung

Haufig werden Streuverfahren wie statische oder dynamische Lichtstreuung (SLS/DLS),
Kleinwinkelneutronenstreuung (SANS) und Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS) eingesetzt,
um einen Eindruck von der Grofle der kolloidalen Phase von ME zu gewinnen [109, 253].
Die DLS wird auch Photonenkorrelationsspektroskopie oder Quasielastische Lichtstreuung
genannt. Sie erfasst zeitabhdngig Intensititsdnderungen des Streulichts, die entstehen, wenn
ein Laserlichtstrahl auf einen Partikel in einem Dispersionsmedium trifft. Verursacht
werden diese Intensitidtsinderungen durch die Brownsche Bewegung der Partikel, die je
nach Grofde unterschiedlich schnell im Dispersionsmedium diffundieren. Anhand der
erhaltenen Autokorrelationsfunktion wird der effektive Diffusionskoeffizient Defr unter der
Annahme ermittelt, dass im System harte Partikel mit Kugelform vorliegen. Der
hydrodynamische Radius Ry dieser spharischen Partikel kann dann mit Hilfe der STOKES-
EINSTEIN-Gleichung (Gleichung 1) berechnet werden.
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kT Rn = hydrodynmischer Radius [m]
Dei = effektiver Diffusionskoeffizient [m? s™]
n= Viskositat [Pa-s]
= Boltzmann Konstante [J K'1]
= absolute Temperatur [K]

h = 67TT]Deff

Gleichung 1: STOKES-EINSTEIN-Gleichung

Shukla et al. wiesen nach, dass Ry dem Radius der reinen kolloidalen Phase mit daran
gebundenen Emulgatormolekiilen entspricht. Es wird angenommen, dass diese Partikel
wechselwirkungsfrei sind, auch wenn die iibliche Verdiinnung der Probe unterlassen wurde,
um ein Brechen der Systeme zu vermeiden [285-287]. Durch die Auswertung der
Autokorrelationsfunktion mittels CONTIN Algorithmus fiir polydisperse Systeme wird eine
Partikelgrof3enverteilung erhalten und klar zwischen monomodaler und multimodaler

Grofienverteilung unterschieden [288-290].

ME sind dynamische Systeme, in denen kontinuierlich Umstrukturierungen stattfinden.
Tropfchen der kolloidalen Phase kollidieren, fliefRen zusammen und trennen sich wieder.
Auch die Emulgatormolekiile fluktuieren im System und ein stindiger Ein- und Ausbau in
die Grenzflache findet statt [108, 116, 117]. Es wird dennoch davon ausgegangen, dass die
mittels DLS gemessenen Radien die Groéfie dieser dynamischen kolloidalen Phase
widerspiegeln, da die Messung aus 13 verschiedenen Winkeln iiberwiegend vergleichbare
Werte lieferte. Die Ergebnisse sind als Mittelwert und Standardabweichung dieser 13
Messungen dargestellt (Abbildung 25 und Abbildung 26).

100 1 100 1~
i Dilutionsreihe a ¢ Dilutionsreihe b
80 A 80 A
— A Dilutionsreihe ¢ a3
E 601 T E 60
< a2 ; 5 E b
40 2 y © & 40 - 3
20{ 23 ¢ 20 1 % b3
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Konzentration der hydrophilen Phase [%] Emulgatorkonzentration [%)]

Abbildung 25: Hydrodynamische Radien Ry, der Abbildung 26: Hydrodynamische Radien Ry der
untersuchten MEs entlang Dilutionsreihe a und untersuchten MEs entlang Dilutionsreiheb
c (13 Messwinkel, MW * SD) (13 Messwinkel, MW * SD)

ME des Systems ME1 (Dilutionsreihe a) und ME2 (Dilutionsreihe c) zeigten bei gleichem
Anteil an hydrophiler Phase vergleichbare hydrodynamische Radien der spharischen
Wassertropfchen (Abbildung 25). Die Mengenanteile an Emulgator und Ol unterschieden
sich in den Systemen (siehe Tabelle 24, Seite 134). Vermutlich wird die Grofde der
kolloidalen Phase in den W/0O-Systemen vom Mengenanteil der hydrophilen Phase

bestimmt. Wie erwartet, nahm mit zunehmendem Anteil der hydrophilen Phase auch der
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hydrodynamische Radius zu - von 15,09 + 1,39 nm fiir a’ und 13,47 + 2,05 nm fiir c! mit 5 %
hydrophiler Phase bis 57,25 * 4,32nm fiir c> mit 25 % hydrophilem Anteil [291, 292].

In Dilutionsreihe b mit 10 % hydrophilem Anteil wurden fiir die Mischungen b! bis b3
spharische Partikel der W/0O-ME detektiert (Abbildung 26). Mit zunehmendem
Emulgatoranteil nimmt die Grofle der Grenzfliche zwischen hydrophiler und lipophiler
Phase zu. Es entstehen folglich zunehmend mehr kleinere Tropfchen. Dies spiegelte auch das
Ergebnis der Lichtstreumessung wider. Mit zunehmendem Emulgatoranteil nahm der
hydrodynamische Radius von 35,37 + 3,37 nm in b! auf 10,78 + 1,50 nm in b3 ab. In
Mischung b* konnten keine Wassertropfchen dieser Grofdenordnung ermittelt werden, da
die Ergebnisse der winkelabhdngigen Messung stark schwankten. Es wurden kontinuierlich
Partikel mit einem Radius von 4 nm detektiert. Aufgrund des hohen Emulgatoranteils von
50 % konnte bereits eine mizellare Losung vorliegen. Ein gestrecktes Polyglycerol-4-laurat-
Molekiil besitzt eine Linge von 2,84 nm (hydrophiler Anteil 1,58 nm; lipophiler Anteil 1,26
nm) [293]. Insofern ist die Grofie entsprechender Mizellen vermutlich grofder als 4 nm. Bei
den detektierten Strukturen konnte es sich alternativ um hydratisierte Emulgatormolekiile

handeln.

In den Proben cb ¢’ (£ e3) und e? wurden sehr grofde Lichtstreuungen > 1500 kHz
detektiert. Die winkelabhdngigen Messungen ergaben schwankende Resultate. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass einige grofde Strukturen kleine Partikel tiberdeckten
und keine sphirischen Strukturen vorliegen. Es konnte sich bei diesen Mischungen um

bikontinuierliche Systeme handeln.

Mit der Messung bei 13 verschiedenen Messwinkeln wurde belegt, dass die hydrophile,
kolloidale Phase der Mischungen a'-a3, c1-c> und b!-b3 sphérischen Charakter besitzt. Die
erhaltenen hydrodynamischen Radien liegen in einem fiir ME typischen Gro6fdenbereich
[112]. Bikontinuierliche Systeme konnten nicht ndher charakterisiert werden, da die DLS-

Messung ausschliefllich spharische Partikel erfasst.
4.3.6. pH-Wert

Der pH-Wert der Formulierung kann erheblichen Einfluss auf die Stabilitit der Peptide
haben und sich auf das Penetrationsvermogen des Wirkstoffs auswirken [294, 295]. Liegt
der pH nahe am IEP des enthaltenen Peptids, weist dieses eine geringere Polaritat auf und
penetriert damit vermutlich besser in die Haut. Da es Ziel dieser Arbeit war, ME mit guter
Hautvertraglichkeit zu entwickeln, sollten die pH-Werte im leicht sauren Bereich der
Hautoberfliche liegen [197]. Mischung a? (& b') des ME1-Systems wurde fiir spatere
Penetrationsversuche verwendet. Der pH-Wert dieser Formulierung betrug 6,56 + 0,13. Die
reine hydrophile Komponente dieses Systems (Wasser/BuG, 1:1) hatte einen pH von
5,80 + 0,03, sodass auch die iibrigen ME im Phasendiagramm der ME1 einen leicht sauren

pH-Wert besitzen sollten. Fiir das ME2-System wurden die pH-Werte fiir alle Mischungen
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entlang der Dilutionsreihen c-e bestimmt. Sie betrugen zwischen 6,32 und 6,85 und lagen
damit im gleichen Bereich wie der pH-Wert der Mischung a? und entsprechen damit der

gesetzten Anforderung.
4.4. Einarbeitung der Peptide in die Mikroemulsionen

Die Peptiden GEKG, PKEK, LPA, LPBG und LPT wurden in Konzentrationen bis zu 1 % in die
ME1, sowie GEKG und PKEK in die ME2 eingearbeitet. Es traten keine Sattigungseffekte auf
und die ME blieben Kklar. Folglich wurde die Struktur der ME von den Peptiden nicht
beeinflusst. Aufgrund des hydrophilen Charakters der Peptide, werden diese in der
kolloidalen Phase der W/O-ME gelost vorliegen. Auf die Bestimmung der genauen
Sattigungskonzentrationen in den Vehikeln wurde verzichtet, da von den Peptiden nur

begrenzte Mengen zur Verfiigung standen.

Von den palmitoylierten Peptiden wurden 0,5 % in die ME1 eingearbeitet. Zwar l6sten sich
Pal-GEKG und Pal-PKEK, die Mischungen wurden jedoch triib. Vermutlich lagerten sich die
Peptide aufgrund ihres amphiphilen Charakters in die Grenzschicht zwischen hydrophiler
und lipophiler Phase ein und storten somit die Anordnung der Emulgatoren. Dies fiihrte

zum Brechen der Systeme.

4.5. Bewertung der Vertraglichkeit der Mikroemulsionen

4.5.1. Toxikologische Eigenschaften der Bestandteile der Mikroemulsionen

Um die Vertraglichkeit der ME abschitzen zu konnen, sollten wichtige toxikologische
Parameter derer Inhaltsstoffe bekannt sein. Die akute Toxizitdt beschreibt schiadigende
Effekte nach einer Einzelapplikation eines Stoffes. Der toxikologische Endpunkt ist der LDso-
Wert, der die Dosis beschreibt, bei der 50 % der Versuchstiere sterben. Ublicherweise
werden die Versuche an Nagetieren durchgefiihrt. Leitlinien der Organisation fiir
wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD: Organisation for Economic Co-
operation and Development) beschreiben das genaue Vorgehen (oral: OECD 401, 420, 423,
425; dermal: OECD 434). Zur Ermittlung der subchronischen Toxizitit werden
Versuchstiere mindestens 28 Tage, besser 90 Tage der Testsubstanz ausgesetzt. Als
toxikologischer Endpunkt gilt der sogenannte NOAEL (engl.: no observed adverse effect
level), die Dosis in mg/kg Korpergewicht/d, die keine schadigenden Effekte am Tier
hervorruft. Dieser Wert wird zur Beurteilung der systemischen Exposition gegeniiber
chemischen Substanzen verwendet. Reizung am Auge wurde in der Vergangenheit meist am
Kaninchenauge getestet (OECD 405). Da Tierversuche fiir kosmetische Produkte gemaf$
aktueller Kosmetikverordnung verboten sind, werden heute Ersatzmethoden wie
beispielsweise der Hiihnerei-Test an der Chorion-Allantois-Membran (HET-CAM)
verwendet. Reizung der Haut wurde ebenfalls am Kaninchen untersucht (OECD 404).

In vitro-Methoden beruhen auf rekonstruierten Modellen menschlicher Epidermis (OECD
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439), zum Beispiel EpiSkin™ oder EpiDerm™. Das Sensibilisierungspotential wurde meist
an Meerschweinen (OECD 406) oder mittels lokalem Lymphknotentest an Mausen bestimmt
(OECD 429). Die klinische Testung der Hautvertraglichkeit und Sensibilisierung erfolgt
mittels einfachem bzw. wiederholtem Epikutantest (hSIPT: human single insult patch test,
hRIPT: human repeated insult patch test). Fiir die Testung auf Phototoxizitat, Mutagenitat,
Kanzerogenitit und Reproduktionstoxizitit sind Tierversuche ebenfalls veraltet und es
werden in vitro-Methoden wie beispielsweise der Riickmutationstest an Bakterien (OECD
471) eingesetzt [34].

Tabelle 10: Toxikologische Parameter der Mikroemulsionsbestandteile

Sorbitan- PG-4-laurat PG-3-oleat PG-3- BuG PeG IPP
oleat caprat
Akute orale >39,8 g/kg k. A. >5 g/kg OECD 401 Ratte Ratte/Maus  Ratte
Toxizitat, LDso >2 g/kg 23 g/kg 12,7 g/kg / >64 mL/kg
7,4 g/kg
Akute dermale k. A. k. A. k. A. k. A. Kaninchen k. A. Kaninchen
Toxizitat, LDso >2 glkg >2,0 mL/kg
Subchronische  kein Effekt k. A. k. A. k. A. 2 Jahre: 28 Wochen: -
Toxizitat, bis 10 % in 5 g/kg/d 2,45 g/kg/d
NOAEL Diat
Reizung der 5%/ 100 %  SkinEthic™:  Kaninchen: OECD 404 100 %: hRIPT, Kaninchen:
Haut + minimal - + maRig - + minimal 0,112 %: — -/+ leicht
24 %: — hSIPT: -
hSIPT: -/ +
minimal
Reizung am Kaninchen: HET-CAM: Kaninchen: OECD 405 505 g: + HET-CAM: Draize-Test:
Auge - - + leicht - 0,1 mL: — + maRig —/+ leicht
40 %: — in vitro:
Mensch: + + leicht
Sensibilisie- hRIPT: — k. A. k. A. OECD 406 hRIPT: — hRIPT: — RIPT: -
rungspotential - Fallbericht: Fallbericht:
+ +
Phototoxizitat - k. A. k. A. k. A. - k. A. -
Mutagenitat k. A. k. A. k. A. OECD 471 k. A. k. A. k. A.
Kanzerogenitit +/— k. A. k. A. k. A. NOAEL: k. A. k. A.
5 g/kg/d
Reproduktions- k. A. k. A. k. A. k. A. NOAEL: k. A. k. A.
toxizitat 5 g/kg/d
Quellen [296] [223] [223] [223] [297-299] [300] [283, 301]

k. A.: keine Angaben; +: positives Testergebnis; -: negatives Testergebnis; NOAEL: No observed adverse effect
level; hSIPT: Epikutantest am Menschen (engl.: human single insult patch test); hRIPT: wiederholter
Epikutantest am Menschen (engl.: human repeated insult patch test); HET-CAM: Hiihnerei-Tests an der
Chorion-Allantois-Membran

Tabelle 10 zeigt wichtige toxikologische Parameter fiir die Inhaltsstoffe der ME soweit diese
verfligbar waren. Insbesondere fiir die neuere Emulgatorklasse der PGFE sind nur begrenzte
Informationen vorhanden. Trotzdem wird anhand der akuten Toxizitatsdaten deutlich, dass
die verwendeten Substanzen nicht akut toxisch sind (LDso > 2000 mg/kg) [302]. Es sind
minimale bis mafige Reizungen der Haut und Augen moglich. Fiir BuG und PeG wurde in

Einzelfdllen von allergischen Reaktionen berichtet. Soweit bekannt, besitzt keiner der

44



4. Mikroemulsionen zur Applikation von Peptiden auf die Haut

Inhaltsstoffe der ME phototoxisches, mutagenes, kanzerogenes oder reproduktionstoxisches
Potential. Um auszuschlieffen, dass ME1 und ME2 die Haut reizen, sollten weitere
Untersuchungen, beispielsweise ein HET-CAM, mit den Formulierungen durchgefiihrt

werden.

Tabelle 11: Anwendungs- und Expositionsinformationen fiir kosmetische Produkte gemafd SCCS
[34]

Art der Applikationsflache Frequenz der Exposition geschitzte relative
Formulierung Anwendung Exposition, A
Bodylotion 15670 cm? 2,28 /d 7,82 g/d 123,20 mg/kg/d
Gesichtscreme 565 cm? 2,14 /d 1,54 g/d 24,14 mg/kg/d
Handcreme 860 cm? 2,00 /d 2,16 g/d 32,70 mg/kg/d

Werden die ME auf die Haut aufgetragen, penetrieren deren Inhaltsstoffe in die Haut und
gelangen so auch in den systemischen Kreislauf. Daher wurde zur Einschitzung der
Vertraglichkeit auch die systemische Exposition gegeniiber den Bestandteilen der ME ndher
beleuchtet. Die Peptid-haltigen ME sollen bei Psoriasis oder als kosmetische Produkte mit
Anti-Aging-Effekten eingesetzt werden. Eine Anwendung auf dem Gesicht, den Handen oder
dem gesamten Korper ist damit denkbar. Der SCCS definiert flir die Anwendung auf diesen
Korperarealen die in Tabelle 11 aufgefiihrten Applikationsflichen, Anwendungsfrequenzen

und Expositionsmengen.

Mit Hilfe von Gleichung 2 kann aus der geschitzten tdglichen Exposition gegeniiber der
Formulierung A, die systemische Expositionsdosis gegentiber jeder Einzelsubstanz der ME
(SED) bestimmt werden. Zur Bewertung der systemischen Exposition wird als Quotient aus
NOAEL-Wert und SED eine Sicherheitsspanne (MoS: Margin of Safety) berechnet. Diese
sollte mindestens 100 betragen [34].

SED = AXC/100xDAp/100 SED = Systemische Expositionsdosis [mg/kg KG/d]

A = Geschatzte tagliche Exposition gegentiber der
Formulierung pro kg Kérpergewicht [mg/kg KG/d]

C = Konzentration der Einzelsubstanz in der Formulierung [%]
DAp= Dermale Absorption der Einzelsubstanz [%]

Gleichung 2: Berechnung der systemischen Expositionsdosis gegeniiber einzelner Formulierungs-
bestandteile [34]

Unter der Annahme, dass die Formulierungsbestandteile vollstindig in die systemische
Zirkulation {iibergehen (Worst-Case-Szenario), wurden mit Hilfe von Gleichung 2
systemische Expositionsdosen fiir die Anwendung der ME1 und ME2 an Hand, Gesicht und
Korper ermittelt (Tabelle 12). Es wurde jeweils die Mischung mit 10 % hydrophiler Phase,
25 % Emulgator und 65 % Ol bewertet, die fiir die Penetrationsuntersuchungen verwendet
wurden. Wasser wurde nicht in die Berechnung einbezogen, weil es untoxisch ist. Da nicht

fiir alle Inhaltsstoffe der ME NOAEL-Werte zur Verfligung standen, wurden ersatzweise
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Werte chemisch vergleichbarer Substanzen fiir die Berechnung der Sicherheitsspanne

herangezogen.

Tabelle 12: Berechnung der systemischen Expositionsdosis (SED) und Sicherheitsspanne (MoS) fiir
die Anwendung der ME1 und ME2 an Hand, Gesicht und Kérper; C: Konzentration im Vehikel

Formulierungs- C [%] SED SED SED NOAEL Mo$S MoS MoS
bestandteile (Hand) (Gesicht) (Korper) [mg/kg/d] (Hand) (Gesicht) (Korper)
[mg/kg/d] [mg/kg/d] [mg/kg/d]

ME1 Soorbitanoleat 8,33 2,73 2,01 10,27 5000 1835 2486 487
PG-4-laurat 16,67 5,45 4,02 20,53 845° 155 210 41
BuG 5,00 1,64 1,21 6,16 5000 3058 4143 812
IPP 65,00 21,26 15,69 80,08 5500° 259 351 69

ME2 PG-3-oleat 10,00 3,27 2,41 12,32 845° 258 350 69
PG-3-caprat 15,00 4,91 3,62 18,48 845° 172 233 46
PeG 3,33 1,09 0,80 4,11 2450 2248 3045 597
IPP 65,00 21,26 15,69 80,08 5500° 259 351 69

1INOAEL fiir Sorbitanstearat [296], ZNOAEL fiir Polyglycerol-2-diisostearat [223], 3NOAEL fiir Ethyloleat [303]

Fiir die Applikation auf Hand und Gesicht wurden Ergebnisse tiber 100 ermittelt. Der
Grenzwert wurde bei Anwendung am ganzen Korper fiir die PGFE und das Ol nicht
eingehalten. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 12 rot markiert. Werden die ME als
Hand- und Gesichtspflege angewendet, bestehen hinsichtlich der systemischen Exposition
gegenliber den Einzelbestandteilen der Formulierungen keine Sicherheitsbedenken. Auf
dem gesamten Korper sollten ME1 und ME2 in der benannten Zusammensetzung aufgrund

der erhaltenen Ergebnisse nicht appliziert werden.
4.5.2 HET-CAM

Mit Hilfe des von Liipke entwickelten HET-CAM, der eine Alternative zum kontrovers
diskutierten Irritationstest am Kaninchenauge (Draize-Test) darstellt, wird die
Schleimhautvertraglichkeit von Chemikalien abgeschatzt [304]. Auch fiir kosmetische
Formulierungen kann das reizende Potential liberpriift werden [305]. Der HET-CAM ist ein
vergleichsweise einfacher und schnell durchfiihrbarer Test, der zudem preisgiinstig ist. Er

weist eine hohe Empfindlichkeit auf und liefert zuverldssige, reproduzierbare Daten [306,

307].
301 — tyls] 301 — ¢, [s] 301 — t¢ [s]
IS = <—300 x5> + <—300 X7 |+ 300 %9

Gleichung 3: Gleichung zur Berechnung des Irritationsscores (IS) unter Einbeziehung der Zeit (t) in
Sekunden (s) bis zum Beginn der Ereignisse Himorrhagie (H), Gefaf3lyse (L) und Koagulation (C)
gemif ICCVAM [307, 308]

Die von Blutgefafien durchzogene Chorion-Allantois-Membran (CAM) ist die Aderhaut des
Eies und schmerzunempfindlich, da das Nervensystem des Hiithnerembryos vor dem 10.
Bebriitungstag noch unentwickelt ist. Flir den Versuch wird die zu testende Formulierung
auf die CAM appliziert. Reizende Effekte der aufgebrachten Substanz fithren zu Reaktionen

der Membran in Form von Blutungen und Extravasation von Erythrozyten (Hamorrhagie),
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Transparentwerden von kleinen Gefdfien (Gefafdlyse), sowie Stagnieren des Blutflusses und
Zeichen intra- oder extravasaler Gerinnung (Koagulation). Diese konnen beobachtet und
zeitlich erfasst werden (Reaktions-Zeit-Methode). Anhand der Zeit (t) bis zum Eintritt dieser
Ereignisse wird gemafd ICCVAM-Kriterien (ICCVAM: Koordinierungsausschuss fiir die
Validierung alternativer Methoden) ein Irritationsscore (IS) ermittelt, um die Schwere des
reizenden Potentials zu bewerten (Gleichung 3) [304, 307, 308].

Die Ergebnisse des HET-CAM sind in Tabelle 13 dargestellt. Der Schweregrad der moglichen
Ereignisse resultiert als Mittelwert der Sechsfachbestimmung. Die zugrunde liegenden
Teilergebnisse mit den Sekunden, die bis zum Auftreten der irritativen Ereignisse vergangen
sind, befinden sich in Anhang C: HET-CAM-Ergebnisse, Seite 135. Trat nach Applikation der
Formulierung das jeweilige irritierende Ereignis nicht auf, resultiert der Schweregrad 0.
Traten keine Ereignisse auf, resultierte insgesamt ein IS von 0 und somit kein reizendes

Potential.

Tabelle 13: HET-CAM-Ergebnisse aller untersuchten Formulierungen - ermittelter Irritations-
score, Schweregrad der Ereignisse Himorrhagie (H), Gefifdlyse (L) und Koagulation (C), sowie
Bewertung des reizenden Potentials nach ICCVAM; Wdh.: Wiederholungsversuch [307]

Prifsubstanz Irritationsscore Schweregrad irritatives Potential nach
(1S) H L c ICCVAM
ME1 (wirkstofffrei) 0 0 0 0 kein
ME1 (wirkstofffrei), Wdh. 0,3 0,3 0 0 kein
MEZ2 (wirkstofffrei) 0 0 0 0 kein
BC (wirkstofffrei) 0 0 0 0 kein
1 % GEKG in ME1 0 0 0 0 kein
1 % PKEK in ME1 0 0 0 0 kein
1% LPAin BC 0 0 0 0 kein
1 % LPA in ME1 0 0 0 0 kein
1% LPBG in BC 0 0 0 0 kein
1% LPBG in ME1 0 0 0 0 kein
1% LPTin BC 0 0 0 0 kein
1% LPT in ME1 1,7 1,7 0 0 leicht
1% LPT in ME1, Wdh. 3,8 3,8 0 0 leicht

In Kapitel 4.5.1. Toxikologische Eigenschaften der Bestandteile der Mikroemulsionen (ab
Seite 43) wurde berichtet, dass die Inhaltsstoffe der ME1 und ME2 Haut und Augen minimal
bis mafdig reizen konnen. Zudem besitzen die Systeme mit 25% einen hohen
Emulgatorgehalt, weswegen mit einem positiven Ergebnis im HET-CAM gerechnet wurde
[309]. Entgegen dieser Annahme zeigten ME1 und ME2 (wirkstofffrei) gemafd ICCVAM-
Definition kein reizendes Potential an der CAM. Flir ME1 resultierte im ersten Versuch ein IS
von 0,3, da an zwei Eiern nach 241s bzw. 245 s leichte Hamorrhagie auftrat. Dieses
Ergebnis wurde im Wiederholungsversuch nicht bestatigt, da an keinem der Eier irritative
Ereignisse beobachtet wurden. Es resultierte ein IS von 0. ME2 wirkte mit einem IS von 0

ebenfalls nicht reizend an der CAM. Dies ist vermutlich auf den nichtionogenen Charakter
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der Emulgatoren zuriickzufiihren. Vorangegangene Arbeiten von Fitsum Sahle belegten
bereits die gute Vertraglichkeit einer O/W-ME mit bis zu 40 % Polyglycerol-4-laurat [242].
Auch die Basiscreme DAC wurde gut vertragen und zeigte keine Anzeichen von

Hamorrhagie, Lyse oder Koagulation, sodass ein IS von 0 erhalten wurde.

Weiterhin wurden peptidhaltige Formulierungen mit je 1 % Peptid in die Untersuchungen
einbezogen. Anhand dieser Formulierungen sollte herausgefunden werden, inwiefern die
Peptide reizend sind und ob mit einem Gehalt von 1 % bereits der Irritationsgrenzwert
tiberschritten wird. Auf die Bestimmung des genauen Irritationsgrenzwertes der Peptide
wurde verzichtet, da hierflir eine zu grofie Menge Peptid notig gewesen wire. Fiir die
peptidhaltigen BC waren keine irritativen Ereignisse an der CAM erfassbar und es wurden IS
von 0 erhalten. Gleiches galt fiir die ME1 mit 1 % LPA und LPBG. Fiir die ME1 mit 1 % LPT
wurde in zwei Versuchen leichte Himorrhagie an drei bzw. fiinf von sechs Eiern beobachtet.
Die erhaltenen IS von 1,7 und 3,8 weisen auf ein leicht reizendes Potential hin. Da der HET-
CAM ein Modell zur Testung der Schleimhautvertraglichkeit bzw. Vertraglichkeit am Auge
darstellt, ist nicht zwingend davon auszugehen, dass auch nach dermaler Anwendung

Reizungen auftreten.

Die Ergebnisse des HET-CAM weisen auf eine gute Vertraglichkeit der ME und BC mit und
ohne Peptid bei Anwendung auf der Haut hin. Um reizende Effekte vollstindig
auszuschliefden, sollten weitere Untersuchungen, beispielsweise ein einfacher Epikutantest

an Probanden durchgefiihrt werden.
5. Penetrationsuntersuchungen an peptidhaltigen Formulierungen

Mit Hilfe von Penetrationsversuchen an der Diffusionszelle nach Franz [310] wurde
untersucht, ob und inwieweit verschiedene Peptide in der Lage sind, in die menschliche
Haut zu penetrieren und ihr jeweiliges Zielkompartiment zu erreichen. Weiterhin wurde
beleuchtet, ob sich chemische Modifizierungen auf das Penetrationsvermdgen von Peptiden

auswirken und inwiefern verschiedene Vehikel die Verfiigbarkeit am Wirkort optimieren.

Fiir invitro Penetrationsversuche wird die Anwendung von (finite-dose-Bedingungen
(begrenzte Wirkstoffmenge im Donor) gegeniiber der iliberschiissigen Dosis (infinite dose
mit Cponor >> Cakzeptor) bevorzugt und wurde auch fiir die vorliegende Arbeit verwendet, da so
realistische Anwendungsbedingungen nachgeahmt werden [311, 312]. Allerdings wird
folglich kein steady state mit konstantem Flux erreicht und der penetrierte Anteil wird mit

zunehmender Zeit geringer.

In der Praxis werden meist weniger als 1 mg/cm? eines kosmetischen Produkts auf die Haut
aufgetragen [34]. Im Penetrationsversuch werden 20 mg Formulierung pro Hautstiick

(3,1416 cm?, entspricht 6,37 mg/cm?) appliziert. Dies gewahrleistet sowohl eine
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gleichmafdige Verteilung der Formulierung auf der Haut, als auch die Quantifizierbarkeit des

Analyten und somit reproduzierbare, zuverladssige Ergebnisse.

Fiur die Penetrationsversuche wird Humanhaut verwendet. Diese wird fir in vitro
Penetrationsversuche bevorzugt, da die Haut tierischer Spezies, insbesondere von
Nagetieren, eine hohere Permeabilitit aufweist [66, 128, 313-317]. Auch die Koérperregion
beeinflusst die Permeabilititseigenschaften der Haut, beispielsweise aufgrund der
unterschiedlichen Dicken der Epidermis. Mochte man Penetrationsprofile verschiedener
Formulierungen miteinander vergleichen, sollte daher Haut der gleichen Korperregion
verwendet werden [316]. In den durchgefiihrten Experimenten wurde dies iiberwiegend
bertiicksichtigt und, soweit verflighar, Mammahaut eingesetzt, die im Rahmen chirurgischer
Eingriffe (Mammareduktionsplatiken) von lebenden Spendern gewonnen wurde. Aufgrund
mangelnder Verfligbarkeit musste in einigen Versuchen auf Leichenhaut anderer
Kérperregionen zuriickgegriffen werden (siehe Anhang F: Ubersicht iiber die
Penetrationsdaten ab Seite 141). Diese weist wahrscheinlich eine verdnderte metabolische

Aktivitat gegeniiber Hautproben lebender Spender auf [318].

Nach Entnahme und Praparation wurde die Haut schockgefrostet und bei -20 °C gelagert.
Wie in Kapitel 3.4. Stabilitit (ab Seite 20) beschrieben, wird hierdurch die Enzymaktivitit
reduziert [51, 83, 207, 213, 214]. Inwiefern die Permeabilitit der Haut, sowie die
Barriereeigenschaften des abgestorbenen SC durch den Gefrier- und Auftauprozess
beeintriachtigt werden, ist umstritten. In einigen Studien wurde kein Einfluss auf die
Penetration gezeigt [319-321], andere belegen mit zunehmender Dauer der Lagerung im
gefrorenen Zustand einen erhoéhten Flux [317, 322-324]. Untersuchungen von Sintov et al.
ergaben, dass bei unterschiedlichen Hautzustdnden die Permeabilitiat auch von der Art des
Vehikels beeinflusst wird [128]. Um falsche Schlussfolgerungen aus den Penetrationsstudien
zu vermeiden, wurden fiir die Versuche deren Ergebnisse miteinander verglichen werden
sollten, liberwiegend Hautstiicke des gleichen Spenders verwendet, die unter gleichen

Bedingungen gelagert wurden.

Als Akzeptorlosung werden iiblicherweise Puffersysteme mit einem pH-Wert von 7,4
verwendet, um physiologische Verhdltnisse nachzuempfinden [311, 316]. Fiir die Versuche
mit radioaktivem Tracer wurde daher phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) pH 7,4 als
Medium ausgewadhlt. Da Puffersalze die Analytik mittels LC-MS beeintrachtigen, kam in den
Versuchen mit LPA, LPBG und LPT Wasser als Akzeptormedium zum Einsatz. Weiterhin
sollte sich der Analyt gut im verwendeten Akzeptormedium l6sen, damit sink-Bedingungen
vorliegen [311]. Sink-Bedingungen herrschen, wenn die Akzeptorkonzentration (ca)
wesentlich geringer als die Sattigungskonzentration (cs) ist, wobei ein Grenzwert bisher
nicht festgelegt wurde (ca < 0,1 ¢s bis ca < 0,3 ¢;) [325]. Die unmodifizierten Peptide GEKG,
PKEK, LPA, LPBG und LPT sind sehr gut in Wasser l6slich, sodass diese Voraussetzung
gegeben sein sollte (siehe 3.2.2. Loslichkeit, Seite 15). Pal-GEKG und Pal-PKEK weisen eine
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begrenzte Loslichkeit in wassrigen Medien auf, sodass Sattigungseffekte die Penetration

beeinflussen konnten.

Die Penetrationsergebnisse sind in Form von Penetrationsprofilen dargestellt, die jeweils
den Peptidanteil in den untersuchten Proben zeigen. Auf der Ordinate sind die Proben in der
Reihenfolge angeordnet, in der die Peptide im Versuch mit dem jeweiligen Kompartiment in
Kontakt kamen. Mit dem Tupfer wurde der nicht penetrierte Teil am Versuchsende von der
Hautoberfliche entfernt. Er reprdsentiert daher den nicht-penetrierten Anteil. Danach
folgen die Hautproben des SC, der lebenden Epidermis, Dermis und das iibrige Hautstiick
Stumpf. Schnitte der lebenden Epidermis, Dermis und Stumpf sind auch als lebende
Hautschichten zusammengefasst. Das Hautstiick liegt im Penetrationsversuch auf einer
Gaze, deren Peptidgehalt jedoch nicht in allen Versuchen bestimmt wurde. Darunter
befindet sich der Akzeptor. In Gaze und Akzeptor wurde der permeierte Peptidanteil

nachgewiesen.

Profile der Penetrationsversuche, bei denen das Peptid direkt mittels LC-MS in den Proben
quantifiziert wurde (LPA, LPBG, LPT), zeigen den absoluten Peptidanteil. Fiir Versuche mit
radioaktivem Peptidmaterial (GEKG, Pal-GEKG; PKEK und Pal-PKEK) ist der relative
Peptidanteil bezogen auf die mittlere WFR des Versuchs in den Penetrationsprofilen
abgebildet. Dies ist moglich, da alle Medien (Tupfer, Haut inklusive Stumpf, Gaze und
Akzeptormedium), die mit dem Analyten in Kontakt kommen, analysiert werden. Grund fiir
dieses Vorgehen ist, dass in Versuchen mit radioaktivem Material in vorangegangenen
Studien der Abteilung Experimentelle Dermatologie (Universitdtsklinik und Poliklinik fiir
Dermatologie und Venerologie, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg) schwankende
WFR beobachtet wurden. Eine eindeutige Ursache fiir diese Schwankungen konnte nicht
aufgedeckt werden. Moglicherweise wird die Reaktion der Szintillatoren durch
Matrixbestandteile beeinflusst. Auch durch das experimentelle Vorgehen konnen
Schwankungen der WFR entstehen. So wurde die Eichgerade mit einer Mischung aus 2,5-
Diphenyloxazol (PPO) und 1,4-bis-2-(5-Phenyloxazolyl)-benzen (POPOP) als Szintillator
erstellt (siehe 7.1.2. Flissigkeitsszintillationsmessung, Seite 94). Fiir die wassrige
Akzeptorlosung sowie den Gazeextrakt wurde jedoch Hionic-Fluor als Szintillator
verwendet (siehe 7.5.1. Penetrationsuntersuchungen mit radioaktiv markiertem
Peptidmaterial, Seite 102). Die Darstellung der Ergebnisse als relative Anteile soll eine

Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahrleisten.

Die statistische Auswertung relativer Daten ist nicht {blich. Anhand der geringen
Versuchszahl (n=3) kann zudem nicht belegt werden, ob die Daten normalverteilt sind.
Dennoch werden die erhaltenen Daten mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way
ANOVA) statistisch ausgewertet und zum Vergleich der Dunnett’s Test als Post-Hoc Analyse
durchgefiihrt (siehe 7.6. Auswertung und Statistik, Seite 104). Dies soll verdeutlichen, ob

Unterschiede zwischen den Versuchszeiten und Formulierungen statistisch relevant sind.
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Weiterhin ist jeweils ein Tiefenprofil dargestellt, in dem die absolute Peptidmenge pro
Volumen der Hautschnitte in uM gegen die Hauttiefe aufgetragen ist und das die jeweilige
Schichtdicke der Hautprobe einbezieht.

5.1. Untersuchung der Penetration aus Standardvehikeln

Als Standardvehikel fiir die Peptide GEKG, PKEK, Pal-GEKG und Pal-PKEK wurde eine O/W-
Emulsion verwendet, die von der Evonik Industries AG entwickelt wurde. Die
Zusammensetzung ist in Tabelle 29 (Formulierung 1, Seite 137) angegeben. Fiir die
Tripeptide LPA, LPBG und LPT wurde die BC als Standardvehikel eingesetzt.

5.1.1. GEKG
5000 ppm GEKG in O/W-Emulsion
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Abbildung 27: (A) Penetrationsergebnisse von GEKG aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm
Peptidgehalt als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga)
und Akzeptormedium (Ak); MW * SD; n = 3 fiir Tu, SC, Ga, Ak; n =9 fiir LH, EP, DR, Stu und (B) das
dazugehorige Tiefenprofil (TP) ohne SC; MW £SD; n=9; *p <0,01; #p <0,05 fiir Unterschiede
zwischen den Versuchszeiten, TP: 130 min vs. 300 min, 2100 min vs. 300 min

In Abbildung 27A ist das Penetrationsprofil von GEKG nach Applikation der O/W-Emulsion
dargestellt. Es wird deutlich, dass zu allen Versuchszeiten der iberwiegende Teil (>84 %)
des GEKG nicht in die Haut penetrierte. Ein relativer Anteil von ca. 9,4 % war in der Lage,
aus der Standardcreme in das SC einzudringen. In den lebenden Hautschichten wurde eine
relative Peptidmenge von 0,8-3,4 % nachgewiesen. Der permeierte Peptidanteil in Gaze und
Akzeptor betrug in der Summe zwischen 2% und 3 %. Die einzelne Darstellung der
Ergebnisse fiir Epidermis, Dermis und Stumpf zeigen, wie die Summe der lebenden
Hautschichten, tendenziell einen Anstieg des relativen Peptidanteils bei ldngeren
Versuchszeiten. Die grofieren Peptidanteile in der Dermis und im Stumpf lassen sich mit der

grofieren Dicke dieser Hautproben erklaren.
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Das Tiefenprofil in Abbildung 27B verdeutlicht, dass die GEKG-Konzentration in der Haut
zwischen 1 pM und 25 pM betrug. Im Zielkompartiment Dermis lag die Peptidkonzentration
unter 14 uM wund ldngere Versuchszeiten resultierten tendenziell in hdheren
Peptidkonzentrationen. In den Schnitten der lebenden Epidermis nahm die Konzentration

mit zunehmender Tiefe ab, in der Dermis lag GEKG iiberwiegend gleichmaf3ig verteilt vor.

Die relativen Peptidanteile und auch die Peptidkonzentrationen in den lebenden
Hautschichten weisen zum Teil erhebliche Standardabweichungen auf
(Variationskoeffizient VK > 100 %). Dies liegt darin begriindet, dass die menschliche Haut
eine sehr heterogene Oberflichenbeschaffenheit aufweist. Hautanhangsgebilde, wie
Haarfollikel, Talk- und Schweifddriisen sind ungleichmafdig verteilt. Zudem wird zur
Konzentrationsbestimmung in den verschiedenen Hautschichten nur ein sehr kleines
Hautstick mit einem Durchmesser von 0,6 cm entnommen. Befindet sich innerhalb dieser
Stanze eine Hautpore, ist die Penetration und Permeation in diesem Bereich begiinstigt.
Somit wird in dieser Probe mehr Peptid in tieferen Hautschichten nachzuweisen sein als in
den iibrigen analysierten Stanzen. Dennoch lassen sich aus den erhaltenen Ergebnissen
Erkenntnisse liber das Penetrationsvermogen von GEKG ableiten. Wiederholt wurde
beschrieben, dass in vivo und in vitro Daten gut korrelieren [310, 312, 326-329].
Schlussfolgerungen auf absolute Konzentrationen im Zielkompartiment Dermis bei in vivo

Anwendung sind jedoch nicht moglich.

Aus der Literatur ist bekannt, dass hydrophile Peptide bei Applikation von Standardvehikeln
(Losung, Emulsionen, Gel) haufig in geringem Ausmafd oder gar nicht in der Lage sind, in
intakte Haut zu penetrieren bzw. durch diese zu permeieren [14, 63, 83, 97]. Obwohl nur
wenig GEKG das Zielkompartiment Dermis erreichte, konnte es aufgrund seiner Potenz
trotzdem biologische Effekte erzielen. Darauf lassen geringe Einsatzkonzentrationen in in
vivo (10-100 ppm) und in vitro Studien (1-10 ppm) schliefen [163, 175, 179]. Trotzdem
ware eine Optimierung des Penetrationsverhaltens wiinschenswert, da so die Konzentration

im kosmetischen Produkt und damit Kosten reduziert werden kénnten.

GEKG besitzt aus Mangel an chromophoren Gruppen ein schlechtes Absorptionsvermdégen,
sodass bei der Quantifizierung mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit UV-
Detektion (HPLC-UV) sehr hohe Bestimmungsgrenzen (LOQ) von 1,0 pg/mL und 2,0 pg/mL
erhalten wurden (siehe 7.1.1. Chromatographische Methoden (LC-MS und HPLC-UV), Seite
94). Proben aus Penetrationsversuchen, in denen geringe Peptidkonzentrationen erwartet
werden, sind damit nicht analysierbar. Eine massenspektroskopische Detektion (LC-MS)
war nicht moglich, da GEKG nicht ausreichend gut ionisierte. Daher wurde radioaktiv
markiertes GEKG eingesetzt und mittels Fliissigkeitsszintillationsmessung quantifiziert. Da
GEKG in Gegenwart von Hautbestandteilen instabil ist (siehe 3.4.1. Stabilitit von GEKG,
Palmitoyl-GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite 21), wurde bei ldngeren Versuchszeiten

neben dem intakten Peptid auch der radioaktiv markierte Metabolit miterfasst.
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Die mittleren WFR der Versuche lagen in einem vergleichbaren Bereich zwischen 78 und
81 % (siehe Tabelle 35, Seite 142 in Anhang F: Ubersicht iiber die Penetrationsdaten).

5.1.2. PKEK
5000 ppm PKEK in O/W-Emulsion
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Abbildung 28: (A) Penetrationsergebnisse von PKEK aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm
Peptidgehalt als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH =Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)) und
Akzeptormedium (Ak); MW £ SD; n=3 fiir Tu, SC, Ak; n=9 fiir LH, EP, DR, Stu und (B) das
dazugehorige Tiefenprofil (TP) ohne SC; MW £SD; n=9; *p <0,01; #p <0,05 fiir Unterschiede
zwischen den Versuchszeiten, TP: 130 min vs. 100 min, 230 min vs. 300 min, 3100 min vs. 300 min

Das Penetrationsprofil fiir PKEK nach Anwendung der O/W-Emulsion mit einem
Peptidgehalt von 5000 ppm in Abbildung 28A zeigt, dass dieses Peptid bereits nach kurzer
Versuchszeit von 30 Minuten zu 18 % in das SC penetrierte. Mit steigender Versuchszeit
stieg die Peptidmenge in der Hornschicht weiter auf bis zu 37 % nach 300 Minuten an. Der
grofdte Peptidanteil (42-60 %) wurde zu allen Versuchszeiten auf der Hautoberflache
wiedergefunden. In den lebenden Hautschichten betrug der Peptidanteil weniger als 5 %. Im
Akzeptor war zu allen Versuchszeiten PKEK nachweisbar, wobei nach 30 Minuten mit 35 %
der grofdte Anteil detektiert wurde. Dieser Wert unterlag allerdings grofen Schwankungen
(VK: 65 %) und korreliert mit einem geringeren, ebenfalls stark schwankendem Peptidanteil
im Tupfer (VK: 32 %). Wie bereits fir GEKG diskutiert, konnte dies auf ein erhohtes
Vorkommen von Poren auf den Hautstiicken zurickzufiihren sein, die eine verstarkte
transglanduldre und transfollikuldre Penetration bewirken. Eine weitere Moglichkeit ist,
dass bei einzelnen Versuchen Anteile der Formulierung aufgrund von Kapillarkraften iiber
die Filtergaze, auf der die Haut lag, direkt in den Akzeptor gezogen wurde. Die gesonderte
Darstellung von Epidermis, Dermis und Stumpf in Abbildung 28A sowie das Tiefenprofil
(Abbildung 28B) zeigen, dass bei ldngeren Versuchszeiten die Peptidmenge in der lebenden

Epidermis tendenziell zunahm. Dies konnte fiir die tieferen Hautschichten nicht beobachtet
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werden. In der Grenzregion zwischen lebender Epidermis und Dermis, die das

Zielkompartiment fiir PKEK darstellt, lag die Peptidkonzentration zwischen 11 und 77 pM.

PKEK war im Vergleich zu GEKG besser in der Lage in die Haut zu penetrieren.
Moglicherweise liegt dies an der geringer ausgepriagten Hydrophilie, die sich in hoheren
logP- und logD-Werten bemerkbar machte (siehe Kapitel 3.2.3. Kalkulierte Parameter mit
Einfluss auf das Penetrationsverhalten ab Seite 16). Der grofdte Anteil verblieb nach 100 und
300 min jedoch im SC und gelangte nicht in die lebenden Hautschichten. Im seinem

Zielkompartiment erreichte PKEK gegeniiber GEKG eine dreifach hohere Konzentration.

PKEK wurde wie GEKG als radioaktiver Tracer im Penetrationsversuch eingesetzt, da die
HPLC-UV Methode aufgrund der hohen Bestimmungrenze von 20 pg/mL nicht geeignet war,
um Penetrationproben zu analysieren (siehe 7.1.1. Chromatographische Methoden (LC-MS
und HPLC-UV), Seite 94). Da PKEK in Gegenwart von Hautbestandteilen vergleichsweise
stabil ist, entspricht die detektierte Radioaktivitat sehr wahrscheinlich dem intakten Peptid
(siehe 3.4.1. Stabilitat von GEKG, Palmitoyl-GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite 21).

Auffallig war, dass die WFR zwischen den Versuchszeiten stark fluktuierten (30 min:
89+39 %; 100 min: 10118 %, 300 min: 202+25 %) (siehe Tabelle 37, Seite 143 in Anhang
F: Ubersicht iiber die Penetrationsdaten). Mégliche Ursachen dafiir wurden bereits
beleuchtet und konnen im experimentellen Vorgehen (Verwendung verschiedener
Szintillatoren) und der Beeinflussung der Reaktion der Szintillatoren durch Matrixeffekte zu

finden sein.
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Abbildung 29: (A) Penetrationsergebnis von PKEK aus der O/W-Emulsion mit 40 ppm Peptidgehalt
als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende Hautschichten
(LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)) und Akzeptormedium
(Ak); MW * SD; n = 3 fiir Tu, SC, Ak; n = 9 fiir LH, EP, DR, Stu und (B) das dazugehérige Tiefenprofil
ohne SC; MW % SD; *p < 0,01; #p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Versuchszeiten
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Weiterhin wurde die PKEK-haltige O/W-Emulsion mit einem geringeren Peptidanteil von
40 ppm untersucht, um zu sehen, wie sich die Konzentrationsidnderung auf das
Penetrationsvermogen auswirkt. Die Konzentration 40 ppm entspricht auflerdem der in
in vivo Studien verwendeten Konzentration sowie dem empfohlenen Konzentrationsbereich
in kosmetischen Produkten [178, 179, 187].

Das Penetrationsprofil in Abbildung 29A zeigt, dass sich die Ergebnisse fiir 30 und 300 min
Versuchszeit glichen. Mit 74 % beziehungsweise 70 % wurde der grofite relative
Peptidanteil im SC nachgewiesen. Auf der Hautoberfladche waren mit jeweils 16 % relativem
Anteil wenig Peptid verblieben. Rund 2 % beziehungsweise 4 % PKEK permeierten durch
die Haut hindurch und wurden im Akzeptor detektiert. In den lebenden Hautschichten
betrug der relative Peptidanteil 8 % und 10 %. Nach 100 min Versuchszeit war der nicht-
penetrierte Anteil im Tupfer mit 51 % tendenziell hoher als nach 30 und 300 min. Im
Gegenzug war der Anteil im SC und den lebenden Hautschichten tendenziell geringer, wobei
die Werte der Parallelversuche stark voneinander abwichen (VK: 64-75%). Wie bereits
erldutert, konnen hierfiir Poren von Haarfollikel, Talk- und Schweifddriisen verantwortlich

sein.

Dem Tiefenprofil in Abbildung 29B ist zu entnehmen, dass die absolute Peptidkonzentration
mit zunehmender Hauttiefe abnahm, wobei nach der lingsten Versuchszeit von 300 min
tendenziell mehr PKEK in die oberen Hautschichten gelangte. Die PKEK-Konzentration
betrug im Bereich des Zielkompartiments zwischen 0,2 und 0,5 puM, was mit der geringeren

Konzentration des Peptids im Vehikel zu begriinden ist.

Tabelle 14: Ergebnisse des Vergleichs der Penetrationsprofile von 40 ppm PKEK in O/W-Emulsion
und 5000 ppm PKEK in O/W-Emulsion; #p <0,05, *p<0,01 fiir Unterschiede zwischen den
Formulierungen

Tupfer SC Lebende Akzeptor Vitale Dermis Stumpf
Haut Epidermis
30 min n.s. *40 > 5000 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
100 min n.s. n.s. n.s. #40 < 5000 n.s. n.s. n.s.
300 min #40 <5000 #40>5000 #40 > 5000 n.s. n.s. #40 > 5000 n.s.

n.s.: nicht signifikant

Bei der vergleichenden Betrachtung der relativen Peptidanteile in den verschiedenen
Proben nach Anwendung der O/W-Emulsionen mit 5000 ppm beziehungsweise 40 ppm
PKEK (Abbildung 28A und Abbildung 29A) ergeben sich signifikante Unterschiede
tiberwiegend fiir die langste Versuchszeit von 300 min (Tabelle 14). Bei der Formulierung
mit 40 ppm PKEK erreichten grofiere relative Anteile das SC und die Dermis. Der
Peptidanteil in der Epidermis war nur tendenziell erh6ht. Studien von Alvarez-Figueroa et
al., die zeigten, dass die Anwendung einer Methotrexat-haltigen ME mit geringerer
Konzentration zu hoheren Wirkstoffmengen in der Haut fiihrt, bestitigen diese Beobachtung

[330]. Bei der Formulierung mit 5000 ppm Peptid war der Anteil grofer, der auf der
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Hautoberflache verblieben ist. Auch der in den Akzeptor permeierte Peptidanteil war bei
dieser Formulierung grofier (bei 100 min signifikant). Moglicherweise besitzt das SC nur
eine begrenzte Kapazitat fiir das hydrophile PKEK. Deshalb konnte aus der hoher
konzentrierten Formulierung prozentual gesehen weniger Peptid in die Haut penetrieren
und der penetrierte Anteil ging bevorzugt in den Akzeptor iiber. Dennoch fiihrte die hohere
thermodynamische Aktivitit von PKEK und der damit verbundene hohere
Konzentrationsgradient zwischen Vehikel und Haut zu ungefdhr 100-fach hdheren
absoluten Peptidkonzentrationen in der Haut. Dieser Unterschied war aufgrund hoher

Standardabweichungen jedoch nicht signifikant.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Konzentration in der Formulierung durchaus das
Penetrationsvermogen von PKEK beeinflusst. Sie sollte so festgelegt werden, dass mit dem

entsprechenden Vehikel wirksame Konzentrationen im Zielkompartiment erreicht werden.

Die mittleren WFR in den Versuchen mit 40 ppm PKEK in der Formulierung war mit 55-
66 % geringer als im Versuch mit 5000 ppm (siehe Tabelle 39, Seite 144). Die
Schwankungen zwischen den Versuchszeiten waren vergleichsweise gering. Der Versuch
mit 40 ppm erfolgte etwa 1 Jahr nach dem Versuch mit 5000 ppm Peptidgehalt in der
Creme. Einen Aktivititsverlust des radioaktiven Materials durch die Lagerung ist daher
durchaus moglich. Allerdings wird fiir jeden Versuch eine Kalibrierung durchgefiihrt, sodass
dies nicht die Ursache fiir die geringere WFR darstellen sollte. Weitere Ursachen

(Verwendung verschiedener Szintillatoren, Matrixeffekte) wurden bereits erlautert.
5.1.3.LPA, LPBG und LPT

Die Penetrationsversuche mit den Tripeptiden LPA, LPBG und LPT unterschieden sich von
den anderen durch die fiir die Quantifizierung verwendete Methode (LC-MS), das
Schnittschema zur Gewinnung der Hautproben, sowie die Anzahl der Versuche und
Versuchszeiten. Flir LPA, LPBG und LPT wurden Einzelversuche (n=1) zu einer Versuchszeit
von 300 min durchgefiihrt. Da eine statistische Auswertung somit nicht moglich ist, haben
die Ergebnisse begrenzte Aussagekraft. Sie liefern einen ersten Ausblick auf das
Penetrationsvermogen von LPA, LPBG und LPT. Fiir zuverldssige Ergebnisse sollten, wie fiir
GEKG, PKEK, Pal-GEKG und Pal-PKEK, Versuche mit Dreifachbestimmung durchgefiihrt
werden. Die SC-Probe wurde durch einen 10 pm-Schnitt gewonnen und nicht durch
Klebestreifenabrisse. Da die Dicke der Probe bekannt ist, ist eine Darstellung im Tiefenprofil

moglich.

Abbildung 30 zeigt die Penetrationsergebnisse von LPA, LPBG und LPT nach Applikation der
BC mit einem Peptidgehalt von jeweils 1,0 %. Bei den Hautproben sind jeweils die
Mittelwerte und die Standardabweichungen der Peptidanteile aus den drei Stanzen des

einen Hautstiickes aus dem Einzelversuch dargestellt.
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Abbildung 30: (A) Penetrationsergebnis von LPA, LPBG und LPT aus der BC mit 1,0 % Peptidgehalt
als Anteil der applizierten Dosis in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga)
und Akzeptormedium (Ak); MW * SD; n = 1 fiir Tu, Ga, AK; n = 3 fiir SC, LH, EP, DR, Stu und (B) die
dazugehorigen Tiefenprofile mit SC; MW * SD; n = 3 nach einer Versuchszeit von 300 min

Deutlich ist zu erkennen, dass sich die Peptide trotz dhnlicher Struktur in ihrem
Penetrationsverhalten unterschieden. Der grofite Teil von LPA (31 %) verblieb auf der
Hautoberflache und wurde im Tupfer wiedergefunden. In die verschiedenen Hautschichten
SC, Epidermis, sowie die obere Dermis gelangte nur wenig Peptid (<0,7 %). In tieferen
Hautschichten (DR4-5 und Stumpf) war kein LPA mehr nachweisbar (Messwerte <L.OD oder
0) und im Gazeextrakt lag die Konzentration unter der LOQ (ca. 0,04 % der applizierten

Dosis). Im Akzeptor konnte auch nach Aufkonzentrierung kein LPA detektiert werden.

LPBG penetrierte nach Anwendung der BC besser in obere Hautschichten als LPA. 16 %
waren in der Hornschicht nachweisbar und 3,3 % in der Dermis. Trotzdem verblieb der
grofdte Peptidanteil mit 25 % wieder auf der Hautoberfliche. Im untersten Schnitt der
Dermis (DR5), sowie Stumpf und Gaze lag die LPBG-Konzentration in den Proben teilweise
unterhalb der LOQ und im aufkonzentrierten Akzeptor war das Peptid nicht detektierbar.
Bei LPT wurden vergleichbare Peptidmengen (25 und 24 %) im Tupfer und im SC
wiedergefunden. 8,5 % penetrierten in die vitale Epidermis und 6,4 % wurden in der Dermis
nachgewiesen, sowie 0,3 % im Stumpf. Im Gazeextrakt lag die LPT-Konzentration wiederum

trotz Aufkonzentrierung unterhalb der LOQ und im Akzeptor wurde kein LPT detektiert.

In den Tiefenprofile in Abbildung 30B ist zu erkennen, dass die Peptidkonzentration jeweils
mit zunehmender Hauttiefe abnahm. LPA erreichte die lebenden Hautschichten in
geringstem Ausmaf zwischen 0,14 mM in der vitalen Epidermis und 0,01-0,02 mM in der
oberen Dermis. In tieferen Dermisschnitten (DR4-5) war kein LPA detektierbar, was in der

logarithmischen Skalierung nicht darstellbar ist. Die geringere Masse von LPA wirkte sich
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demnach nicht vorteilhaft auf das Penetrationsvermoégen aus. LPBG erreichte die Haut in
groflerem Ausmafd, was auf seine grofdere Lipophilie zuriickzufithren sein kann. In der
vitalen Epidermis betrug die Konzentration 0,78 mM und in den Dermisschnitten zwischen
0,16 und 0,002 mM (Zielkompartimente). LPT penetrierte am besten in die Haut. In das SC
gelangten 59 mM und in die vitale Epidermis 2,6 mM. In der Dermis betrug die
Konzentration zwischen 0,4 und 0,03 mM. Diese Tendenz ist aufgrund analytischer
Schwierigkeiten, die nachfolgend erlautert werden, jedoch mit Vorbehalt zu betrachten.
Erklarbar ist das bessere Penetrationsverhalten von LPT mit seinen leichten strukturellen
Vorteilen gegeniiber LPA und LPBG. Es besitzt eine geringere polare Oberflache und einen

Wasserstoftbriickendonor weniger.

LPA, LPBG und LPT wurden mittels LC-MS mit den unter 7.1.1. Chromatographische
Methoden (LC-MS und HPLC-UV) (Seite 93) beschriebenen Parametern analysiert. In den
Versuchen mit LPA und LPBG lagen die Konzentrationen vieler Proben (untere
Dermisschnitte und Gaze) unterhalb der LOQ der Methode und eine valide Quantifizierung
war somit nicht méglich. Trotzdem wurden diese Proben mit in die Auswertung einbezogen
und die Konzentration nicht Null gesetzt, um das Ergebnis nicht zu verfidlschen. Bei der
Analyse von LPT in den Dermisproben des Versuchs mit der BC traten in den
Chromatogrammen Doppelpeaks auf. Da die Proben nach einem Analysenlauf mit
Dreifachbestimmung aufgebraucht waren, konnten die Messungen nicht wiederholt werden.
Die Signale wurden daher ausgewertet, indem die Flichen des gesamten Doppelpeaks
bestimmt wurden, auch wenn die so erhaltenen Ergebnisse nicht valide sind. Fiir ein
gesichertes Ergebnis sollte der Versuch wiederholt werden. Zuvor muss der Ursache fiir die
Doppelpeaks weiter auf den Grund gegangen werden. Gegebenenfalls muss die analytische

Methode optimiert werden.

Wahrend der Methodenentwicklung wurden Blindextrakte von Haut und den
Formulierungen zur Sicherstellung der Selektivitit untersucht. Daher kann ausgeschlossen
werden, dass Haut- oder Cremebestandteile fiir die Doppelpeaks verantwortlich waren.
Weitere mogliche Ursachen fiir Doppelpeaks sind Uberladung der Saule, Verschleppung aus
dem vorangegangenen Messlauf, falsche Probeninjektion, Abnahme der Trennleistung der
Sdule oder Kontamination des Laufmittels. Diese konnen jedoch ebenfalls ausgeschlossen
werden, da nicht alle Messungen betroffen waren und Chromatogramme von zwischen den
Dermisproben analysierte Standardléosungen oder Tupferproben keine Doppelpeaks zeigten.
Anhand von Vorversuchen wurde zudem sichergestellt, dass die Methode ein ausreichendes
Elutionsvermogen aufweist und keine Verschleppungseffekte auftreten. Es wurde versucht,
Matrixeffekte auszugleichen, indem zu den Kalibrierlosungen Creme- bzw. Hautextrakte
hinzugegeben wurden. Denkbar ist jedoch, dass LPT mit Hautbestandteilen in
Wechselwirkung trat und deshalb teilweise verzogert eluierte. Da in den Dermisproben der
Hautanteil mit 200 um Schnittdicke grofer ist als beim SC (10 um) oder der Epidermis

(40 um) und zudem ein geringeres Extraktionsvolumen gewdhlt wurde, kam der
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Retentionseffekt erst bei diesen Proben zum Tragen. Durch ein grofieres
Extraktionsvolumen konnte dem Effekt entgegengewirkt werden. Allerdings ware die
Peptidkonzentration in den Proben dann zu gering, um eine zuverldssige Quantifizierung zu
gewdhrleisten Die Verwendung von radioaktiv markiertem LPT ware eine Alternative, um

die Quantifizierung in Hautproben zu ermoglichen.

Die WFR der Versuche waren gering (LPA: 33 %, LPBG: 48 %, LPT: 64 %). Sie korrelierten
nicht vollstandig mit den Ergebnissen des Stabilitdtsversuchs (siehe Seite 23), in dem LPBG
am wenigsten stabil war, gefolgt von LPA. Ubereinstimmend war, dass LPT als stabilstes der
drei Peptide auch die hochste WFR zeigte. Allerdings waren die nach 300 min
wiedergefundenen Peptidanteile im Stabilitatsversuch um 18-44 % grofier als die WFR des
Penetrationsversuchs. Dafiir ist moglicherweise die unterschiedliche Art der Haut
verantwortlich, da in den Stabilititsversuchen ein HHH aus Ohr-, Nabel- und juveniler
Vorhaut verwendet wurde und fiir die Penetrationsversuche Vollhaut vom Oberarm [57,
211]. Weiterhin koénnen die oben beschriebenen analytischen Schwierigkeiten im
Penetrationsversuch zu einer geringeren WFR gefiihrt haben oder auch Verluste durch das

Extraktionsverfahren oder Peptidabbau wahrend der Probenlagerung.

Zusammenfassend kann den Ergebnissen entnommen werden, dass die Peptide LPBG und
LPT nach Anwendung der BC mit je 1 % Peptid trotz ihrer Hydrophilie in der Lage waren,
die Penetrationsbarriere zu iliberwinden. Sie penetrierten sehr gut in die Haut und
erreichten ihr Zielkompartiment in hoher Konzentration. LPA penetrierte nur in sehr
geringem Ausmafd aus der BC in die Haut. In tieferen Hautschnitten war es nicht mehr
nachweisbar. Keines der drei Peptide war im Akzeptormedium nachweisbar. Die
Konzentration in der Gaze lag fiir LPA, LPBG und LPT trotz Aufkonzentrierung der Probe
unterhalb der LOQ, im Stumpf waren sie nicht oder nur in geringem Ausmaf$ nachweisbar.
Dieses Ergebnis ldasst vermuten, dass auch in vivo nur geringe Mengen von LPA, LPBG und
LPT in den Blutkreislauf gelangen. Das Risiko systemischer, unerwiinschter Effekte ist somit

minimal. Um es vollstindig auszuschlief3en, sind klinische Untersuchungen notig.
5.2. Optimierung der Penetration durch chemische Modifizierung der Peptide

Studien von Caccetta et al. und Foldvari et al. zeigten, dass sich eine Lipophilisierung von
Peptiden durch Kopplung an Fettsduren oder kurzkettige Lipoaminosduren positiv auf das
Penetrationsvermogen auswirken kann [44, 45]. Daher wurden N-terminal palmitoylierte

Varianten von GEKG und PKEK in die Untersuchungen einbezogen.
5.2.1. Palmitoyl-GEKG

Dem Penetrationsprofil des N-terminal palmitoylierten GEKG in Abbildung 31A ist zu
entnehmen, dass das Peptid zu allen Versuchszeiten mit tiber 88 % iiberwiegend nicht in die

Haut penetrierte. Zwischen 6 % und 8 % penetrierten in die Hornschicht. Der relative
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Peptidanteil in den lebenden Hautschichten lag unter 1,6 %. Die gesonderte Darstellung der
Ergebnisse fiir Epidermis, Dermis und Stumpf zeigen, dass der penetrierte Peptidanteil in
diesen Schichten zudem stark schwankte (VK: 62-136 %). Dies ist auf die geringen
Peptidanteile in diesen Proben zuriickzufiihren, sowie die bereits erlduterte heterogene
Beschaffenheit der Haut. Eine ldngere Applikationszeit fithrte nicht zu hoheren
Peptidkonzentrationen in der Haut. Auch das Tiefenprofil in Abbildung 31B bestitigt dies.
Zu allen Versuchszeiten war die Peptidkonzentration in der Haut gering. Im
Zielkompartiment Dermis betrug sie zwischen 12 uM und 0,8 pM. Mit zunehmender
Hauttiefe nahm die Konzentration ab. Trotz der sehr geringen Peptidanteile in der Haut
wurden bis zu 3 % Pal-GEKG auch im Akzeptor wiedergefunden (Abbildung 31A). Allerdings
konnte dies zum Teil auf Kapillarkrdfte zuriickzufiihren sein, die geringe Anteile der

Formulierung liber die Gaze, auf der die Haut lag, direkt in den Akzeptor gezogen haben.

5000 ppm Pal-GEKG in O/W-Emulsion
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Abbildung 31: (A) Penetrationsergebnis von Pal-GEKG aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm
Peptidgehalt als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)) und
Akzeptormedium (Ak); MW £ SD; n=3 fiir Tu, SC, Ak; n=9 fiir LH, EP, DR, Stu und (B) das
dazugehorige Tiefenprofil (TP) ohne SC; MW * SD; *p < 0,01; #p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen
den Versuchszeiten, TP: 130 min vs. 100 min

Die mittleren WFR der Versuche lagen in einem vergleichbaren Bereich zwischen 157 %
und 169 %. Moglicherweise war die Konzentration der radioaktiven Gebrauchslésung durch
Verdunstung des Losungsmittels Ethanol hoher als vom Hersteller angegeben, sodass Werte
tiber 100 % resultierten (siehe Tabelle 28: Eigenschaften des radioaktiven Materials, Seite
136 im Anhang).

Die Gegentiberstellung der Ergebnisse des unmodifizierten GEKG und des palmitoylierten
Peptids in Abbildung 32 zeigt, dass die N-terminale Palmitoylierung das
Penetrationsverhalten des Peptids kaum beeinflusste. Beide Peptide waren nur schlecht in

der Lage aus der O/W-Emulsion in die Haut zu penetrieren, sodass zu allen Versuchszeiten
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vergleichbare relative Peptidanteile von 87-90 % auf der Hautoberflache verblieben. Im SC
und den lebenden Hautschichten wurde tendenziell mehr GEKG nachgewiesen. Die
permeierten Anteile waren zu allen Versuchszeiten bei Pal-GEKG grofder. Diese waren
allerdings von hohen Standardabweichungen begleitet und konnten auf bereits
beschriebene Kapillareffekte der Gaze zuriickzufiihren sein. Die vergleichende Betrachtung
der Tiefenprofile zeigt, dass die Peptidkonzentrationen in der Haut trotz des hohen
Peptidgehalts im Vehikel von 0,5 % bei beiden Peptidspezies nur im mikromolaren Bereich
lagen (Abbildung 33). Obwohl die Werte stark fluktuierten, wurde nach 300 Minuten

signifikant mehr GEKG im Zielkompartiment Dermis nachgewiesen.

Vergleich: GEKG und Pal-GEKG in O/W-Emulsion
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Abbildung 32: Vergleich der Penetrationsergebnisse von GEKG und Pal-GEKG aus der O/W-
Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativer Anteil in den untersuchten Proben; MW # SD;
n = 3 fiir Tupfer, SC und Akzeptor; n = 9 fiir lebende Hautschichten (Summe aus vitaler Epidermis,
Dermis und Stumpf), Epidermis, Dermis, Stumpf; #p < 0,05 fiir GEKG vs. Pal-GEKG
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Abbildung 33: Vergleich der Tiefenprofile ohne SC von GEKG und Pal-GEKG aus der O/W-Emulsion
mit 5000 ppm Peptidgehalt; MW * SD; n = 9; #p < 0,05 fiir GEKG vs. Pal-GEKG
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Es stellt sich die Frage, wieso Pal-GEKG trotz hoherer Lipophilie nicht besser in die Haut
penetrierte als GEKG. Ein moglicher Grund fiir das schlechte Penetrationsvermoégen von Pal-
GEKG konnte die grofdere Molekiilgrofie sein. Der amphiphile Charakter des Molekiils
konnte zudem zu stirkeren Wechselwirkungen mit dem Vehikel gefiihrt haben.
Beispielsweise ist eine Einlagerung in emulgatorreiche Grenzflaichen denkbar, wodurch die
Freisetzung behindert wird. Eine Modifizierung der O/W-Emulsion wire notig, um die

Liberation des amphiphilen Pal-GEKG zu ermdéglichen.

Weiterhin ist zu bedenken, dass im Penetrationsversuch radioaktiv markiertes Pal-GEKG
verwendet wurde (siehe Tabelle 28 im Anhang, Seite 136). Pal-GEKG erwies sich zudem als
instabil (siehe 3.4.1. Stabilitdt von GEKG, Palmitoyl-GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite
21). Im vorliegenden Penetrationsexperiment wurde mit zunehmender Inkubationszeit
nicht das intakte Pal-GEKG detektiert, sondern der radioaktiv markierte Metabolit. Es wire
durchaus moglich, dass GEKG als Metabolit von Pal-GEKG in die Haut penetrierte. Dies ist
analytisch nicht erfassbar, weil die Fettsdurekette im Molekil radioaktiv markiert ist und
diese womoglich abgespalten wurde. Wiirde radioaktives Material mit Markierung
innerhalb der Peptidsequenz zum Einsatz kommen, wire dies darstellbar. Allerdings ist dies
erheblich teurer und konnte daher nicht verwendet werden. Um zu sehen, in welchem
Ausmaf$ das intakte Pal-GEKG penetriert, konnte dieses im Penetrationsversuch mit LC-MS
quantifiziert werden (siehe 7.1.1. Chromatographische Methoden (LC-MS und HPLC-UV),
Seite 92). Die LOQ von 0,1 pg/mL wdire ausreichend klein, um eine Quantifizierung
penetrierter Anteile in Hautproben zu gewahrleisten. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der
Ergebnisse mit denen von GEKG wurde Pal-GEKG im Rahmen der vorliegenden Arbeit

jedoch ebenfalls radioaktiv markiert
5.2.2. Palmitoyl-PKEK

In Abbildung 34A ist das Penetrationsprofil von Pal-PKEK dargestellt. Es war nur in
geringem Ausmafd in der Lage, in die lebenden Hautschichten zu penetrieren, sodass der
relative Peptidanteil darin maximal 1,0 % betrug. Im Penetrationsprofil ist weiterhin zu
sehen, dass zu allen Versuchszeiten mehr als 85 % des Peptids auf der Hautoberflache
verblieben ist, wobei der Anteil bei ldngerer Versuchszeit etwas abnahm. In SC und
Akzeptor wurden die hochsten Peptidanteile nach 300 min wiedergefunden. Sie betrugen
12 % im SC und 2,4 % im Akzeptor. Die gesonderte Darstellung von vitaler Epidermis und
Dermis in Abbildung 34A zeigt, dass sich die relativen Peptidanteile in diesen Hautschichten
kaum unterschieden. Damit zeigte Pal-PKEK ein zu Pal-GEKG vergleichbares
Penetrationsverhalten. Im Gegensatz zu Pal-GEKG erwies sich Pal-PKEK im
Stabilitatsversuch als vergleichsweise stabil (siehe 3.4.1. Stabilitit von GEKG, Palmitoyl-
GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite 21), sodass die detektierte Radioaktivitit

tiberwiegend auf das intakte Peptid zuriickzufiihren ist.
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5000 ppm Pal-PKEK in O/W-Emulsion
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Abbildung 34: (A) Penetrationsergebnisse von Pal-PKEK aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm
Peptidgehalt als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH =Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)) und
Akzeptormedium (Ak); MW £ SD; n=3 fiir Tu, SC, Ak; n=9 fiir LH, EP, DR, Stu und (B) das
dazugehorige Tiefenprofil (TP) ohne SC; MW £SD; n=9; *p <0,01; #p <0,05 fiir Unterschiede
zwischen den Versuchszeiten, TP: 130 min vs. 100 min, 2100 min vs. 300 min

Die absoluten Peptidkonzentrationen, die im Tiefenprofil in Abbildung 34B dargestellt sind,
waren nach 100 min kleiner als nach 30 min und 300 min, sodass ein zeitlicher
Zusammenhang nicht ableitbar ist. Die Peptidkonzentration nahm mit zunehmender

Hauttiefe jeweils ab und betrug im Zielkompartiment zwischen 1 und 5 uM.

Die mittlere WFR des 100 min-Versuchs betrug 79 %. Fiir die Versuche mit 30 min und
300 min Inkubationszeit war diese mit 137 % und 121 % hoher (siehe Tabelle 44, Seite 146
in Anhang F: Ubersicht iiber die Penetrationsdaten). Moglicherweise liegt dies daran, dass
diese beiden Versuche an einem anderen Tag durchgefiihrt wurden, als der 100 min-
Versuch. Wie bereits diskutiert, konnte Verdunstung des Losungsmittels Ethanol zu einer
hoheren Konzentration der radioaktiven Gebrauchslésung gefiihrt haben, sodass Werte

tiber 100 % resultierten.

Die vergleichende Darstellung der Ergebnisse fiir PKEK und Pal-PKEK in Abbildung 35 und
Abbildung 36 zeigt, dass PKEK besser in der Lage ist, in die Haut zu penetrieren und in den
Akzeptor zu permeieren. Folglich wurde in der vitalen Epidermis und in der Dermis mehr
PKEK wiedergefunden. Der Unterschied war fiir 100 min und 300 min Versuchszeit
signifikant. Pal-PKEK verblieb indessen zu allen Versuchszeiten vermehrt auf der
Hautoberflaiche. Wie bereits fiir Pal-GEKG diskutiert, konnte hierfiir die grofiere
Molekiilgrof3e oder eine schlechtere Liberation aus der O/W-Emulsion verantwortlich sein.
Eine Optimierung der O/W-Emulsion wéire notig, um eine bessere Freisetzung des

amphiphilen Pal-PKEK zu ermoglichen.
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Vergleich: PKEK und Pal-PKEK in O/W-Emulsion
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Abbildung 35: Vergleich der Penetrationsergebnisse von PKEK und Pal-PKEK aus der O/W-
Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativer Anteil in den untersuchten Proben; MW # SD;
n = 3 fiir Tupfer, SC und Akzeptor; n = 9 fiir lebende Hautschichten (Summe aus vitaler Epidermis,
Dermis und Stumpf), Epidermis, Dermis, Stumpf; *p < 0,01; #p < 0,05 fiir PKEK vs. Pal-PKEK

Vergleich: PKEK und Pal-PKEK in O/W-Emulsion

B PKEK MW Pal-PKEK

30 min 100 min 300 min
= 1000 -3 1000 -3
3 E E
S 100 - 100 -
© 14 3
€ 10 ooy 10 -
(0] 3 3d
N 3 3
c - -
2 1 1+
o 3
§ 0,1 0.1
0 100200500 1000 1500 0 100200500 1000 1500 0 100200500 1000 1500

Hauttiefe [um]

Abbildung 36: Vergleich der Tiefenprofile von PKEK und Pal-PKEK aus der O/W-Emulsion mit
5000 ppm Peptidgehalt als relativer Anteil in den untersuchten Proben; MW * SD; n = 9; *p < 0,01,
#p < 0,05 fiir PKEK vs. Pal-PKEK

5.3. Optimierung der Penetration durch den Einsatz von Mikroemulsionen

5.3.1. GEKG

Abbildung 37A zeigt das Penetrationsprofil von GEKG nach Anwendung der ME1 mit 10 %
hydrophiler Phase, 25% Emulgator und 65% Ol. Mit zunehmender Versuchszeit
penetrierte GEKG starker in die Haut, sodass sich der relative Anteil im Tupfer von 52 %

nach 30 min auf 15 % nach 300 min verringerte. GEKG verblieb jedoch nicht ausschlief3lich
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in der Haut, sondern permeierte in zunehmendem Ausmafi in die darunterliegenden
Kompartimente Gaze (12-17 %) und Akzeptor (17-49 %).

5000 ppm GEKG in ME1
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Abbildung 37: (A) Penetrationsergebnisse von GEKG aus der ME1 mit 5000 ppm Peptidgehalt als
relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende Hautschichten (LH = Summe
aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga) und Akzeptormedium (AKk);
MW #* SD; n = 3 fiir Tu, SC, Ga, Ak; n =9 fiir LH, EP, DR, Stu und (B) das dazugehorige Tiefenprofil
(TP) ohne SC; MW * SD; n=9; *p <0,01; #p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Versuchszeiten,
TP: 130 min vs. 300 min, 2100 min vs. 300 min

Die einzelne Darstellung der Ergebnisse fiir Epidermis, Dermis und Stumpf in
Abbildung 37A  verdeutlicht, die in Abbildung 37B, die

Peptidkonzentration im Zielkompartiment tendenziell bei ldangeren Versuchszeiten zunahm.

wie Tiefenprofile dass

Nach 300 min wurden Konzentrationen von bis zu 17 uM erreicht. In den oberen
Hautschichten (Epidermis und obere Dermis) nahm die Peptidkonzentration mit
zunehmender Tiefe tendenziell ab. Ab 100 um Hauttiefe war das Peptid jeweils nahezu

gleichmafdig in der Dermis verteilt.

Griinde fiir die teilweise starken fluktuierenden Peptidanteile und -konzentrationen in den
Schnitten der Haut wurden bereits erlautert. Die mittleren WFR der Versuche waren mit
73 % (30 min), 82 % (100 min) und 79 % (300 min) vergleichbar und lagen in einem
dhnlichen Bereich, wie im Versuch von GEKG in der O/W-Emulsion (78-81 %). Analog zu
diesem Versuch wurde bei lidngeren Versuchszeiten neben dem intakten Peptid auch der
Metabolit miterfasst, der die radioaktive Markierung tragt, da GEKG in Gegenwart von
Hautbestandteilen instabil ist (siehe 3.4.1. Stabilitit von GEKG, Palmitoyl-GEKG, PKEK und
Palmitoyl-PKEK, Seite 21).

Bei vergleichender Betrachtung der Penetrationsergebnisse (relativer Anteil) von GEKG in
0/W-Emulsion und ME1 (Abbildung 38), sind die signifikanten Unterschiede in Tupfer,

lebenden Hautschichten (Summe aus Epidermis, Dermis und Stumpf), Gaze und Akzeptor
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auffallig. Nach Applikation der Standardcreme verblieb der iiberwiegende Peptidanteil auf
der Hautoberfliche und wurde somit im Tupfer nachgewiesen. Dementsprechend gering
war der GEKG-Anteil in der Haut, sowie Gaze und Akzeptor. Aus der ME1 penetrierte und
permeierte GEKG hingegen sehr gut in und durch die Haut. Daraus resultieren zu allen
Versuchszeiten geringere relative Peptidanteile im Tupfer und iiberwiegend héhere Anteile
in den librigen Proben. Der Vergleich der Tiefenprofile in Abbildung 39 zeigt, dass auch die
absoluten GEKG-Konzentrationen in den verschiedenen Schnitten der Haut nach
Applikation der ME1 grofler waren. Nach der ldngsten Versuchszeit glichen sich die

Konzentrationen einander an.

Vergleich: O/W-Emulsion und ME1 mit 5000 ppm GEKG
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Abbildung 38: Vergleich der Penetrationsergebnisse von der O0/W-Emulsion und der ME1 mit je
5000 ppm GEKG als relativer Anteil in den untersuchten Proben; MW % SD; n = 3 fiir Tupfer, SC,
Gaze und Akzeptor; n =9 fiir lebende Hautschichten (Summe aus vitaler Epidermis, Dermis und
Stumpf), Epidermis, Dermis, Stumpf; *p < 0,01; #p < 0,05 fiir 0/W-Emulsion vs. ME
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Abbildung 39: Vergleich Tiefenprofile ohne SC von der O/W-Emulsion und der ME1 mit je
5000 ppm GEKG; MW +*SD; n=9; * p< 0,01, #p < 0,05 fiir 0/W-Emulsion vs. ME1
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Die ME1 ist demzufolge besser geeignet, um GEKG schnell zu seinem Zielkompartiment
Dermis zu transportieren. Dieses Ergebnis war aufgrund der bekannten
penetrationsféordernden Eigenschaften von ME zu erwarten. Auch das hydrophile Peptid
Desmopressin gelangte mit Hilfe einer W/O-ME bestehend aus 5% Wasser, 20 %
Emulgatorgemisch (PEG-20-glycerylmonooleat/Sorbitanmonooleat 3:2) und 75 % IPP
besser in tiefere Schichten der Haut und das Akzeptormedium als mit einer Creme [101].
Essentiell ist jedoch die richtige Auswahl des Systems. Der Einsatz einer O/W-ME zeigte im
Vergleich zu einem Hydrodispersionsgel beispielsweise keinen Vorteil fiir die dermale

Verfiligbarkeit des hydrophilen N-acetyl-L-Carnosins [63].

Die hohen Akzeptorkonzentrationen lassen vermuten, dass GEKG in vivo in der Lage ist,
durch die Haut zu permeieren und so in den Blutkreislauf zu gelangen. Systemische Effekte
sind dennoch nicht zu erwarten, da GEKG aus proteinogen Aminosduren besteht und im Blut
wahrscheinlich schnell durch Aminopeptidasen abgebaut wird. Dies wurde fiir das ebenfalls

kosmetisch genutzte Peptid Glycyl-L-histidyl-L-Lysin (GHK) nachgewiesen [331].

5.3.2. PKEK
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Abbildung 40: (A) Penetrationsergebnisse von PKEK aus der ME1 mit 5000 ppm Peptidgehalt als
relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende Hautschichten (LH = Summe
aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)) und Akzeptormedium (Ak); MW # SD;
n = 3 fiir Tu, SC, Ak; n =9 fiir LH, EP, DR, Stu und (B) das dazugehérige Tiefenprofil (TP) ohne SC;
MW +SD; n =9, *p < 0,01; #p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, TP: 130 min vs.
100 min, 230 min vs. 300 min, 3100 min vs. 300 min

Die Penetrationsergebnisse von PKEK in der ME1 in Abbildung 40A zeigen, dass das Peptid
bereit nach kurzer Applikationszeit von 30 min in die Haut penetrieren konnte und auch das
Akzeptorkompartiment erreichte. Der nicht penetrierte Anteil war nach 30 min mit ca. 48 %
am grofdten, wobei dieser Wert stark fluktuierte (VK: 61 %). Bei ldngeren Versuchszeiten
von 100 min und 300 min permeierte PKEK verstirkt durch die Haut in den Akzeptor,

sodass dort bis 82 % relativer Peptidanteil nachgewiesen wurde. Der Peptidanteil in den
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lebenden Hautschichten war demgegenliber mit maximal 3,7% nach 300 min
vergleichsweise gering. Das Tiefenprofil (Abbildung 40B) verdeutlicht, dass die PKEK-
Konzentrationen in den lebenden Hautschichten mit zunehmender Versuchszeit zunahmen
und mit zunehmender Hauttiefe abnahmen. Im Zielkompartiment wurden 9-45 pM PKEK
detektiert.

PKEK erwies sich im Stabilititsversuch in Gegenwart von Hautbestandteilen als
vergleichsweise stabil (siehe 3.4.1. Stabilitit von GEKG, Palmitoyl-GEKG, PKEK und
Palmitoyl-PKEK, Seite 21). Daher entspricht die detektierte Radioaktivitit sehr
wahrscheinlich dem intakten Peptid. Stark fluktuierende PKEK-Anteile in Tupfer und
Akzeptor traten auch im 30 min-Versuch mit der O/W-Emulsion mit 5000 ppm PKEK-Gehalt
auf. Wie bereits an anderer Stelle erortert, konnte ein erhohtes Vorkommen von Poren auf
den Hautstlicken oder das Auftreten von Kapillarkraften, die Anteile der Formulierung iiber

die Gaze direkt in den Akzeptor ziehen, fiir die erh6hte Permeation verantwortlich sein.

Die WFR der Versuche schwankten stark und betrugen 85+50 % (30 min), 178+29 %
(100 min) und 164+31 % (300 min) (siehe Tabelle 48, Seite 148 in Anhang F: Ubersicht
liber die Penetrationsdaten). Gleiches wurde im Versuch von PKEK in der O/W-Emulsion
mit 5000 ppm Peptidgehalt beobachtet. Mogliche Ursachen, beispielweise die Verwendung
verschiedener Szintillatoren oder Matrixeffekte wurden erortert. Durch Darstellung der
Ergebnisse als relative Anteile bezogen auf die WFR, sollte ein Vergleich der Ergebnisse

dennoch gegeben sein.

Vergleich: O/W-Emulsion und ME1 mit 5000 ppm PKEK
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Abbildung 41: Vergleich der Penetrationsergebnisse von der O/W-Emulsion und der ME1 mit je
5000 ppm PKEK als relativer Anteil in den untersuchten Proben; MW * SD; n = 3 fiir Tupfer, SC und
Akzeptor; n =9 fiir lebende Hautschichten (Summe aus vitaler Epidermis, Dermis und Stumpf),
Epidermis, Dermis, Stumpf; *p < 0,01; #p < 0,05 fiir 0/W-Emulsion vs. ME
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In Abbildung 41 sind die Penetrationsergebnisse der O/W-Emulsion und der ME1 fiir PKEK
vergleichend dargestellt. Es wird deutlich, dass vor allem nach ldngeren Versuchszeiten von
100 min und 300 min ein unterschiedliches Penetrationsverhalten von PKEK durch beide
Formulierungen resultierte. Nach 30 Minuten verblieb ein vergleichbarer Peptidanteil von
42-48 % auf der Hautoberflache, 35 % beziehungsweise 28 % erreichten den Akzeptor.
Nach 100 und 300 min gelangte mehr PKEK mit der O/W-Emulsion in die Hornschicht und
nach 30 und 100 min in die lebenden Hautschichten. Die ME war bei ldngeren
Versuchszeiten (100 und 300 min) besser in der Lage, PKEK in den Akzeptor zu
transportieren. Dementsprechend war der Peptidanteil auf der Hautoberfliche (Nachweis

im Tupfer) nach Applikation der O/W-Emulsion signifikant grofier.

Vergleich: O/W-Emulsion und ME1 mit 5000 ppm PKEK
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Abbildung 42: Vergleich der Tiefenprofile von der O/W-Emulsion und der ME1 mit je 5000 ppm
PKEK; MW * SD; n = 9; #p < 0,05 fiir 0/W-Emulsion vs. ME1

Die Gegentliberstellung der Tiefenprofile in Abbildung42 zeigt, dass dhnliche
Peptidkonzentrationen in den Hautschnitten nachgewiesen wurden. Nach 30 min verblieb
nach Applikation der O/W-Emulsion tendenziell mehr PKEK in den tiefen Dermisschnitten
und nach 300 min war die PKEK-Konzentration bei dieser Formulierung in den oberen

Hautschichten leicht hoher.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch den Einsatz eines kolloidalen Systems PKEK
signifikant besser in der Lage war, die Hornschicht zu iiberwinden. Dies ist auf die bereits
beschriebenen penetrationsféordernden Eigenschaften der W/0O-ME fiir hydrophile Peptide
zuriickzufiihren [101]. Das hydrophile Peptid verbleibt jedoch nicht in der Haut, sondern
permeierte, wie auch fiir GEKG beobachtet, in den Akzeptor. Wie bereits erldutert, wird in
vivo dennoch keine Anreicherung im Blut erwartet, weil PKEK wahrscheinlich enzymatisch
abgebaut wird. Fiir den PKEK-Anteil in den Hautproben brachte die ME1 keinen Vorteil.

In vivo ist dieses wassrige Akzeptormedium nicht vorhanden, sodass die ME1 durchaus
besser geeignet sein kann, um PKEK zum Zielkompartiment untere Epidermis zu

transportieren. Wiinschenswert ware dennoch, den hohen permeierten Anteil im Akzeptor
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zu reduzieren und stattdessen hohere Konzentrationen an den jeweiligen
Zielkompartimenten auch fiir GEKG zu erreichen. Mit einer ME mit erhohter Viskositat ware
dies moglicherweise umsetzbar. Ein hoher viskoses System wire zudem leichter zu
applizieren. Erstmals wurde ein ME-basiertes Gel von Haering et al. auf Grundlage einer
W/0-ME mit Gelatine entwickelt [332]. Sahle et al. zeigten fiir das lipophile Ceramid NP,
dass Carbopol® 940-haltige ME (O/W und bikontinuierlich) die Permeation durch die Haut
reduzierten [244]. Rozmann et al. testeten verschiedene viskosititserhohende Substanzen
auf ihre Eignung zur Herstellung von ME-basierten Gelen [333]. Anlehnend an diese Studien
wurden zur Viskositiatserhohung in einem Vorversuch 0,5-5,0 % Aluminiumstearat, 1-10 %
weifdes Wachs, 1-10 % Siliciumdioxid (Aerosil 200) und 1-15% Gelatine in die ME1
eingearbeitet. Mischungen mit Aluminiumstearat und weiffem Wachs wurden triib.
Siliciumdioxid ldste sich nicht vollstindig, die ME blieb aber klar und wurde fester. Die
Gelatine l6ste sich trotz Erwarmung auf bis zu 55 °C nicht in ME1. Um aus der ME1 ein ME-
basiertes Gel zu entwickeln, sind weitere Optimierungsschritte notig. Alternativ konnten
sogenannte Penetrationsreducer eingesetzt werden, die die Bilayer-Struktur des SC

stabilisieren und somit die Penetration verzégern [334].

5.3.3.LPA, LPBG und LPT
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Abbildung 43: (A) Penetrationsergebnisse von LPA, LPBG und LPT aus der ME1 mit 1,0 %
Peptidgehalt nach einer Versuchszeit von 300 min als Anteil der applizierten Dosis in den
untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis
(EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga) und Akzeptormedium (AKk); MW # SD; n = 1 fiir Tu,
Ga, AK; n = 3 fiir SC, LH, EP, DR, Stu und (B) die dazugehorigen Tiefenprofile mit SC; MW + SD; n = 3

Abbildung 43 zeigt die Penetrationsergebnisse von LPA, LPBG und LPT nach Anwendung
von ME1 mit je 1,0 % Peptidgehalt. Die Tripeptide waren in der Lage, durch die Haut
hindurch zu permeieren, sodass der grofite Peptidanteil in Gaze und Akzeptor detektiert
wurde (Abbildung 43A). Auf der Hautoberflache verblieben zwischen 10 % und 19 % des

jeweils aufgetragenen Peptids. Der Peptidanteil in den Schichten der Haut war fiir LPA im
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Vergleich zu LPBG und LPT gering. Im SC wurden 0,52 % LPA nachgewiesen, in der vitalen
Epidermis 0,06 % und in der Dermis 0,33 %. LPBG verblieb in grofierem Ausmaf in diesen
Hautschichten (SC: 2,3 %; EP: 1,4 %; DR: 2,8 %). Die grofdten Peptidanteile wurden von LPT
in der Haut nachgewiesen (SC: 6,5 %; EP: 3,5 %; DR: 10,9 %).

Dies bestitigt auch das Tiefenprofil in Abbildung 43B. Die Peptidkonzentration in den
lebenden Hautschichten lag fiir LPA zwischen 0,015 und 0,006 mM, fiir LPBG zwischen 0,30
und 0,02 mM und fir LPT zwischen 0,86 und 0,14 mM. Mit zunehmender Hauttiefe nahm die
Konzentration ab. Die WFR waren vergleichbar mit denen des BC-Versuchs (LPA: 33 %,
LPBG: 49 %, LPT: 66 %). Dies bestdtigt die Theorie, dass der Peptidverlust im
Penetrationsversuch auf Abbauprozesse in Gegenwart der Hautbestandteile zurtickzufiihren
ist. Letztendlich zeigen die Penetrationsergebnisse der ME1 die gleiche Tendenz wie die der
BC (siehe 5.1.3. LPA, LPBG und LPT ab Seite 56). LPT penetriert am besten in die Haut,
gefolgt von LPBG und LPA. Es wird somit bekraftigt, dass sich das Penetrationsverhalten der
Peptide aufgrund der bereits erlduterten strukturellen Verschiedenheiten und

abweichenden physikochemischen Eigenschaften unterscheidet.

Vergleich: BC und ME1
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Abbildung 44: Vergleich der Penetrationsergebnisse von der BC und der ME1 mit je 1 % Peptid
nach einer Versuchszeit von 300 min als Anteil in % der Ausgangskonzentration in den
untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis
(EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga) und Akzeptormedium (AKk); MW # SD; n = 1 fiir Tu,
Ga, AKk; n = 3 fiir SC, LH, EP, DR, Stu

In Abbildung 44 und Abbildung 45 sind die Penetrationsergebnisse fiir LPA, LPBG und LPT
im Standardvehikel BC und dem kolloidalen System ME1 gegeniibergestellt. Da die
Penetrationsuntersuchungen nur jeweils an einem Hautstlick untersucht wurden, wurde ein
statistischer Vergleich mittels Dunnett’s Test als nicht sinnvoll erachtet. Fiir alle Tripeptide
war jedoch die Tendenz zu beobachten, dass durch Anwendung der ME ein grofierer
Peptidanteil in die tieferen Dermisschichten penetrierte und durch die Haut in die Gaze und
den Akzeptor permeierte. Nach Applikation der BC verblieb jeweils ein grofierer

Peptidanteil auf der Hautoberfliche und wurde folglich im Tupfer detektiert. Weiterhin
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verblieben grofiere Peptidanteile in den oberen Hautschichten SC und vitale Epidermis
(Abbildung 44). Auch in den oberen Schnitten der Dermis war die Peptidkonzentration nach
Anwendung der BC tendenziell grofier (Abbildung 45). Dieses Ergebnis ist auf die
hervorragenden penetrationsfordernden Eigenschaften von ME zuriickzufiihren. Wie
bereits erortert, wurde bei Anwendung einer ME das hydrophile Peptid Desmopressin im
Penetrationsversuch ebenfalls vermehrt in tieferen Schichten der Dermis und dem Akzeptor
detektiert [101].

Vergleich: BC und ME1
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Abbildung 45: Vergleich der Tiefenprofile von der BC und der ME1 mit je 1 % Peptid nach einer
Versuchszeit von 300 min; MW * SD; n = 3; **p < 0,01; *p < 0,05 fiir den Vergleich der BC gegeniiber
ME1

Alle drei Peptide waren mit Hilfe der ME in der Lage, durch die Haut zu permeieren. In vivo
koénnten LPA, LPBG und LPT bei Anwendung einer ME daher vermutlich in die systemische
Zirkulation gelangen. Unerwiinschte Effekte konnen nicht ausgeschlossen werden, da unklar
ist, wie schnell die Peptide, die zur Stabilisierung aus chemisch modifizierten Aminosauren
bestehen, im Blut abgebaut werden. Klinische Untersuchungen kénnen zeigen, in welchem
Ausmaf die Peptide in das Blut gelangen. Stabilitdtsuntersuchungen mit humanem Plasma

wiirden Auskunft tiber die Peptidstabilitat im Blut geben.

Um zuverldssige, statistisch vergleichbare Informationen liber das Penetrationsverhalten
von LPA, LPBG und LPT zu erhalten, miissten mehrere Parallelversuche durchgefiihrt
werden, beispielsweise eine Dreifachbestimmung. Analog zu den Peptiden GEKG, PKEK, Pal-
GEKG und Pal-PKEK wiren zudem Versuche mit kiirzeren Inkubationszeiten (30 und
100 min) sinnvoll, um zu sehen, wie der zeitliche Verlauf des Penetrationsverhaltens ist und

ob hohere WEFR erzielt werden kénnen.
5.4. Optimierung der Penetration durch den Einsatz hydrophiler Enhancer

Neben chemischer Modifizierung und dem Einsatz von kolloidalen Systemen, kénnen auch
Penetrationsenhancer eingesetzt werden, um die dermale Verfiigbarkeit der Peptide zu
verbessern (siehe 2.1.3. Strategien zur Optimierung der dermalen Peptidpenetration ab
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Seite 6). In Screenings wurde der penetrationsfordernde Effekt verschiedener Enhancer fiir
GEKG und PKEK bei einer Inkubationszeit von 300 min untersucht. Die eingesetzten
Peptidkonzentrationen orientierten sich an den in in vivo Studien verwendeten
Konzentrationen, sowie an dem empfohlenen Konzentrationsbereich fiir kosmetische
Produkte und betrugen fiir GEKG 50 ppm und fiir PKEK 40 ppm [163, 175, 178, 179, 186,
187].

Im Folgenden werden die eingesetzten Enhancer ndher vorgestellt. Auf die zu Grunde
liegenden Mechanismen der Penetrationsforderung wurde in 2.1.3. Strategien zur

Optimierung der dermalen Peptidpenetration, Tabelle 1, Seite 7 ndher eingegangen.

Glycerylcaprylat/caprat gehort zur Gruppe der Glycerolfettsdureester. Es handelt sich
dabei um eine Mischung von Mono-, Di- und Triglyceriden der Caprylsdure und Caprinsaure.
Der Rohstoff wurde in zwei verschiedenen Veresterungsgraden eingesetzt.
Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x) enthdlt iberwiegend zweifach veresterte Glyceride und
Glycerylcaprylat/caprat (1,5x) eine Mischung aus Mono- und Diglyceriden.
Glycerylcaprylat/caprat wird als riickfettendes Hautpflegemittel, Losungsvermittler und Co-
Emulgator mit antimikrobiellen Eigenschaften zu 5-10% in kosmetischen und
pharmazeutischen Formulierungen eingesetzt [335-337]. Auflerdem wirkt es
penetrationsféordernd und wird daher in halbfesten Zubereitungen zur rektalen, vaginalen
und nasalen Anwendung eingearbeitet, um die Permeation schlecht resorbierbarer
Arzneistoffe zu fordern [335, 337, 338]. Glycerolfettsdureester sind im Allgemeinen nicht
toxisch und werden gut vertragen. In hoher Konzentration (= 50 %) konnen sie die Haut
reizen [336, 337].

Die PGFE Polyglyceryl-4-laurat (Handelsname: Tegosoft® PL4, HLB: ~11) und
Polyglyceryl-3-caprat (Handelsname: Tegosoft® PC31, HLB: ~10) sind in ME1 und ME2
enthalten und werden im Anhang vorgestellt (siehe Anhang A: Eigenschaften der
Mikroemulsionsbestandteile ab Seite 131). Bei Polyglyceryl-3-caprylat (Handelsname:
TEGO® Cosmo P 813, HLB nicht bekannt) handelt es sich um einen Co-Emulgator, der
aufgrund seiner antibakteriellen Wirksamkeit bevorzugt in Deodorants eingesetzt wird
[226]. Die penetrationsfordernden Eigenschaften von PGFE sind bisher wenig untersucht
worden. Polyglycerlyl-4-laurat wurde in Kombination mit Polyglyceryl-4-oleat von Sahle et
al. in verschiedenen ME verarbeitet, die die Freisetzung und Penetration von Ceramiden
verbesserten [242-244]. Polyglyceryl-10-trioleat fiihrte zu einer verstirkten Permeation
von Tenoxicam und Polyglyceryl-3-oleat von Piroxicam (nichtsteroidale Antirheumatika)
[339, 340]. Polyglyceryl-3-diisostearat zeigte anderseits keine Enhancerwirkung fiir das
hydrophile 5-Fluorouracil [335].

Die Eigenschaften des Polyols PeG werden ebenfalls in Anhang A: Eigenschaften der

Mikroemulsionsbestandteile ausfiihrlich beleuchtet. Untersuchungen von Gobel et al
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zeigten anhand von Carnosin, dass es in der Lage ist, das Penetrationsvermogen von

hydrophilen Peptiden zu steigern [63, 341].

2-Pyrrolidon oder y-Butyrolactam (INCI: 2-Pyrrolidone) gehort zur Gruppe der Lactame
und ist eine farblose, hygroskopische, brennbare Fliissigkeit, die mischbar mit wassrigen
und organischen Losungsmitteln ist. Als hochsiedenes LoOsungmittel wird es in der
organischen Synthese eingesetzt, sowie zur Herstellung von Polymeren, Glycerol, Sorbitol
und Zuckern. Es ist weiterhin Ausgangsstoff fiir die Synthese von y-Aminobuttersdure
(GABA), einem inhibitorischen Neurotransmitter, und Zwischenprodukt bei der Herstellung
von Polyvinylpyrrolidon, einem pharmazeutisch genutzten Hilfsstoff [62, 342]. Seit langem
sind die penetrationsfordernden Eigenschaften des kleinen, polaren, hydrophilen Enhancers
bekannt und wurden fiir sowohl hydrophile, als auch lipophile Wirkstoffe, wie Coffein,
Acetylsalicylsdure, Mannitol, Progesteron, Hydrocortison, Griseofulvin, Theophyllin und
Oxytetracyclin belegt [6, 16, 68, 343]. Auch fiir peptidische Wirkstoffe, wie Vasopressin und
Insulin wirkt es als Penetrationsenhancer [6]. Bei Anwendung der unverdiinnten Substanz
wurden im Tierversuch kurzzeitige Hautreizungen beobachtet. Ein Epikutantest an
Versuchspersonen ergab keine reizenden Effekte. Von der Europdischen
Chemikalienagentur wird es zusammenfassend als nicht hautreizend und nicht

sensibilisierend bewertet [344].
5.4.1. GEKG

5.4.1.1. Screening mit Enhancer-haltigen Formulierungen (n=1)

GEKG - 1. Screening mit modifizierten Formulierungen ® unmodifizierte O/W-
100 Emulsion
12 M Glycerylcaprylat/caprat
90 10 (2,0x)
80 4 Glycerylcaprylat/caprat
T 8 (1,5 x)
% 70 6 -|- H Polyglyceryl-3-caprat
§ 60 4 U Polyglyceryl-4-laurat
§ 50 2 hT TI H Polyglyceryl-3-caprylat
5 40 0 - -
= MPeG
£ 30 EP DR Stu
e 20 2-Pyrrolidon
" N daiins jﬂiﬂi "
0 " ME2
Tu SC LH Ga Ak

Abbildung 46: Penetrationsergebnisse von GEKG aus der unmodifizierten O0/W-Emulsion, sowie
O/W-Emulsionen mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer, sowie ME1l und ME2
(Peptidgehalt: 50 ppm) als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga)
und Akzeptormedium (AKk); n = 1; kleine Abbildung: MW % SD fiir die 3 Stanzen eines Hautstiicks
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In einem 1. Screening an einem Hautstiick (n =1) wurden alle sieben der vorgestellten
Enhancer einbezogen: Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x), Glycerylcaprylat/caprat (1,5 x),
Polyglyceryl-3-caprat, Polyglyceryl-4-laurat, Polyglyceryl-3-caprylat, PeG und 2-Pyrrolidon.
Jeweils 5% wurden in die O/W-Emulsion eingearbeitet, die in den vorangegangenen
Untersuchungen mit GEKG, PKEK, Pal-GEKG und Pal-PKEK zum Einsatz gekommen war. Die
Zusammensetzung der Formulierungen ist in Anhang E: Zusammensetzung der O/W-
Emulsionen (Seite 137) zu finden. Zwei ME, ME1 und ME2 mit je 10 % hydrophiler Phase,
25 % Emulgator und 65 % Ol, wurden ebenfalls in die Untersuchungen einbezogen, um

deren penetrationsféordernden Effekt mit dem der Enhancer zu vergleichen.

Die Penetrationsprofile der untersuchten Formulierungen mit den relativen GEKG-Anteilen
in den untersuchten Proben sind in Abbildung 46 dargestellt. In der kleinen Abbildung, die
die Ergebnisse fiir vitale Epidermis, Dermis und Stumpf zeigt, sind die
Standardabweichungen fiir die Schwankungen zwischen den drei Stanzen der einen Haut
erfasst. Nach Anwendung der unmodifizierten O/W-Emulsion verblieb der grofdte GEKG-
Anteil auf der Hautoberflache (54 %) und im SC (33 %). In den lebenden Hautschichten
wurde im Vergleich zu den iibrigen Formulierungen mit insgesamt 1,7 % der geringste
GEKG-Anteil wiedergefunden. In Gaze und Akzeptor wurden 4 % beziehungsweise 6 %
GEKG detektiert. Mit der Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x)-haltigen O/W-Emulsion gelangten
die jeweils hochsten Anteile von GEKG in die lebenden Hautschichten (13 %), die Gaze
(13 %) und den Akzeptor (19 %). Dementsprechend verblieb ein geringerer Anteil auf der
Hautoberfliche (35%) und SC (19 %). Fiir den gleichen Enhancer mit geringerem
Veresterungsgrad resultierte ein anderes Penetrationsprofil. Ein hoherer GEKG-Anteil
verblieb auf der Hautoberflache (51 %) und im SC (31 %) und es gelangte weniger Peptid in
die lebenden Hautschichten (6 %), die Gaze (3 %) und den Akzeptor (9 %).

Bei Anwendung der PGFE-haltigen Formulierungen zeigte GEKG ein dhnliches
Penetrationsverhalten. 49-51 % relativer GEKG-Anteil penetrierten nicht in die Haut und
zwischen 28 und 31 % wurden im SC wiedergefunden. In die lebenden Hautschichten
penetrierten zwischen 5 und 6 % Peptid und der permeierte Anteil betrug in der Summe aus
Gaze und Akzeptor zwischen 11 und 18 %. Nach Applikation der PeG-haltigen O/W-
Emulsion verblieb mit 33 % relativem Anteil vergleichsweise wenig GEKG auf der
Hautoberfliche und ein hoher Anteil wurde mit 49 % im SC detektiert. In den lebenden
Hautschichten, Gaze und Akzeptor betrug der GEKG-Anteil zwischen 5 und 7 %. Ein
wiederum hoherer Anteil GEKG verblieb mit 47 % nach Anwendung der 2-Pyrrolidon-
haltigen Emulsion auf der Hautoberfliche und ein dementsprechend geringerer Anteil
wurde mit 38 % im SC nachgewiesen. GEKG-Anteile zwischen 4 und 6 % erreichten die
lebenden Hautschichten, die Gaze und den Akzeptor. Fiir die ME1 und ME2 war der nicht
penetrierte Anteil von GEKG mit 28 % und 19 % am geringsten und der Anteil im SC mit
53 % und 61 % am hochsten. Die GEKG-Anteile in den iibrigen Proben waren mit den

tibrigen Formulierungen vergleichbar. Nur im Stumpf war der Peptidanteil im Vergleich zu
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den O/W-Emulsionen hoher, jedoch von starken Schwankungen begleitet (VK: 94 % fiir ME1
und 41 % fir ME2). Die Dicke der verwendeten Hautstlicke ist nicht einheitlich. Aufderdem
wurden aufgrund der Verfligbarkeit flir die Penetrationsversuche der Enhancer-haltigen
Formulierungen Haut vom Oberschenkel verwendet und fiir die der ME Riickenhaut.
Moglicherweise war die Schichtdicke, des Stumpfes in den Versuchen der ME grofier, sodass
darin mehr GEKG nachgewiesen werden konnte. Andererseits konnte aber auch der

penetrationsférdernde Effekt der ME fiir dieses Ergebnis verantwortlich sein.

Die WFR der einzelnen Versuche lagen zwischen 35 % und 90 % (siehe Tabelle 51, Seite 150
in Anhang F: Ubersicht iiber die Penetrationsdaten). Ursachen fiir die fluktuierenden Werte,
wie beispielsweise Matrixeffekte und Verwendung verschiedener Szintillatoren wurden
bereits beleuchtet. Durch Darstellung der Ergebnisse als relative Anteile bezogen auf die

WFR war ein Vergleich der Formulierungen dennoch maglich.

GEKG: Tiefenprofile vom 1. Screening mit modifizierten Formulierungen
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Abbildung 47: Tiefenprofile von GEKG aus der unmodifizierten O/W-Emulsion, sowie 0/W-
Emulsionen mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer, sowie ME1 und ME2 (Peptidgehalt:
50 ppm) ohne SC; EP: lebende Epidermis, DR: Dermis; MW % SD; n = 3

Die Tiefenprofile in Abbildung 47A-D zeigen die absoluten Peptidkonzentrationen in den
Schnitten der vitalen Epidermis und Dermis. Das beste Penetrationsergebnis zeigte die
Emulsion mit Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x). Daher wurde das entsprechende Tiefenprofil
in jeder der Teilabbildungen A-D vergleichend mitgefiihrt. Weiterhin ist in jeder

Teilabbildung die unmodifizierte O0/W-Emulsion dargestellt, um zu verdeutlichen, in
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welchem Ausmafd sich die GEKG-Konzentration in den verschiedenen Hautschichten im

Vergleich zu Enhancer-haltigen Formulierungen und den ME unterschied.

In Abbildung 47A sind die Ergebnisse von den Emulsionen mit Glycerylcaprylat/caprat in
den verschiedenen Veresterungsgraden, sowie die unmodifizierte O/W-Emulsion
abgebildet. Die Standardemulsion ohne zusatzlichen Enhancer erzielte nur eine geringe
Konzentration in der Haut (0,2-0,016 pM) und die Konzentration nahm mit zunehmender
Hauttiefe in tieferen Hautschichten ab. Fiir die Emulsion mit Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x)
wurde in der Haut eine Peptidkonzentration zwischen 9 und 0,2 uM detektiert. Bis zu 2,2 uM
betrug die Konzentration im Zielkompartiment Dermis. Mit der 1,5-fach veresterten
Variante wurden geringere Konzentrationen erzielt: 2,5-0,06 pM in der Haut und bis zu
0,6 pM im Zielkompartiment. Dass der penetrationsfordernde Effekt vom Veresterungsgrad
beeinflusst wird, zeigten auch Studien von Cornell et al, in denen Glycerylmono-
caprylat/caprat die Penetration vom hydrophilen 5-Fluorouracil férderte und
Glyceryltricaprylat/caprat nicht [335]. Doch auch der Olanteil unterschied sich in den
Formulierungen (Tabelle 29, Seite 137 im Anhang). Da Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x)
lipophiler ist, wurde der Olanteil der Formulierung um 5% reduziert. Die 1,5-fach
veresterte Variante ist hydrophiler und ersetzte 5% der Wasserphase. Moglicherweise
verbesserte der hohere Wasseranteil der Formulierung mit Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x)

das Penetrationsvermoégen von GEKG.

Mit den PGFE-haltigen Formulierungen (Abbildung47B) wurden in allen Hautschnitten
geringere GEKG-Konzentrationen als mit der Glycerylcaprylat/caprat (2,0x)-haltigen
erreicht und iiberwiegend hohere als mit der Formulierung ohne Enhancer. Mit
zunehmender Hauttiefe nahm die GEKG-Konzentration iiberwiegend ab. Mit der
Polyglyceryl-3-caprylat-haltigen Formulierung wurde eine gleichmafige Verteilung des
Peptids in tieferen Hautschichten erreicht. Vergleicht man die PGFE untereinander, wurden
die hochsten GEKG-Konzentrationen tendenziell mit Polyglyceryl-4-laurat erzielt (1,57-0,05
uM), gefolgt von Polyglyceryl-3-caprat (0,70-0,06 uM) und Polyglyceryl-3-caprylat (0,37-
0,05 uM). Vermutlich bewirkte die groflere hydrophile Kopfgruppe von Polyglyceryl-4-
laurat bei Einlagerung in die Lipidschichten des SC fiir GEKG eine leichtere Passage entlang
der hydrophilen Route. Dies kann auf die hohere Anzahl an Wasserstoftbriickendonatoren
und -akzeptoren der Polyglyceryl-4-Gruppe zurlckgefiihrt werden, die fiir stdrkere
Wechselwirkungen mit den Lipiden und anderen Hautbestandteilen sorgen kann. Auch die

Ausbildung einer grofderen Solvathiille um die hydrophile Kopfgruppe ist méglich.

Abbildung 47C zeigt die Tiefenprofile fiir die Emulsionen mit PeG und 2-Pyrrolidon.
Innerhalb der vitalen Epidermis und oberen Dermis zeigen die Konzentrationskurven einen
dhnlichen Verlauf. In tieferen Dermisschichten wurde eine hohere GEKG-Konzentration mit
der 2-Pyrrolidon-haltigen Creme erreicht. Die Peptidkonzentration nahm jeweils mit

zunehmender Hauttiefe ab und war niedriger als bei der O/W-Emulsion mit
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Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x) und hoher als bei der Formulierung ohne Enhancer. Sie
betrug fiir die PeG-haltige Formulierung 1,15-0,03 uM in der Haut und bis zu 0,64 pM im
Zielkompartiment Dermis, fiir die 2-Pyrrolidon-haltige 2,5-0,06 uM in der Haut und bis zu
0,42 uM in der Dermis.

Die Tiefenprofile der ME sind in Abbildung 47D dargestellt. Die GEKG-Konzentrationen, die
fir ME1 (0,36-0,06 pM) und ME2 (0,27-0,04 pM) in der Haut detektiert wurden, waren
gering und lagen in der Epidermis und oberen bis mittleren Schnitten der Dermis im Bereich
der unmodifizierten O/W-Emulsion. In tieferen Schichten war die Konzentration hoher als
fiir die Emulsion ohne Enhancer. Innerhalb der Dermis war GEKG nach Applikation der ME
jeweils gleichmaf3ig verteilt und betrug fiir ME1 bis zu 0,10 uM und fiir ME2 bis zu 0,08 pM.
Im Versuch mit der hoher konzentrierten ME1 mit 5000 ppm GEKG (siehe Seite 65 in
Kapitel 5.3. Optimierung der Penetration durch den Einsatz von Mikroemulsionen) wurde
dieser Effekt ebenfalls erzielt. Allerdings war die Konzentration im Zielkompartiment
ungefdhr um den Faktor 100 grofder, was auf die hohere Peptidkonzentration im Vehikel

zurickzufiithren ist.

Vergleicht man die Ergebnisse des Screenings mit den vorangegangenen Untersuchungen
mit 5000 ppm GEKG-Konzentration in der unmodifizierten O0/W-Emulsion (Seite 51) und
ME1 (Seite 65), ergeben sich einige Unterschiede. Fiir die O/W-Emulsion wurden im
Versuch mit 50 ppm GEKG in der Formulierung geringere relative Peptidanteile im Tupfer,
sowie den lebenden Hautschichten wiedergefunden. Ein héherer Anteil gelangte in SC und
Akzeptor. Fiir die ME1 mit 50 ppm Peptidgehalt verblieb ein hoherer relativer Anteil auf der
Hautoberfliche und dem SC. Auch der Anteil in den lebenden Hautschichten war hoéher.
Entsprechend war der Peptidanteil im Akzeptor wesentlich geringer und betrug anstatt
49 % nur noch 7 % der detektierten Peptidmenge. Diese Tendenzen zeigen, dass die
Peptidkonzentration einen erheblichen Einfluss auf die Verteilung von GEKG in den
verschiedenen Proben hat. Dies wurde auch fiir PKEK gezeigt (Seite 54). Ein zweites
Screening mit drei Parallelversuchen soll zeigen, ob die beobachteten Unterschiede

reproduzierbar und statistisch relevant sind.

Die Ergebnisse des ersten Screenings lassen vermuten, dass Enhancer das
Penetrationsvermogen von GEKG nennenswert verbessern konnen. Die hochste
Peptidkonzentration im Zielkompartiment Dermis wurde mit der Polyglycerolcaprylat/
caprat-haltigen Formulierung erzielt. Gemessen an den relativen Peptidanteilen war der
penetrationsfordernde Effekt der ME1 und ME2 mit dem der Enhancer-haltigen
Formulierungen vergleichbar. Wie in vorangegangenen Penetrationsversuchen mit GEKG
wurde fiir die lange Versuchszeit von 300 min neben dem intakten Peptid der Metabolit
miterfasst, der die radioaktive Markierung tragt. Stabilititsversuche zeigten, dass GEKG in
Gegenwart von Hautbestandteilen abgebaut wird (siehe 3.4.1. Stabilitit von GEKG,
Palmitoyl-GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite 21).
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5.4.1.2. Screening mit Enhancer-haltigen Formulierungen (n=3)

Mit dem 2. Screening sollte das Ergebnis fiir die Formulierung mit dem besten
Penetrationsergebnis aus dem 1. Screening verifiziert werden. Hierfiir wurde der Versuch
fiir die Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x)-haltige Formulierung (F2) in drei Parallelversuchen
wiederholt. Die Emulsion ohne zusatzlichen Enhancer (F1), sowie die ME1 (F6) wurden als
Vergleichsformulierungen einbezogen. Anhand dieser Formulierungen wird zudem der
Einfluss der Peptidkonzentration in der Formulierung auf das Penetrationsergebnis
demonstriert. Um  auszuschlieen, dass der geringere Olgehalt in der
Glycerylcaprylat/caprat (2,0x)-haltigen Formulierung gegeniiber der mit dem 1,5-fach
veresterten Glycerolfettsdureester fiir das bessere Penetrationsverhalten im 1. Screening
verantwortlich war, wurde im 2. Screening eine Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x)-haltige
Formulierung (F3) untersucht, die den gleichen Olanteil wie die Emulsion mit dem 1,5-fach
veresterten Enhancer (F4) enthilt (siehe Tabelle 30, Seite 138 im Anhang). Das chemisch
modifizierte Peptid Pal-GEKG (F5) wurde ebenfalls im Screening untersucht, um zu sehen, in
welchem Ausmafl sich die chemische Modifizierung im Vergleich zu den

Penetrationsenhancern auf das Penetrationsvermogen auswirkt.

2. Screening mit modifizierten Formulierungen und modifiziertem Peptid
HF1: ifizi :
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Abbildung 48: Penetrationsergebnisse von GEKG und Pal-GEKG aus der unmodifizierten 0/W-
Emulsion, sowie von GEKG aus O/W-Emulsionen mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer und
der ME1 als relativer Anteil (Peptidgehalt: 50 ppm) in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC,
lebende Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)),
Gaze (Ga) und Akzeptormedium (Ak); MW * SD; n = 3 fiir Tu, SC, Ga, Ak; n = 9 fiir LH, EP, DR, Stu; *p
< 0,01; #p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Formulierungen

Die Penetrationsprofile des 2. Screening sind in Abbildung 48 dargestellt. Der hochste
Peptidanteil (62 %) verblieb wie im vorherigen Versuch nach Anwendung von F1 auf der
Hautoberflache, 22 % penetrierten in das SC und 6 % in die lebenden Hautschichten. Mit

den Enhancer-haltigen Emulsionen (F2-F4) wurde tendenziell weniger GEKG auf der
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Hautoberflache nachgewiesen (42-51 %) und entsprechend mehr im SC (29-41 %). Der
GEKG-Anteil in den lebenden Hautschichten war mit 4,6-6,3 % fiir die GEKG-haltigen
Emulsionen (F1-F4) dhnlich. In Gaze und Akzeptor wurde im Vergleich der GEKG-haltigen
Emulsionen (F1-F4) tendenziell mehr Peptid nach Anwendung von F3, die den 2,0-fach
veresterten Enhancer und den gleichen Wasser- und Olgehalt wie F4 enthielt,
wiedergefunden. Mit ME1 (F6) penetrierte GEKG am besten in die Haut (SC und vitale
Schichten), sowie durch die Haut in Gaze und Akzeptor. Nur 13 % Peptid verblieben auf der
Hautoberflache. Pal-GEKG (F5) zeigte ein dhnliches Penetrationsverhalten wie GEKG aus der
unmodifizierten Emulsion (F1). Tendenziell verblieb ein hoherer Anteil im SC (30 %) und

Pal-GEKG permeierte mit 0,4 % weniger stark in den Akzeptor.

Die mittleren WFR der Versuche mit Enhancer-haltigen Formulierungen lagen in einem
vergleichbaren Bereich zwischen 71 % und 83 % (siehe Tabelle 53, Seite 152 in Anhang F:
Ubersicht iiber die Penetrationsdaten). Diese Werte sind mit denen vergleichbar, die in
Versuchen der O/W-Emulsion und ME1 mit 5000 ppm GEKG-Gehalt erhalten wurden.
Geringere WFR wurden fiir die GEKG-haltige ME1 (38 %) und Pal-GEKG (54 %) erhalten.
Mogliche Ursachen wurden bereits beleuchtet. Durch Darstellung der Ergebnisse als relative

Anteile bezogen auf die WFR war ein Vergleich der Daten dennoch maglich.

Tiefenprofile vom 2. Screening mit modifizierten Formulierungen und modifiziertem Peptid

—— F1: unmodifizierte O/W-Emulsion F4: Glycerylcaprylat/caprat ( 1,5x)
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Abbildung 49: A: Tiefenprofile von GEKG aus der unmodifizierten O/W-Emulsion (F1), Emulsionen
mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer (F2-4) und der ME1 (F7), B: Tiefenprofile von GEKG
und Pal-GEKG aus der unmodifizierten O/W-Emulsion (F1, F5), sowie von GEKG aus ME1 (F7)
(Peptidgehalt: 50 ppm); ohne SC; MW * SD; n = 9; *p < 0,01; #p < 0,05; 'F1 vs. F5, 2F5 vs. F6

Die Tiefenprofile von GEKG in Abbildung 49A verdeutlichen, dass mit F4 tendenziell hohere
GEKG-Konzentrationen (5,5-0,5 uM) in den oberen Hautschichten erzielt wurden als bei den
tibrigen Emulsionen (F1-3). Die ME1 ermdoglichte in der vitalen Epidermis und oberen
Dermis stabile GEKG-Konzentrationen im Bereich 1,5-0,5puM. Tendenziell geringere
Konzentrationen wurden in Epidermis und oberer Dermis mit der unmodifizierten O/W-

Emulsion (F1) erzielt, gefolgt von den Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x)-haltigen Emulsionen.
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5. Penetrationsuntersuchungen an peptidhaltigen Formulierungen

In den unteren Schnitten der Dermis nahm die Peptidkonzentration mit zunehmender
Hauttiefe ab und rangierte flir die GEKG-haltigen Formulierungen (F1-4 und F7) in
vergleichbarem Bereich von 0,3-0,03 pM.

Abbildung 49B zeigt die Tiefenprofile von GEKG und Pal-GEKG nach Anwendung der
unmodifizierten O/W-Emulsion, sowie von GEKG nach Anwendung von ME1. Tendenziell
war die Konzentration von Pal-GEKG in den verschiedenen Schnitten der Haut am
geringsten und lag im Bereich der Dermis zwischen 0,22-0,01 uM. Von GEKG gelangten mit
Hilfe der unmodifizierten O/W-Emulsion tendenziell hohere Konzentrationen in die
lebenden Hautschichten der vitalen Epidermis und Dermis. Abbildung 49B verdeutlicht,
dass durch den Einsatz eines kolloidalen Systems iiberwiegend signifikant hohere
Peptidkonzentrationen in der Haut erzielt wurden, als durch die chemische Modifizierung

von GEKG in Form der Palmitoylierung.

Aus den Ergebnissen des 2. Screenings kann geschlussfolgert werden, dass bei einer
Peptidkonzentration von 50 ppm die Palmitoylierung keinen Vorteil fiir die GEKG-
Konzentration im Zielkompartiment bringt. Lediglich im SC wurde ein hoherer relativer
Peptidanteil erzielt. Durch den Einsatz von Polyglycerolcaprylat/caprat (2,0 x) und (1,5 x)
wurde gegeniiber der unmodifizierten Emulsion keine signifikante Verbesserung des
Penetrationsvermogens von GEKG erreicht. Tendenziell erreichte ein grofierer relativer
Anteil von GEKG das SC und weniger verblieb auf der Hautoberfliche. Mit der
Polyglycerolcaprylat/caprat (2,0 x)-haltigen Creme mit weniger Wasser (F3) permeierte
GEKG tendenziell besser in die Gaze und den Akzeptor. Mit Hilfe der 1,5-fach veresterten
Variante wurden tendenziell hohere Peptidanteile und Konzentrationen im SC und den
oberen lebenden Hautschichten erzielt. Durch den verdnderten Veresterungsgrad wurde
schlussfolgernd keine signifikante Verbesserung des Penetrationsvermégens von GEKG
erzielt. Anhand des 1. Screenings wurde vermutet, dass sich ein geringer Olgehalt der
Emulsion positiv auf das Penetrationsverhalten von GEKG auswirkt. Dies konnte im 2.
Screening ebenfalls nicht verifiziert werden. Mit Hilfe von F2 wurde zwar ein tendenziell
hoherer relativer GEKG-Anteil im SC detektiert, fiir F3 waren die Anteile in Gaze und
Akzeptor jedoch hoher. Im Zielkompartiment erzielten beide Formulierungen vergleichbare
GEKG-Konzentrationen. Wie in den Versuchen mit drei Versuchszeiten (siehe Seite 65)
wurde gezeigt, dass die kolloidale Formulierung ME1 die Penetration von GEKG in und

durch die Haut verbessert.

Analog zu vorangegangenen Penetrationsversuchen mit GEKG und Pal-GEKG ist fiir die
lange Versuchszeit von 300 min zu erwarten, dass neben dem intakten Peptid jeweils auch
der Metabolit miterfasst wurde, der die radioaktive Markierung tragt. Beide Peptide wurden
in Gegenwart von Hautbestandteilen abgebaut (siehe 3.4.1. Stabilitit von GEKG, Palmitoyl-
GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite 21).
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Penetrationsergebnisse mit unterschiedlicher Peptidkonzentrationen in den Vehikeln

A) GEKG in O/W-Emulsion B) GEKG in ME1 C) Pal-GEKG in O/W-Emulsion
#5000 ppm, n=3 #5000 ppm, n=3 H5000 ppm, n=3
450 ppm (1. Screening), n=1 450 ppm (1. Screening), n=1 450 ppm (2. Screening), n=3
450 ppm (2. Screening), n=3 450 ppm (2. Screening), n=3
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Abbildung 50: Gegeniiberstellung von Penetrationsergebnissen der Peptide GEKG und Pal-GEKG
aus Versuchen mit unterschiedlicher Peptidkonzentration in den Vehikeln unmodifizierte O/W-
Emulsion und ME1, Versuchszeit: 300 min; MW * SD; *p < 0,01; #p < 0,05 fiir 5000 ppm, n=3 vs.
50 ppm (2. Screening), n=3

In Abbildung 50 sind die Ergebnisse des 2. Screenings fiir GEKG und Pal-GEKG nach
Anwendung der unmodifizierten O/W-Emulsion, sowie von GEKG nach Anwendung der
ME1 den Penetrationsergebnissen der Vollprofile fiir 300 min Versuchszeit (siehe Kapitel
5.1.1. GEKG, 5.2.1. Palmitoyl-GEKG, und 5.3. Optimierung der Penetration durch den Einsatz
von Mikroemulsionen) gegeniibergestellt. Der Vergleich soll zeigen, inwiefern sich die
unterschiedliche Peptidkonzentration in den Versuchen auf das Penetrationsvermdgen der
Peptide auswirkte. Fliir GEKG macht die Abbildung aufierdem deutlich, inwiefern sich die
Ergebnisse des 1. und 2. Screenings unterschieden. Der statistische Vergleich erfolgte fiir

Versuche die in Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden.

Bei Anwendung der O/W-Emulsion mit 50 ppm GEKG verblieb im Vergleich zu der hoher
konzentrierten Formulierung tendenziell weniger Peptid auf der Hautoberfliche und ein
hoherer relativer Anteil gelangte in das SC, die Gaze und den Stumpf (Abbildung 50A). Im 2.
Screening wurden zudem tendenziell hohere Anteile in den lebenden Hautschichten erzielt.
Fiir die vitale Epidermis war der Unterschied signifikant. Die leichten Unterschiede im
Ergebnis des 1. Screenings gegeniiber dem 2. Screening liegen im Bereich der statistischen
Fluktuation der Ergebnisse. Fiir die ME1 hatte der Konzentrationsunterschied in den
Versuchen einen erheblichen Einfluss auf das Penetrationsergebnis (Abbildung 50B). Bei
geringerer Peptidkonzentration wurden signifikant hohere relative GEKG-Anteile in SC und
den lebenden Hautschichten detektiert. In hoherer Konzentration permeierte GEKG vor
allem durch die Haut hindurch und gelangte in hoherem Ausmaf? in Gaze und Akzeptor. Der
GEKG-Anteil, der auf der Hautoberfliche verblieb, war fiir beide Konzentrationen
vergleichbar. Die Unterschiede im Ergebnis des 1. Screenings gegeniiber dem 2. Screening

kann mit der Verwendung von Haut unterschiedlicher Korperregionen (1. Screening:
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Riicken, 2. Screening: Brust) erklart werden. Aus Abbildung 50C wird deutlich, dass von Pal-
GEKG nach Applikation der geringer konzentrierten Formulierung signifikant grofdere
relative Peptidanteile in SC, vitale Epidermis und Dermis wiedergefunden wurden. Ein
geringerer Anteil verblieb auf der Hautoberfliche. Wie bei PKEK wirkt sich die geringere
Konzentration positiv auf das Penetrationsvermdégen aus. Den gleichen Effekt beobachteten
Alvarez-Figueroa et al. bei Methotrexat-haltigen ME [330].

5.4.2. PKEK
5.4.2.1. Screening mit Enhancer-haltigen Formulierungen (n=1)

Der Einfluss verschiedener Enhancer auf das Penetrationsvermdégen sollte auch fiir PKEK in
einem Screening (300 min Versuchszeit, n=1) untersucht werden. Hierfiir wurden, wie im 1.
Screening fiir GEKG, Emulsionen mit 5% der Enhancer Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x),
Glycerylcaprylat/caprat (1,5 x), Polyglyceryl-3-caprat, PeG und 2-Pyrrolidon verwendet. Die
unmodifizierte 0/W-Emulsion, sowie ME1 und ME2 wurden zu Vergleichszwecken ebenfalls

wieder einbezogen.

PKEK - 1. Screening mit modifizierten Formulierungen
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Abbildung 51: Penetrationsergebnisse von PKEK aus der unmodifizierten O0/W-Emulsion, sowie
O/W-Emulsionen mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer, sowie ME1l und ME2
(Peptidgehalt: 40 ppm) als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga)
und Akzeptormedium (AK); n = 1; kleine Abbildung: MW % SD fiir die 3 Stanzen eines Hautstiicks

Anhand der Penetrationsergebnisse in Abbildung 51 wird deutlich, dass der nicht-
penetrierte relative PKEK-Anteil mit 72% nach Anwendung der Emulsion mit
Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x) am grofiten war, gefolgt von der unmodifizierten Emulsion
und der Glycerylcaprylat/caprat (1,5 x)-haltigen mit 58-59 %. Im SC wurden fiir die
unmodifizierte Emulsion 21 % Peptid detektiert und in den vitalen Hautschichten 7 %. In
Gaze und Akzeptor permeierten 10 wund 3%. Fir Formulierungen mit
Glycerylcaprylat/caprat (2,0 x) und (1,5 x) war der Anteil im SC jeweils grofier und in den
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tibrigen Proben geringer. Nur 11 % PKEK-Anteil verblieben mit der PeG-haltigen F5 auf der
Hautoberflache. Der grofdte relative Anteil (74 %) penetrierten in das SC. Der Anteil in den
vitalen Hautschichten war mit 1,4 % gering. In Gaze und Akzeptor wurden 8 und 6 %
detektiert. Bei den iibrigen Emulsionen mit Polyglyceryl-3-caprat und 2-Pyrrolidon, sowie
ME1 und ME2 betrug der relative Anteil auf der Hautoberfliche unter 3 %. Im SC war der
PKEK-Anteil fiir die Emulsionen mit Polyglyceryl-3-caprat und 2-Pyrrolidon mit 47 und
39 % hoher als bei den ME (17 und 18 %). Nach Anwendung der ME1 und ME2 permeierte
der grofite Peptidanteil durch die Haut hindurch in Gaze und den Akzeptor. 6 %
beziehungsweise 11 % verblieben in den vitalen Hautschichten. Auch fiir die mit
Polyglyceryl-3-caprat- und 2-Pyrrolidon-haltigen Emulsionen war der permeierte

Peptidanteil grof3 und es verblieb mit ca. 3 % wenig PKEK in den vitalen Hautschichten.

Die WFR fluktuierten, wie in vorangegangenen Versuchen mit PKEK, stark und lagen
zwischen 24 % und 102 % (siehe Tabelle 55, Seite 153 in Anhang F: Ubersicht iiber die
Penetrationsdaten). Als mogliche Ursachen wurden Matrixeffekte und die Verwendung
verschiedener Szintillatoren in diesem Zusammenhang erortert. Durch Darstellung der

Ergebnisse als relative Anteile bezogen auf die WFR sollte ein Vergleich der Ergebnisse

dennoch gegeben sein.
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Abbildung 52: Tiefenprofile von PKEK aus der unmodifizierten O/W-Emulsion, sowie 0/W-
Emulsionen mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer, sowie ME1 und ME2 (Peptidgehalt:
40 ppm) ohne SC; MW £ SD; n =3

In den Tiefenprofilen in Abbildung 52A-C sind die absoluten Konzentrationen von PKEK in
den Hautschnitten dargestellt. Da unter den Enhancer-haltigen Formulierungen die
hochsten Konzentrationen (0,75-0,04 uM) mit der 2-Pyrrolidon-haltigen Formulierung
erzielt wurden, wurde das entsprechende Tiefenprofil in jeder der Teilabbildungen A-C
vergleichend mitgefiihrt, genau wie das der unmodifizierten Emulsion. Nach Anwendung

der Emulsionen mit Glycerylcaprylat/-caprat (2,0x) und (1,5x) betrug die PKEK-
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Konzentration maximal 0,1 uM (Abbildung 52A). Fiir den 2,0-fach veresterten Enhancer
nahm die Konzentration mit zunehmender Hauttiefe bis 0,002 uM ab und fir die 1,5-fach
veresterte Variante wurde ein Konzentrationsanstieg in tiefen Schichten der Dermis
beobachtet. Uberwiegend héhere Konzentrationen wurden mit der unmodifizierten
Emulsion erzielt, wobei die Konzentration im Zielkompartiment (Bereich zwischen
Epidermis und Dermis) zwischen 0,07 uM und 0,04 pM betrug. Fiir die PeG-haltige
Formulierung lag die PKEK-Konzentration ebenfalls unter 0,1 uM und nahm bis auf
0,004 pM in tieferen Hautschichten ab (Abbildung 52B). Fiir die Emulsion mit dem PGFE
wurden hohere Konzentrationen in der Haut erzielt (0,16-0,01 uM), die in oberen
Hautschichten auch hoher waren als fiir die unmodifizierte Emulsion. Mit Hilfe der ME
wurden ebenfalls hohe Konzentrationen in der Haut erzielt (ME1: 0,15-0,05 uM; ME2: 0,51-
0,15 uM), die im Bereich der Dermis die der unmodifizierten Emulsion, sowie der Emulsion

mit 2-Pyrrolidon liberwiegend iiberstiegen (Abbildung 52C).

Die Ergebnisse des 1. Screenings mit PKEK-haltigen Formulierungen verdeutlicht, dass fiir
dieses Peptid mit Polyglyceryl-3-caprat, PeG und 2-Pyrrolidon andere Enhancer
vorteilhafter fiir das Penetrationsvermogen waren als fiir GEKG. Glycerylcaprylat/caprat
(2,0x) und (1,5) brachten hingegen keinen Vorteil fiir den Peptidtransport zum
Zielkompartiment. Scheinbar sind nicht nur Wechselwirkungen zwischen dem Enhancer
und Hautbestandteilen fiir die penetrationsfordernden Effekte verantwortlich.
Moglicherweise spielen auch Wechselwirkungen zwischen dem Enhancer und Peptid eine
wesentliche Rolle. Je nach Stirke dieser Wechselwirkungen ist der Enhancer, der selbst in
die Haut penetriert, besser in der Lage, das Peptid mit sich zu ziehen (Solvent Drag Prinzip).
Mit Hilfe der Affinititskapillarelektrophorese und Frontalanalyse konnten keine
Wechselwirkungen der Peptide GEKG und PKEK mit den Enhancern Glycerylcaprylat/caprat
(2,0x), Polyglyceryl-3-caprat und 2-Pyrrolidon nachgewiesen werden [345].
Moglicherweise miissen andere Methoden, wie beispielsweise die
Affinitaitschromatographie, Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) oder isotherme
Titrationskalorimetrie eingesetzt werden, um die auf Wasserstoffbriicken beruhenden

Wechselwirkungen zu belegen.

Wie im Versuch mit 5000 ppm PKEK in der ME1 (siehe Seite 67 in Kapitel 5.3. Optimierung
der Penetration durch den Einsatz von Mikroemulsionen) wurde im 1. Screening belegt,
dass mit Hilfe kolloidaler Systeme wie ME das Penetrationsvermdgen des hydrophilen,
polaren Peptids mafdgeblich verbessert werden kann. PKEK penetrierte aus der ME1 und

ME2 starker in und durch die Haut als mit den Enhancer-haltigen Formulierungen.

Da PKEK in Gegenwart von Hautbestandteilen vergleichsweise stabil ist, entspricht die im
Penetrationsversuch detektierte Radioaktivitit sehr wahrscheinlich dem intakten Peptid
(siehe 3.4.1. Stabilitat von GEKG, Palmitoyl-GEKG, PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite 21).
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5.4.2.2. Screening mit Enhancer-haltigen Formulierungen (n=3)

Mit den Emulsionen, die Polyglyceryl-3-caprat und 2-Pyrrolidon als Penetrationsenhancer
enthielten, wurden im 1. Screening gute Ergebnisse mit hohen Permeationsraten erzielt.
Daher sollten diese in einem erweiterten Screening mit drei Parallelversuchen naher
untersucht werden (F1 und F6). Allerdings erwies sich die bisher verwendete O/W-
Emulsion (im Folgenden O/W-Emulsion 1) mit Polyglycerol-3-caprate (F1) als physikalisch
instabil und es wurden zwei weitere Emulsionen (0/W-Emulsionen 2 und 3) mit diesem
Enhancer (F2 und F3) einbezogen, die von der Evonik Industries AG entwickelt worden
waren (Zusammensetzung im Anhang, Seite 140). AufSerdem wurde die PKEK-Penetration

aus den neuen Emulsionen ohne zusatzlichen Enhancer (F4 und F5) untersucht.

PKEK - 2. Screening mit modifizierten Formulierungen
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Abbildung 53: Penetrationsergebnisse von PKEK aus O/W-Emulsionen mit 5 % Polyglycerol-3
Caprate (F1-F3) und SoluphorP (F6), sowie O/W-Emulsionen ohne Enhancer (F4-F5)
(Peptidgehalt: 40 ppm) als relativer Anteil in den untersuchten Proben Tupfer (Tu), SC, lebende
Hautschichten (LH = Summe aus vitaler Epidermis (EP), Dermis (DR) und Stumpf (Stu)), Gaze (Ga)
und Akzeptormedium (Ak); MW * SD; n = 3 fiir Tu, SC, Ga, Ak; n =9 fiir LH, EP, DR, Stu; *p <0,01;
#p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Formulierungen

Die Ergebnisse des 2. Screenings mit den relativen PKEK-Anteilen in den untersuchten
Proben in Abbildung 53 zeigt, dass bei allen Formulierungen der grofdte Peptidanteil im SC
nachgewiesen wurde. Auf der Hautoberfliche verblieb der tendenziell grofdte Peptidanteil
mit 27 % und 29 % nach Anwendung der neu entwickelten F2 und F3 mit Polyglycerol-3-
caprat. Im SC wurden bei diesen Formulierungen relative PKEK-Anteile von 52 %
beziehungsweise 50 % detektiert. Nach Applikation der entsprechenden Emulsionen ohne
Enhancer (F4 und F5) verblieben mit 13 % und 23 % weniger PKEK auf der Hautoberflache
und es erreichten tendenziell hohere Mengen das SC (53 % und 54 %). Mit Hilfe der 2-
Pyrrolidon-haltigen O/W-Emulsion 1 (F6) wurde der grofite Peptidanteil im SC erreicht
(61 %) gefolgt von Polyglycerol-3-caprat-haltigen O/W-Emulsion 1 (F1) (57 %). Nur 17 %

beziehungsweise 22 % penetrierten bei diesen Emulsionen nicht und wurden auf der

86



5. Penetrationsuntersuchungen an peptidhaltigen Formulierungen

Hautoberflache detektiert. In den lebenden Hautschichten wurden zwischen 6 und 24 %
PKEK detektiert, wobei der Anteil mit O/W-Emulsion 2 ohne Enhancer am gréfiten war,
gefolgt von O0/W-Emulsion 3 mit Polyglycerol-3-caprat (F3). Mit F1, F5 und F6 gelangten
dhnliche Mengen von ca. 10 % in die Hautschnitte. Die permeierten PKEK-Anteile in Gaze

und Akzeptor lagen jeweils unter 10 %.

Griinde fiir die teilweise starken fluktuierenden Peptidanteile in den Schnitten der Haut sind
auf die heterogene Oberflichenbeschaffenheit der Haut zuriickzufiihren und wurden an
anderer Stelle ausfiihrlich erldautert. Die mittleren WFR der Versuche lagen mit 26-109 % in
einem dhnlichen Bereich wie im 1. Screening mit PKEK und schwankten erheblich. Auch
hierfiir wurden mogliche Ursachen, wie Matrixeffekte oder die Verwendung verschiedener
Szintillatoren, bereits zuvor beschrieben. Durch Darstellung relativer Anteile, kénnen
dennoch vergleichende Aussagen zu den Penetrationsergebnissen der verschiedenen
Formulierungen getroffen werden. Da PKEK in Gegenwart von Hautbestandteilen
vergleichsweise stabil ist, entspricht die im Penetrationsversuch detektierte Radioaktivitat
sehr wahrscheinlich dem intakten Peptid (siehe 3.4.1. Stabilitdt von GEKG, Palmitoyl-GEKG,
PKEK und Palmitoyl-PKEK, Seite 21).

Tiefenprofile vom 2. Screening mit modifizierten Formulierungen (PKEK)
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Abbildung 54: Tiefenprofile von PKEK aus O/W-Emulsionen mit 5 % Polyglycerol-3-caprat (F1-F3)
und 2-Pyrrolidon (F6), sowie O/W-Emulsionen ohne Enhancer (F4-F5) (Peptidgehalt: 40 ppm)
ohne SC; EP: lebende Epidermis, DR: Dermis; MW = SD; n = 9; *p < 0,01; #p < 0,05; in Abbildung B:
1F1 vs.F2,2F2 vs.F3,3F2 vs. F6
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Die Tiefenprofile des 2. Screenings mit PKEK-haltigen Formulierungen sind in Abbildung 54
dargestellt. Der Vergleich der neu entwickelten Emulsion 2 und 3 ohne Enhancer (F4 und
F5) in Abbildung 54A zeigt, dass hohere absolute PKEK-Konzentrationen nach Anwendung
von O/W-Emulsion 2 in der Haut detektiert werden konnten. In Abbildung 54B sind die
Ergebnisse aller Enhancer-haltigen Formulierungen gegeniibergestellt. Fiir alle
Formulierungen nahm die Konzentration mit zunehmender Hauttiefe ab. W/0-Emulsion 1
mit dem PGFE (F1) und 2-Pyrrolidon (F6), sowie W/0O-Emulsion 3 mit dem PGFE (F3)
erzielten vergleichbare PKEK-Konzentrationen in den vitalen Hautschichten, die hoher
waren als nach Anwendung der PGFE-haltigen W/0-Emulsion 2 (F2). Am Zielkompartiment
betrug die Konzentration fiir F1, 3 und 6 zwischen 0,7-0,3 uM und fiir F2 nur 0,1 pM. Der
Vergleich der PGFE-haltigen Formulierungen gegeniiber den Emulsionen ohne Enhancer in
Abbildung 54C und D, dass fiir O/W-Emulsion 2 hohere Peptidkonzentrationen ohne

Enhancer in der Haut erzielt werden konnten und fiir 0/W-Emulsion 3 mit Enhancer.

Die Untersuchung der neuen Formulierungen konnte einen penetrationsférdernden Effekt
von Polyglycerol-3-caprat nicht bestitigen. Bei den Emulsionen ohne Enhancer (F4 und F5)
war der nicht penetrierte Anteil jeweils tendenziell geringer als bei den Formulierungen mit
Polyglycerol-3-caprat (F2 und F3). Mit Emulsion 2 ohne Enhancer gelangte ein hoherer
PKEK-Anteil in die Haut als bei der Formulierung mit Enhancer. Fiir Emulsion 3 war der
Peptidanteil in der Haut mit Enhancer etwas hoher als ohne. Der permeierte Anteil in Gaze
und Akzeptor war fiir Emulsion 3 ohne Enhancer allerdings hoher. Moglicherweise
beeinflusst das eingesetzte Vehikel, inwiefern der Enhancer seine penetrationsférdernden
Eigenschaften entfalten kann. Wechselwirkungen des PGFE mit anderen
Formulierungsbestandteilen konnten dazu fiihren, dass der Enhancer weniger stark in die

Haut penetriert.

Fiir die O/W-Emulsion 1 mit Polyglycerol-3-caprat und 2-Pyrrolidon konnte mit dem
erweiterten Screening (n=3) die Ergebnisse aus dem vorherigen Versuch mit n=1 nicht
bestitigt werden. So waren vor allem die hohen permeierten Anteile nicht reproduzierbar
und die Anteile in Tupfer und SC waren im 2. Screening hoher. Es verblieben aber auch
hohere Peptidmengen im Zielkompartiment. Dies wird in héheren relativen Peptidanteilen
in Epidermis und Dermis deutlich, sowie hoheren Konzentrationen in den Tiefenprofilen.
Moglicherweise enthielten die Hautstiicke, die im 1. Screening fiir diese Formulierungen
verwendet wurden, vermehrt Poren, die die Permeation erleichterten. Auch die
unterschiedliche Qualitit der Haut konnte fiir die verdnderten Ergebnisse verantwortlich
sein. Im ersten Screening wurde Leichenhaut von Oberschenkel und Bauch verwendet und

im 2. Screening Mammahaut von lebenden Spendern.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der Arbeit war es, das dermale Penetrationsverhalten der Modellpeptide GEKG, PKEK,
LPA, LPBG und LPT aus Standard-Vehikelsystemen zu untersuchen. Die umfassende
physikochemische Charakterisierung der Modellpeptide ergab, dass diese sehr hydrophil
und polar sind und zudem aufgrund zahlreicher ionisierbarer funktioneller Gruppen
permanente Ladungen aufweisen. In Gegenwart von Hautbestandteilen erwiesen sich PKEK
als stabil. GEKG, Pal-GEKG, Pal-PKEK, LPA, LPBG und LPT wurden mit zunehmender
Inkubationszeit abgebaut. Die Peptide besitzen damit ausgesprochen ungiinstige
Eigenschaften, um die lipophile Penetrationsbarriere der Haut, das SC, zu iiberwinden und

ihre Zielkompartimente in den vitalen Schichten der Haut zur erreichen.

Mit Hilfe chemischer Modifizierung der Peptide GEKG und PKEK in Form einer N-terminalen
Palmitoylierung (Pal-GEKG und Pal-PKEK), sowie verschiedener galenischer Ansitze sollte
das Penetrationsvermogen optimiert werden. Zum Einen kamen zu diesem Zweck
verschiedene Penetrationsenhancer zum Einsatz. Zum Anderen sollten ME als moderne
kolloidale Vehikelsysteme, die fiir ihre hervorragende penetrationsfordernde Wirkung
bekannt sind, verwendet werden. Die dermatologische Vertraglichkeit war Hauptkriterium
bei der Auswahl der Inhaltsstoffe. Auf Basis der nichtionischen PGFE konnten neun
vielversprechende Mikroemulsionssysteme entwickelt werden. Zwei der Systeme (ME1 und
ME2) wurden filir weitere Untersuchungen und als Vehikel fiir die Peptide ausgewahlt.
Anhand von Phasendiagrammen wurde jeweils die Grofde des isotropen Phasengebietes
identifiziert. Eine umfassende Charakterisierung ermdoglichte die Abgrenzung von ME
gegentlber fliissigkristallinen Mischungen. Weiterhin ergaben die Strukturuntersuchungen,
dass in den Systemen der ME1 und ME2 W/0O-Systeme vorliegen, die in bikontinuierliche
Strukturen iibergehen. Fiir das System ME2 wurde auferdem der Ubergang zu 0/W-ME
bestitigt. Hinsichtlich der genauen Perkolationsschwellen variierten die Ergebnisse
teilweise. Weitere etablierte Methoden, beispielsweise die Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie (ESR), Gefrierbruch-Transmissionselektronenmikroskopie (FF-TEM) oder
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) koénnten eingesetzt werden, um weitere
Informationen iiber die innere Struktur der Systeme zu erhalten. Mittels DLS wurde die
Grofle der kolloidalen Phase fiir ausgewdhlte W/O-ME bestimmt. Es wurden
hydrodynamische Radien zwischen 11 und 57 nm erhalten und somit typische Werte fiir
ME. Die Peptide GEKG, PKEK, LPA, LPBG und LPT konnten in die ME inkorporiert werden.
Pal-GEKG und Pal-PKEK fiihrten zur Destabilisierung der Systeme, da sie sich vermutlich in
die emulgatorhaltigen Grenzschichten einlagerten. Toxikologische Parameter der
Mikroemulsionsbestandteile zeigten, dass diese leichte bis mafdige Reizungen an der Haut
hervorrufen konnen. Fiir die ME1 und ME2 mit 10 % hydrophiler Phase, 25 %
Emulgatorgemisch und 65 % Ol, die einen hautfreundlichen pH-Wert im leicht sauren

Bereich besitzen, wurde eine gute Vertraglichkeit mittels HET-CAM belegt. Klinische
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Untersuchungen in Form eines einfachen Epikutantests sind notwendig, um primare

Reizungen an der Haut zweifelsfrei auszuschlief3en.

Umfangreiche exvivo Penetrationsuntersuchungen an Humanhaut wurden mittels
Diffusionszelle nach Franz mit den verschiedenen Modellpeptiden, sowie den
unterschiedlichen Formulierungen durchgefiihrt. Fiir GEKG, PKEK, Pal-GEKG und Pal-PKEK
wurde das Penetrationsverhalten aus O/W-Emulsion und ME zu drei Inkubationszeiten (30,
100 und 300 min) untersucht (n=3) und aus Enhancer-haltigen Formulierungen, sowie fiir
die Peptide LPA, LPBG und LPT zu einer Inkubationszeit von 300 min. Nach Anwendung der
0/W-Emulsion verblieb GEKG iiberwiegend auf der Hautoberflache und penetrierte kaum in
die Haut. PKEK war im Vergleich dazu besser in der Lage aus der O/W-Emulsion in die Haut
zu penetrieren. Fiir dieses Peptid wurde aufderdem gezeigt, dass die Peptidkonzentration in
der Formulierung das Penetrationsvermogen beeinflusst. Mit einer geringer konzentrierten
0/W-Emulsion (40 ppm vs. 5000 ppm) wurden nach 300 min signifikant hohere relative
Peptidanteile im SC und den lebenden Hautschichten erzielt. LPBG und LPT penetrierten
nach Anwendung der BC sehr gut in die Haut und erreichten ihr Zielkompartiment Dermis
in hoher Konzentration. LPA gelangte nur in geringem Ausmaf$ in die Haut und war nur in
den oberen Schichten nachweisbar. Die permeierten Anteile in Gaze und Akzeptor lagen fiir
alle drei Peptide unterhalb der LOQ. Mit Hilfe kolloidaler Vehikelsysteme konnte das
Penetrationsvermogen von GEKG, PKEK, LPA, LPBG und LPT mafdgeblich verbessert
werden. Vor allem in tieferen Dermisschichten, sowie Gaze und Akzeptor wurden hohere
Peptidanteile erzielt. Die chemische Modifizierung von GEKG und PKEK in Form der N-
terminalen  Palmitoylierung  erbrachte  hingegen  keinen  Vorteil fiir das
Penetrationsvermogen. In Screenings (n=1) mit sieben beziehungsweise fiinf hydrophilen
Enhancern wurde untersucht, inwiefern diese die Penetration von GEKG und PKEK
beeinflussen. Diese steigerten in unterschiedlichem Ausmafd die penetrierten und
permeierten Peptidanteile. Die hochste Peptidkonzentration im Zielkompartiment Dermis
wurde fiir GEKG mit der Polyglycerolcaprylat/caprat (2,0x)-haltigen Formulierung erzielt.
Polyglyceryl-3-caprat und 2-Pyrrolidon steigerten vor allem den permeierte Anteil von
PKEK in Gaze und Akzeptor. Im erweiterten Screening (n=3) konnte eine signifikante

Steigerung des Penetrationsvermogens durch diese Enhancer nicht bestatigt werden.

Weitere Enhancer konnten hinsichtlich ihres penetrationsférdernden Effekts fiir hydrophile
Peptide untersucht werden. Alternativ konnten Enhancermischungen eingesetzt werden
[65]. In den ersten Screenings erwiesen sich unterschiedliche Enhancer vorteilhaft fiir das
Penetrationsvermogen von PKEK und GEKG. Wechselwirkungen zwischen Enhancer und
Peptid sind moglicherweise hierfiir verantwortlich, die mittels Affinititschromatographie,
NMR oder isothermer Titrationskalorimetrie ndher nachgewiesen werden koénnten. Da die
penetrationsféordernden Eigenschaften von PGFE und die zugrunde liegenden Mechanismen
bisher = wenig  beziehungsweise gar nicht untersucht wurden, konnten

Strukturuntersuchungen an kiinstlichen Lipidmembranen analog zu Studien von
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Engelbrecht et al, Mueller et al und Eichner et al zeigen, inwiefern diese die
Lipidanordnung im SC beeinflussen konnen [59, 60, 346, 347]. Fiir LPA, LPBG und LPT sollte
die analytische Methode weiter optimiert werden, um geringere LOQ zu erzielen und
niedrige  Konzentrationen in  Hautproben zuverldssig zu  detektieren. Die
Penetrationsversuche fiir diese Peptide sollten in Dreifachbestimmung und fiir drei
Inkubationszeiten wiederholt werden, um statistisch vergleichbare Informationen iiber das
Penetrationsverhalten der Peptide, sowie den zeitlichen Verlauf zu gewinnen. Weiterhin
konnten die verwendeten ME optimiert werden, sodass hohere Peptidkonzentrationen in
der Haut erzielt werden und geringere Anteile in Gaze und Akzeptor permeieren. Der
Ansatz, die Viskositidt der ME zu erhohen sollte zu diesem Zweck weiterverfolgt werden. In
vivo Studien sind notig, um die Penetrationsergebnisse zu verifizieren und zudem die

systemische Exposition der Peptide zu beurteilen.
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7.1. Analytische Methoden zur Quantifizierung der Peptide

7.1.1. Chromatographische Methoden (LC-MS und HPLC-UV)

Die Quantifizierung von Pal-GEKG, Pal-PKEK, LPA, LPBG und LPT erfolgte mittels LC-MS
unter Verwendung der in Tabelle 15 und Tabelle 16 dargestellten Parameter. Zur
Auswertung der erhaltenen Chromatogramme wurde das Programm Xcalibur herangezogen
[348]. Die bestimmten Peakflichen der Kalibrierproben wurden mittels OriginPro mit
linearer Regression der Form y = mx + n fiir LPA, LPBG, LPT und Pal-GEKG (0,2-6,0 pg/mL)
beziehungsweise mit polynomialer Regression der Form y = ax? + bx + c fiir Pal-PKEK und
Pal-GEKG (0,2-10,0 pg/mL) ausgewertet [349]. Die Korrelation (R?) von nominalen
Konzentrationen und Messwerten wurde mittels Methode der Kkleinsten Quadrate

berechnet. Kalibrierungen mit R? = 0,99 wurden zur Auswertung verwendet.

Tabelle 15: Analytische Parameter der Quantifizierung mittels HPLC-MS fiir Pal-GEKG und Pal-
PKEK; H,0 = Wasser, FA = Ameisensiure, (1) = linear, (p) = polynomial

Peptide Pal-GEKG (1) Pal-GEKG (2) Pal-PKEK
o Stammlésung 1000 pg/mL in MeOH
g Interner Standard Mometasonfuroat (MMS) (10 pg/mL) Hydrocortisonbutyrat (HCB) (5
= (Konzentration) pg/mL)
E Kalibrierbereich 0,2-2,0 pg/mL (1) fur Stabilitat: 0,5-6,0 pg/mL (p)
0,2-10,0 pg/mL (p) 0,5-5,0 pg/mL (1)
Gerat SpectraSystem P 4000 Agilent HP 1100 HPLC mit Autosampler und binarer
und Autosampler AS Hochdruckgradientenpumpe
3000
Stationare Phase Trentec Reprosil-Pur YMC ODS AQ 125 x 2,1 mm ID
E 120 C18-AQ 3 pm,
g 125 x 2,0 mm
g Mobile Phase A: H,O/FA (100/0,1) A: ACN/H,O/FA (50/50/0,02)
8 B: ACN/FA (100/0,1) B: ACN/FA (100/0,02)
§ Gradient 0-30 min 100 % A auf 100 % B 0-10 min 100 % A auf 50 % B
Flussrate 0,2 mL/min
Saulentemperatur 40 °C
Injektionsvolumen 5L 10 uL
Druck ca. 88 bar
Gerat Finnigan LCQ lonenfallenspektrometer
Detektion ESI positiv SIM Modus
m/z fir [M + HJ* 628,3 739,5 und 370,7
@ m/z flr internen Standard MMS: 520,7 MMS: 520,4 HCB: 433,5
ﬁ Kapillartemperatur 220 °C 200-220 °C
;-f Kapillarspannung 20V
E Spray-Spannung 4,5kV
2 Sheath Flow Rate 70 60-70
§ Aux Flow Rat 30 10
8 Retentionszeit ca. 28,7 min ca. 23,8 min ca. 12,3 min
MMS: ca. 29,36 min MMS: 27,3 min HCB: 13,7 min
LoOQ 0,2 ug/mL (S/N = 10) 0,1 pg/mL (S/N = 10) 0,5 pg/mL (S/N = 10)

Nachweisgrenze (LOD)

0,05 ug/mL (S/N = 3)

0,05 pug/mL (S/N = 3)

0,3 pg/mL (S/N = 3)

92



7. Experimenteller Teil

Tabelle 16: Analytische Parameter der Quantifizierung mittels HPLC-MS fiir LPA, LPBG und LPT;
H20 = Wasser, FA = Ameisensaure

Analyten LPA LPBG LPT Chinidin
Stammldsung 1000 pg/mL in MeOH
= Matrix In Vorversuchen MeOH; im Penetrationsversuch MeOH in Konzentrationen analog zu den
S Proben
% - Matrixbestandteile (ME, BC, Hautextrakt) analog zu den Proben
E Interner Standard Chinidin (0,5 pg/mL)
Kalibrierbereich 0,2—10 pg/mL (linear)
Gerat Agilent HP 1100 HPLC mit Autosampler und binarer Hochdruckgradientenpumpe
- Stationare Phase YMC Pack Diol (HILIC), 150 x 3,0 mm ID, 12 nm S-5 ym
‘é Mobile Phase ACN/H,O/FA (45/55/0,1)
g Gradient isokratisch
g Flussrate 0,4 mL/min
&  Saulentemperatur 30°C
T Injektionsvolumen 20 pl
Druck 60-65 bar
Gerat Finnigan LCQ lonenfallenspektrometer
Detektion ESI positiv SIM Modus
m/z fir [M + H[* 329,1 357,2 387,1 325,2
€  Kapillartemperatur 200-220 °C
Tg Kapillarspannung 20V
E  Spray-Spannung 4,5kV
S  Sheath Flow Rate 60-70
% Aux Flow Rat 10
§ Retentionszeit ca. 6,0 min ca. 5,9 min ca. 5,7 min ca. 4,7 min
LoQ 0,1 pyg/mL?® 0,1 pug/mL?® 0,1 ug/mL?®
0,22 pg/mL® 0,15 pg/mL® 0,22 pg/mL®
LOD 0,07 pug/mL® 0,04 pug/mL° 0,06 pug/mL°

%fiir SIN 2 10; bBerechnung mittels DINTEST gemal DIN 32645 [350]

Die Quantifizierung von GEKG und PKEK erfolgte mittels HPLC mit UV-Detektion unter
Verwendung der in Tabelle 17 dargestellten Parameter. Zur Auswertung der erhaltenen
Chromatogramme wurden die Programme ChemStation (Rev.B.03.02) von Agilent und
MassLynx™ V4.0 SP4 von Waters verwendet [351, 352]. Die bestimmten Peakflichen der
Kalibrierproben wurden mittels OriginPro mit linearer Regression der Form y=mx+n
ausgewertet [349]. Die Korrelation (R?) von nominalen Konzentrationen und Messwerten
wurde mittels Methode der kleinsten Quadrate berechnet. Kalibrierungen mit R? = 0,99

wurden zur Auswertung verwendet.

Zur Validierung der mittels LC-MS und HPLC-UV durchgefithrten Messldaufe wurde die
Prazision und Richtigkeit jeder gemessenen Kalibrierreihe bestimmt. Ein Kalibrierstandard
wurde mitgefiihrt und nach jeder 12. Einspritzung vermessen. Die Analysenldufe wurden
angenommen, wenn sich die Kalibrierproben innerhalb der tiblichen Abweichungen von
15 % (LOQ 20 %) fiir biologische Matrices bewegten [353]. Maximal eine Kalibrierprobe

durfte starker abweichen und wurde dann fiir die Auswertung nicht berticksichtigt.
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Tabelle 17: Analytische Parameter der Quantifizierung mittels HPLC-UV fiir GEKG und PKEK;
AA = Ammoniumacetat, FA = Ameisensiure, H,0 = Wasser

Parameter

GEKG (1)

GEKG (2)

PKEK

Stammldsung

Matrix

Kalibrierung

Kalibrierbereich

Gerat

Stationdre Phase

Mobile Phase

Gradient

HPLC-Parameter

Flussrate
Saulentemperatur
Injektionsvolumen
Druck

Gerat

Wellenlange
Retentionszeit
LOQ

LOD

Detektion

1000 pg/mL in Wasser

MeOH in Konzentrationen analog zu den Proben

2,0-150,0 pg/mL

Agilent HP 1100 HPLC mit
Autosampler, binarer Hoch-
druckgradientenpumpe

125/4 Nucleosil® 300-7
Protein C-4

A: H,0 + FA (20 pL/L)
B: MeOH

0—8 min: 100 % A

8-9 min: auf 50 % B
9-15 min: 50 % B
15—16 min: auf 100 % A
1,2 mL/min

60 °C

10 uL

47 bar

Photodiodenarray-Detektor
(DAD)

205 nm
4,7 min
3,0 ug/mL?/ 5,9 pg/mL°
2,0 ug/mL°/ 1,7 pg/mL®

1,0-20,0 pg/mL

Agilent HP 1100 HPLC mit
Autosampler, binarer Hoch-
druckgradientenpumpe

YMC Pack Diol (HILIC),
150 x 3,0 mm ID, 12 nm S-
5 um

ACN / HO (40/60) +
12 mmol/L AA

isokratisch

1,5 mL/min
30°C

20 uL

100 bar

Photodiodenarray-Detektor
(DAD)

205 nm
3,3 min
1,0 ug/mL®/ 1,6 pg/mL®
0,5 ug/mL°/ 0,5 pg/mL®

20,0-140 pg/mL

Waters Delta 600 mit
Waters 600 Controller
Pumpe, Autosampler
Waters 717 plus

YMC Pack Diol (HILIC),
150 x 3,0 mm ID, 12 nm S-
5 pum

ACN / H,O (50/50) +
5 mmol/L AA

isokratisch

1,0 mL/min

30°C

20 uL

108 bar

Waters 2996 DAD

210 nm

6,5 min

20 ug/mL?/ 19,0 ug/mL®
15 pg/mL°/ 7,9 pg/mL®

iir SIN 2 10; bBerechnung mittels DINTEST gemaR DIN 32645 [350]; “fiir S/N = 3

Zur Bestimmung des Carry-over Effekts wurde in Dreifachbestimmung zunéchst die hochste
Probenkonzentration der Kalibrierung vermessen und im Anschluss daran MeOH als
Blindwert. Der Kalibrierbereich der Methoden wurde jeweils so festgelegt, dass im

Chromatogramm des Blindwertes kein Signal des Analyten auftrat.

Der Matrixeffekt wurde fiir LC-MS Methoden fiir LPA, LPBG und LPT bestimmt. Hierfir
wurden Peptidlosungen (0,6 pg/mL) mit Formulierung (BC oder ME) versetzt, sowie
Peptidlosungen mit Hautextrakt hergestellt (n=3). Die Peakflachen, die fiir Peptid und
internen Standard anhand der Messung der methanolischen Peptidlosung ohne
Matrixbestantdeile erhalten wurden, wurden zu den Peakflachen der matrixhaltigen Proben

ins Verhiltnis gesetzt.
7.1.2. Fliissigkeitsszintillationsmessung

Die Fliissigkeitsszintillationsmessungen wurden mittels 1414 WinSpektral Liquid
scintillation counter fiir Proben der Penetrationsversuche durchgefiihrt, die radioaktiv (°*H

oder 1*C) markiertes Material enthielten. Den radioaktiven Proben wurde jeweils ein
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Szintillator hinzugefiigt. Dieser absorbiert die beim Beta-Minus-Zerfall der Radionuklide 3H
und “C freigesetzten Elektronen und wird somit angeregt. Die Anregungsenergie wird in
Licht umgewandelt, das  mittels Photomultiplier  detektiert = wurde. Zur
Konzentrationsbestimmung in den Proben wurde eine Eichgerade erstellt. Hierfiir wurden
5ul des radioaktiven Materials entnommen und auf 5mL mit MeOH aufgefiillt.
Anschliefiend wurden Aliquote entnommen, eine Losung von 4 g PPO und 0,1 g POPOP in

1 L Toluol als Szintillator hinzugesetzt und per Doppelbestimmung vermessen.
7.1.3. Kapillarelektrophorese

Die Messungen erfolgten an einem BECKMAN/COULTER P/ACE MDQ Molecular
Characterization System mit UV-Detektion. Die verwendete Quarzglaskapillare hatte eine
Gesamtldange von 40,5 cm, eine effektive Linge bis zum Detektor von 31,0 cm und einen
Innendurchmesser von 50 pm. Vor jeder Messung wurde die Kapillare zur vollstindigen
Hydroxylierung der Oberfliche 3 min mit 0,1 Natriumhydroxidlésung gespiilt, dann 2 min
mit entionisiertem Wasser und abschliefend 3 min mit Laufmittel. Tabelle 18 zeigt die
verwendeten Gerdteparameter, Laufmittel und Probenkonzentrationen. Die Messungen
erfolgten in Doppelbestimmung und die Messdaten wurden an der IBM workstation type
6794 37U mit der 32 Karat™ Software ausgewertet [354].

Tabelle 18: Experimentelle Parameter fiir die Bestimmung des IEP mittels CE

Parameter

GEKG

PKEK

Eluent:

Gradientenprogramm:
Injektion
Injektionsdruck:
Spannung:
Temperatur:
Markierung des EOF:
Detektionswellenldnge:

Probekonzentration:

25 %iger Phosphat-Citrat-Puffer nach
Mc lloaine aus 0,2M Dinatrium-
hydrogenphosphat-Dihydrat-L6sung
und 0,1 M Citronensaurelésung [355]

isokratisch

hydrodynamische Injektion fir 10 s
1,0 psi

30 kV

25°C

Aceton

205 nm (GEKG)

250 nm (Aceton)

200 pg/mL GEKG in Wasser

Borat-Puffer nach Sérensen und Clark
aus 0,05 M Natriumborat-Lésung und
0,1 M Salzsaurel6sung [355]

isokratisch

hydrodynamische Injektion fir 10 s
1,0 psi

30 kV

25°C

Dimethylsulfoxid (DMSO)

210 nm (PKEK)

221 nm (DMSO)

500 pg/mL PKEK in Wasser

7.2. Herstellung der Formulierungen

7.2.1. Mikroemulsionen

Zur Herstellung der ME wurde zunachst Wasser mit dem jeweiligen Glykol (PrG, BuG oder
PeG) gemischt. Anschlieffend wurde das Gemisch mit den Emulgatoren und der lipophilen
Komponente in ein Schnappdeckelglas eingewogen. Dies wurde verschlossen und mit
Parafilm abgedichtet. Der Ansatz wurde 1 min bei 2000 rpm homogenisiert und tiber Nacht
auf dem Laborschiittler geschiittelt, damit sich alle Bestandteile 16sen. Bei der Herstellung

der peptidhaltigen Formulierungen wurden die Peptide in der hydrophilen Phase
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(Wasser/Glykol-Gemisch) gelost und diese mit dem Tensidgemisch und der lipophilen

Phase analog zu den peptidfreien Formulierungen weiterverarbeitet.
7.2.2. Cremes

Die Basisformulierungen fiir die Penetrationsversuche von GEKG, PKEK, Pal-GEKG und Pal-
PKEK wurden von der Evonik Industries AG (Essen, D) zur Verfiigung gestellt. Fiir
Formulierungen der Vollprofile (3 Versuchszeiten, n=3), sowie die O0/W-Emulsion mit 2-
Pyrrolidon, die in den Screenings zum Einsatz kam, wurde eine Basisformulierung zur
Verfiligung gestellt, die gegentiber der unmodifizierten O/W-Emulsion 1 nur 50 % Wasser,
sowie kein Glycerol und BuG enthielt. Aus Wasser, BuG, Glycerol und Peptid, sowie
gegebenenfalls 2-Pyrrolidon wurde eine Losung hergestellt. Diese wurde in einer
Abdampfschale in die Creme mittels Pistill eingearbeitet. Durch wiederholtes Abkratzen des
Pistills und der Abdampfschale, sowie erneutem Verriihren, wurde die Peptide homogen in
den Formulierungen verteilt. Fiir die ibrigen Formulierungen der Screenings enthielten die
Basisformulierungen bereits Glycerol, BuG und gegebenenfalls die entsprechenden
Enhancer. Die Peptide wurden jeweils in 5 % Wasser gelost und die Losung, wie bereits
beschrieben, in die jeweilige Basisformulierung eingeriihrt. Die Zusammensetzungen der
fertigen Cremes ist dem Anhang zu entnehmen (Anhang E: Zusammensetzung der O/W-

Emulsionen, ab Seite 137).

Als Standardvehikel fiir LPA, LPBG und LPT wurde BC verwendet. Die Peptide wurden
jeweils in 5 % Wasser geldst und die Losung, wie bereits beschrieben, in die fertige Creme
eingearbeitet. Der Peptidgehalt betrug 1 % (m/m) und die Ansatzgrofde 2 g fiir den HET-
CAM, sowie 3 g fiir die Penetrationsexperimente. Fiir die Extraktionsversuche waren bei
einer Ansatzgrofie von 2 g je nur 0,5 % (m/m) Peptid in den Formulierungen enthalten, um

Material zu sparen.

7.3. Charakterisierung der Peptide
7.3.1. Experimentelle Bestimmung des isoelektrischen Punktes

Zur Bestimmung des IEP wurde Peptidlésungen mittels CE (siehe 7.1.3.
Kapillarelektrophorese, Seite 95) vermessen, wobei der pH-Wert des Laufmittels zwischen 3
und 7 fir GEKG und 6 und 9 fir PKEK variierte. In den resultierenden
Elektropherogrammen wurde die Retentionszeit der Peptide (tm) und der jeweils

eingesetzten Neutralsubstanz (to) bestimmt.

Lglg (1 1 Uew =  Effektive Mobilitat [cm? V' s7']
Hefr = v ) (t_ - t_) Lg Gesamtlange der Kapillare [cm
m 0 Ly Kapillarlange bis zum Detektor [cm]

Retentionszeit des Analyten [s]

V= Messspannung [V]
= Retentionszeit der Neutralsubstanz (EOF) [s]

Gleichung 4: Berechnung der effektiven Mobilitit [195]
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Mit Hilfe von Gleichung 4 wurde die effektive Mobilitdt per der Peptide berechnet und
graphisch gegen den pH-Wert des Laufmittels aufgetragen. Der IEP wurde als derjenige pH-
Wert ermittelt, bei dem die effektive Mobilitat den Wert 0 annimmt.

7.3.2. Bestimmung der Sittigungsloslichkeit

Die Bestimmung der Sittigungskonzentration von Pal-GEKG erfolgte in Sorensen-
Phosphatpuffer [355] verschiedener pH-Werte (5,4; 7,0 und 7,4) in je drei Ansétzen (n = 3).
250 pL Puffer wurden in ein 1,5 mL Eppendorf-Safe-Lock-Tube gefiillt und anschlieBend so
viel Peptid hinzugefiigt, dass ein Bodensatz entstand. Die Proben wurden dann mittels
Vortex-Schiittler eine halbe Stunde durchmischt. Weiteres Peptid wurde hinzugefiigt und
nochmals eine halbe Stunde geschiittelt. Als ndchstes wurden die Proben zentrifugiert und der
Uberstand nach Verdiinnen mit MeOH (1:2500) per HPLC-MS vermessen.

7.3.3. Computergestiitzte Ermittlung physikochemischer Parameter

Fiir die Berechnung verschiedener physikochemischer Parameter der Peptide wurde
MarvinSketch (Calculator Plugins) verwendet [356] und folgende Einstellungen zugrunde

gelegt:

— IEP: pH-Schrittgrofde 0,5

- logP/logDier: Methode ChemAxon (basiert auf Methode von Viswanadhan, Ghose et al.
[203]

- H-Briicken-Donatoren/-Akzeptoren: Schwefelatome und Halogene vom Akzeptor
ausschliefien

— PSA: Schwefel- und Phosphoratome von der Berechnung ausschliefden

7.3.4. Extraktionsversuche

Fiir Extraktionsversuche aus den Formulierungen wurden 2 mg der peptidhaltigen
Zubereitung in ein Reagenzglas abgewogen und mit 5 mL Extraktionsmittel (MeOH-Wasser-
Mischungen: 100 %, 90 %, 70 %, 50 % MeOH) versetzt. Nach Homogenisation mittels
Minishaker wurde die Probe 1h bei Raumtemperatur auf dem Laborschiittler mit
200 U/min bewegt. Bei der Extraktion aus Cremes wurde die Probe zusatzlich 5-10 min im
Ultraschall behandelt und zum Entfernen von Cremeriickstinden spritzenfiltriert. Die
Versuche erfolgten jeweils in Dreifachbestimmung. Versuche mit Blindformulierungen
wurden parallel durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde der Peptidgehalt der Probe in % des
Ausgangsgehalts angegeben. Der Ausgangsgehalt der Formulierung wurde anhand der

eingewogenen Menge Peptid bei der Formulierungsherstellung ermittelt.

Fiir Extraktionsversuche aus Haut wurde bei -32 °C gelagerte Humanhaut (Riicken) in ca.

0,25 cm? grofde Stiicke geschnitten, das subkutane Fettgewebe mittels Skalpell

weitestgehend entfernt und die praparierten Hautstiicke in 1,5 mL Eppendorf-Safe-Lock-
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Tubes platziert. 2 mg peptidhaltige ME wurden epikutan aufgetragen, die Probe 100 min bei
32+1°C inkubiert und anschlieffend mit 1 mL Extraktionsmittel (MeOH-Wasser-Mischungen:
100 %, 90 %, 70 %, 50 % MeOH) versetzt. Nach Homogenisation mittels Minishaker wurde
die Probe eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Laborschiittler mit 200 U/min bewegt
und abschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand wurde verdiinnt und fiir die Quantifizierung
in HPLC-Filter-Vials abgefiillt. Die Versuche erfolgten in Dreifachbestimmung. Ein Versuch
mit Blindformulierung mit 100 % MeOH als Extraktionsmittel wurde parallel durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte analog zu den Formulierungen.

7.3.5. Untersuchung der Peptidstabilitit in Gegenwart von Humanhauthomogenat

Zur Herstellung des HHH wurden die von der Hautklinik zur Verfiigung gestellten
Hautproben (Ohr-, Nabel- und juvenile Vorhaut) vereint und mit fliissigem Stickstoff
eingefroren. Anschlieféend wurde das Hautgemisch mit Hilfe eines Mixers mit Kreuzklinge
zerkleinert und homogenisiert. Das resultierende HHH wurde portionsweise (50-70 mg) in
Protein LoBind Tubes 2 mL iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -32 °C gelagert.
Zur Durchfiihrung der Stabilitdtsuntersuchungen wurde das HHH aus dem Tiefkiihlschrank
entnommen und aufgetaut. Wassrige Peptidlosungen der in Tabelle 19 angegebenen
Konzentrationen und Volumina wurden hinzugefiigt und das Gemisch bei 32°C inkubiert.
Nach verschiedenen Versuchszeiten wurden Proben wie angegeben entnommen und
verdiinnt. Die Quantifizierung der Proben erfolgte mittels LC-MS fiir die palmitoylierten
Peptide, sowie LPA, LPBG und LPT beziehungsweise mittels HPLC-UV fiir GEKG und PKEK.

Tabelle 19: Experimentelle Parameter fiir den Stabilitidtsversuch in Gegenwart von HHH

GEKG Pal- PKEK Pal- LPA LPBG LPT
GEKG PKEK

Volumen der wéssrigen 1500 1800 1500 1500 1500 1500 1500
Peptidlosung [pL]
Anfangskonzentration c, 200 10 200 100 160 160 160
[ng/mL]
Volumen der Probenahme [pL] 100 200 100 100 100 100 100
Probenverdiinnung 1:10 1:1 1:10 1:20 1:20 1:20 1:20
Verdiinnungsmedium MeOH (gegebenenfalls mit internem Standard)

Fiir die Peptide LPA, LPBG und LPT wurden parallel wassrige Peptidlosungen mit 0,02 %
Natriumazid untersucht. Zudem wurde die Stabilitiat der Peptide in wassriger Losung ohne
HHH sowohl bei 32°C, als auch bei Lagerung im Kiihlschrank bei 8 °C verfolgt. Alle

Experimente wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

7.4. Charakterisierung der Mikroemulsionen
7.4.1. pH-Wert Bestimmung

Die pH-Werte der ME wurden mittels pH-Meter durch Dreifachbestimmung ermittelt.
Zwischen den Messungen wurde die Elektrode griindlich mit gereinigtem Wasser abgespiilt

und anschlief3end getrocknet.
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7.4.2. Erstellung der Phasendiagramme

Zur Erstellung der pseudoterndren Phasendiagramme wurden Mischungen, wie unter
Herstellung von ME (7.2.1. Mikroemulsionen) beschrieben, hergestellt. Dabei wurde das
Emulgatorgemisch in 5 %-Schritten vorgelegt und die hydrophile und lipophile Komponente
dann in den verschiedenen Verhdltnissen ebenfalls in 5 %-Schritten erginzt. Nach 24-
stiindigem Schiitteln und zweiwochiger Lagerung erfolgte die visuelle Beurteilung. Klare,
einphasige Mischungen, die optisch isotrop waren, wurden dem Mikroemulsionsgebiet

zugeordnet. Triibe Mischungen und anisotrope Phasen wurden nicht ndher charakterisiert.
7.4.3. Polarisationsmikroskopie

Alle klaren Mischungen des Phasendiagramms wurden mittels Polarisationsmikroskop
untersucht, um optische Isotropie zu bestdtigen. Bei Raumtemperatur wurde jeweils ein
Tropfen der Zubereitung auf einen Objekttriager gegeben, ein Deckglaschen aufgelegt und
die Probe betrachtet.

7.4.4. Rheologische Untersuchungen

Die dynamische Viskositat wurde fiir Zubereitungen verschiedener Verdiinnungsreihen in
den Phasendreiecken bestimmt. Hierfiir wurde mithilfe eines Rotationsviskosimeters mit
Zylindermesszelle und Doppelspalt die Viskositdt bei zunehmender Scherrate von 0,1-
100 s gemessen. Die Temperierung des Systems auf 25,0°C+0,2 °C erfolgte mittels
Peltiersystem. Die Messdaten wurde mit dem Programm Physica RheoPlus erfasst und

ausgewertet [357].

7.4.5. Konduktivititsmessungen

Zur Ermittlung der elektrischen Leitfahigkeit der ME wurde ein Konduktometer mit einer
Zellkonstanten von 1,0 cm™! verwendet. Jede Probe wurde fiinfmal bei Raumtemperatur

(23 °C) vermessen.

7.4.6. Dynamische Differenzkalorimetrie

Fiir die DSC-Messungen wurde das DSC 200 verwendet. Zundchst wurden je 8-14 mg der
Probe in einen Aluminiumtiegel genau eingewogen, der fiir die Messung hermetisch
abgeschlossen war, um das Verdunsten von Wasser zu vermeiden. Dann wurde die Probe
auf 40 °C erwarmt und im Anschluss auf -60 °C mit einer Abkiihlrate von 10 K/min herunter
gekiihlt. Nach der Equilibrierung (5 min) wurde der Tiegel dann auf 120 °C mit einer
Aufheizrate von ebenfalls 10 K/min erwdrmt. Die Messung erfolgte gegen einen
baugleichen, leeren Aluminiumtiegel als Referenz. Das System wurde wahrend der Messung
mit Stickstoff (10 mL/min) gespiilt. Zur Auswertung wurden die resultierenden Kiihlkurven

herangezogen.
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7.4.7. Dynamische Lichtstreuung

Fliir den Versuch wurden die Proben in neue, staubfreie zylindrische Suprasil®
Quarzglaskiivetten gefiillt und gemafd der Methode von Shukla et al. bei einer Temperatur
von 20 °C und Messwinkeln zwischen 30-150° in 10°-Schritten vermessen [287]. Hierfiir
kam das Kompakt-Goniometer ALV/SP-86 mit Photomultiplier-Detektor zum Einsatz. Als
Lichtquelle diente ein Nd:YAG-Laser (A=532nm) mit einer Leistung von 200 mW. Die
mittels digitalem ALV-Korrelator (minimale Messzeit: 12,5 ns) aufgezeichneten Intensitats-
Zeit-Korrelations-Funktionen wurden mit Hilfe des CONTIN-Algorithmus ausgewertet [288,
289]. Als Brechungsindex fiir W/0-ME wurde der Wert 1,438 von IPP verwendet, da es die
dufdere Phase darstellte [358]. Fiir W/0-Systeme wurde als Brechungsindex der Wert 1,332
fiir Wasser zugrunde gelegt. Mit Hilfe des DLS-Konvertierungsprogramms DLSkonv2
wurden hydrodynamische (Rn) Radien berechnet [359].

7.4.8. HET-CAM

Die HET-CAM-Versuche wurden nach Standardprotokoll des Instituts fiir angewandte
Dermatopharmazie e.V. durchgefiihrt [360]. Es wurden natiirlich befruchtete Hiihnereier
(50-60 g) der Rasse ,New Hampshire“ verwendet. Diese wurden nach dem Transport in
Polysterol-ummantelten Behaltnissen iiber acht Tage bei 37 °C und 55 % Luftfeuchtigkeit in
Paletten in einem Brutschrank bebriitet und dabei regelmaf3ig (alle 12 h) mit Ausnahme der
letzten 24 h (9. Bruttag) gedreht. Am 10. Bruttag wurden die Eier einzeln entnommen und in

Polystyrolummantelungen mikrochirurgisch bei Zimmertemperatur prapariert.

Im Bereich der Luftkammer wurde das Ei geéffnet und ein etwa kreisrundes Loch mit einem
Durchmesser von 1,5cm in den schwdcher konvexen Pol mittels Prdpariernadel und
Pinzette geschnitten. Die duflere Eihaut wurde entfernt, um die CAM freizulegen. Nicht
befruchtete Eier (ca. 10-30 %) wurden verworfen. Fiir die Untersuchungen wurden nur Eier

verwendet, die ein gut ausgebildetes Gefafinetz auf der CAM aufwiesen.

Pro Testpriaparation wurden an jeweils sechs Eiern maximal 30 min nach dem Eroéffnen je
300 pl der Probe appliziert. Dann erfolgte eine Beobachtung der Eier iiber insgesamt 5 min
(300 s). Veranderungen der CAM in Form von Hamorrhagie (Blutungen / Extravasation von
Erythrozyten), Gefafllyse (Transparentwerden von Gefdfien) und Koagulation (Stagnieren
des Blutflusses und Zeichen der intravasalen Gerinnung) wurden wahrenddessen
hinsichtlich des zeitlichen Auftretens, sowie des Schweregrades am Ende der
Beobachtungszeit dokumentiert. Der Irritationsscore (IS) wurde mit Hilfe von Gleichung 3

(siehe Seite 46) ermittelt, um die schwere des irritativen Potentials zu bewerten.

Das Ergebnis wurde anhand der folgenden Grenzwerte bewertet: IS < 0,9 kein Hinweis auf
irritatives Potential, IS <4,9 leichtes irritatives Potential, IS <8,9 mafiges irritatives

Potential, IS > 9 starkes irritatives Potential [304, 307]. Als Referenzsubstanzen wurden im
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Test steriles Wasser (ad injectionem) und Natriumlaurylsulfatlosung (1 %) (SLS)
einbezogen. Der Versuchsansatz wurde nur als valide angesehen, wenn die Negativkontrolle
(Aqua ad injectionem) einen IS < 1 und die Positivkontrolle (SLS-Lésung) einen IS > 10 und

< 19 aufwies.

7.5. ex vivo Penetrationsuntersuchungen

Die Penetrationsexperimente wurden an der Diffusionszelle nach FRANZ an exzidierter
Humanhaut durchgefiihrt. Hierfliir wurden die entfernten Gewebestiicke zundchst mit
isotonischer Kochsalzlosung gereinigt und das subkutane Fettgewebe vollstindig entfernt.
Anschliefend erfolgte das Ausstanzen Kreisrunder Segmente (d=20 mm; A=3,1416 cm?).
Diese wurden einzeln in Aluminiumfolie eingewickelt bei -20 °C gelagert. Eine Ubersicht
iiber die in den Penetrationsexperimenten verwendete Haut ist dem Anhang F: Ubersicht
tiber die Penetrationsdaten ab Seite 141 zu entnehmen. Die experimentelle Durchfithrung
der Versuche (n=3), inklusive dem Aufbau der Diffusionszelle [310] ist in Abbildung 55
dargestellt.

d=20mm

3Spender, n=3 A=3,1416cm?
Versuche mit radioaktivem Tracer

WF\\ 5= =~/ D
N

‘ F Versuche ohne radioaktiven Tracer 20 Abrisse = Stratum corneum (SC)
3 Stanzbiopsien je Hautstiick (n=9) 3 Stanzbiopsien je Hautstiick (n=9)

d=6mm
A=0,2827cm?

<>
' !

=1

Donator-Kompartiment

halbfeste Formulierung —
e Wel Wey
Filtergaze

—

Probenentnahme

Stratum corneum (SC)

Akzeptor-Kompartiment
> 10um

Abfluss

Temperiermantel — zum Wasserbad
<— Zufluss

vom Wasserbad

Magnetriihrer

Vitale Epidermis (EP)

— 2>3x2
Vitale Epidermis (EP) 3x20um
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Corium

Corium (DR1 - DRS) - 7x 20 um + 15 x 80 um

- je5 x40 um
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Ll

Stumpf (Stu) Stumpf (Stu)

Diffusionszelle nach Franz

Abbildung 55: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fiir die Penetrationsversuche
(n=3) mit radioaktivem Tracer (griin) und ohne radioaktiven Tracer (blau)

Fiir die Durchfiihrung der Penetrationsversuche wurde die Haut aufgetaut und kondensierte
Fliissigkeit mittels Wattetupfer (Tu) entfernt. Das Akzeptorgefafd der Franz-Zelle wurde mit
20 mL Akzeptorfliissigkeit gefiillt und dann mittels Wasserbad mit Umwalzthermostat auf
32 °C temperiert. Nach Auflegen einer Filtergaze, auf das Akzeptorgefafs wurde darauf das
Hautstlick platziert, sodass die dermale Seite in Kontakt mit der Akzeptorfliissigkeit stand.
Zuvor wurden je 20 mg Creme beziehungsweise 20 pL. ME auf die Haut aufgetragen. Um die

Dicke der Diffusionsschicht moglichst gering zu halten, wurde das Akzeptormedium
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wahrend des Versuchs kontinuierlich mittels Magnetrithrer bewegt. Zum Schutz vor
Verdunstung wurde eine Glasabdeckung lose aufgelegt. Durch dieses Vorgehen kénnen

Okklusionseffekte ausgeschlossen werden.

Nach Ablauf der Versuchszeit (30, 100 oder 300 min) wurde das Hautstlick entnommen und
die auf der Hautoberfliche verbliebene Formulierung mittels Wattetupfer entfernt. Die
Aufarbeitung der Proben unterschied sich bei den Penetrationsversuchen mit radioaktivem

Peptidmaterial gegeniiber den Versuchen ohne radioaktive Markierung.
7.5.1. Penetrationsuntersuchungen mit radioaktiv markiertem Peptidmaterial

Fiir die Penetrationsversuche mit den Peptiden GEKG, Pal-GEKG, PKEK und Pal-PKEK wurde
jeweils radioaktiv markiertes Peptidmaterial verwendet. Die Art der Markierung, sowie die
Eigenschaften der radioaktiven Peptide (spezifische Aktivitit, Konzentration), sowie die
eingesetzten Mengen im Versuch sind in AnhangD: Ubersicht iiber das verwendete
radioaktiv markierte Material, Seite 136 dargestellt. Die radioaktive Gebrauchslésung wurde
jeweils vor Versuchsbeginn auf 20 mg O/W-Emulsion beziehungsweise 20 ul ME gegeben
und der Ansatz stehen gelassen, damit das Losungsmittel verdunstet. Anschlieféend wurde

der Tracer untergemischt.

Als Akzeptorfliissigkeit wurde PBS, pH 7,4 verwendet, um physiologische Bedingungen
nachzuempfinden. Diese wurde durch Losen von 8 g Natriumchlorid, 0,2 g Kaliumchlorid,
1,44 g Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat und 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat in 1L
bidestilliertem Wasser hergestellt. Der pH-Wert wurde mittels 1-molarer Salzsdure und 1-

molarer Natronlauge eingestellt.

Zur Aufbereitung der Haut nach Versuchsende wurde diese auf eine Polystyrol-Platte fixiert
und eine Schablone mit einer Kkreisformigen Aussparung (A=2,0106 cm? d=1,6 cm)
aufgebracht. Von dem freiliegenden Bereich wurde das SC mittels Abrissmethode (Tape
Stripping) entfernt. Dafiir wurden 20 Tesafilmabrisse entnommen und je zwei Abrisse
zusammen in ein Szintillationsmessgefaf? tliberfiihrt. Im weiteren Verlauf wurden von der
Haut drei Stanzbiopsien (A=0,2827 cm?, d=0,6 cm) mit Hilfe einer Kromayer Stanze
entnommen und diese mittels Gefriermikrotom bei -40 °C horizontal in die einzelnen
Hautschichten geschnitten. Es wurden zehn Schnitte mit je 20 um und 15 Schnitte mit je

80 um Dicke angefertigt. Das verbleibende Hautstiick wird als Stumpf bezeichnet.

Fiir die Analytik mittels Flissigkeitsszintillation wurden die Proben, wie in Tabelle 20
angegeben, aufbereitet. Als Szintillator fiir Tupfer, SC-Abrisse, Hautschnitte und Stumpf
diente die PPO-POPOP-Losung in Toluol (siehe 7.1.2. Fliissigkeitsszintillationsmessung,

Seite 94). Fiir wassrige Losungen wurde Hionic-Fluor als Szintillator verwendet.
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Tabelle 20: Probenaufbereitungsschema fiir die Fliissigkeitsszintillationsmessung

Probe Probenaufbereitung Gefa

Tupfer 1 mL MeOH + 2 mL Szintillator Pico Glass Vial (6 mL)

SC-Abrisse 4 mL MeOH + 2 mL Szintillator Econo Glass Vial (20 mL)

Hautschnitte Inkubation in 100 pL Soluene® fiir 12 h, Pico Glass Vial (6 mL)
dann 1 mL MeOH + 1 mL Szintillator

Stumpf Inkubation in 500 yL Soluene® fiir 12 h, Pico Glass Vial (6 mL)
dann 1 mL MeOH + 2 mL Szintillator

Gaze 20 mL Hionic-Fluor als Szintillator Econo Glass Vial (20 mL)

Akzeptor 20 mL Hionic-Fluor als Szintillator Econo Glass Vial (20 mL)

Querschnittsproben des verwendeten Hautmaterials wurden im Voraus mikroskopisch
untersucht und die Dicke der vitalen Epidermis und des Coriums bestimmt. Da die
durchschnittliche Dicke der vitalen Epidermis 62 um betrug, wurden die ersten drei
Hautschnitte (60 um) diesem Kompartiment zugeordnet. Die librigen Hautschnitte wurden

der Dermis zugeordnet. Alle Schnitte wurden einzeln analysiert.
7.5.2. Penetrationsuntersuchungen ohne radioaktiv markiertes Peptidmaterial

Bei den Penetrationsversuchen ohne radioaktives Peptidmaterial wurden die drei
Stanzbiopsien (A =0,2827 cm?, d = 0,6 cm) direkt nach Entnahme der Haut von der Franz-
Zelle gewonnen. Analog zu den Versuchen mit radioaktivem Material wurden die Stanzen
mittels Gefriermikrotom bei -40 °C in die einzelnen Hautsegmente geschnitten. Allerdings
wurde ein anderes Schnittschema verwendet, das in Tabelle 21 dargestellt ist. Weiterhin

sind die iibrigen Proben und die jeweiligen Extraktionsvolumina darin aufgefiihrt.

Tabelle 21: Aufbereitung der Penetrationsproben im Versuch ohne radioaktives Peptidmaterial

Probe / Hautsegment Medium Extraktionsvolumen
nicht penetrierter Anteil Tupfer 2,0 mL

SC 1 Schnitt a 10 ym 0,3mL
vitale Epidermis (EP) 4 Schnitt a 20 pm 0,3 mL
Dermis 1-5 (DR 1-5) jeweils 5 Schnitt a 40 ym 0,1 mL
Stumpf (Stu) verbleibendes Hautstlick 0,1 mL
permeierter Anteil Filtergaze 2,0 mL
permeierter Anteil Akzeptorflissigkeit (Ak) direkt vermessen

Die zum gleichen Hautsegment gehdérenden Schnitte wurden in 1,5mL (SC und EP)
beziehungsweise 0,5 mL (DR1, DR2, DR3, DR4, DR5, Stu) Eppendorf Safe-Lock Gefafde
tiberfiithrt. Das Akzeptormedium wurde in ein dicht verschlief3bares Gefafd gefiillt und
Tupfer, sowie Gaze in Probenrohrchen mit Schraubkappe gelagert. Alle Proben wurden bis
zur Aufarbeitung und Vermessung mittels LC-MS bei -20 °C tiefgefroren. Der Zeitraum bis
zur Aufarbeitung der Proben wurde auf maximal vier Tage begrenzt, um einen moglichen

Peptidabbau in Gegenwart von Hautbestandteilen zu minimieren.
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Tabelle 22: Ubersicht iiber die verwendeten Extraktionsmittel

Peptid Extraktionsmittel fiir die Formulierungen Extraktionsmittel fiir Hautprobe
(Gehaltsbestimmung und Tupfer)

LPA MeOH/H,0 (90/10) (V/V) MeOH/H,0 (90/10) (V/V)

LPBG BC: MeOH MeOH/H,0 (90/10) (V/V)
ME: MeOH/H,0 (90/10) (V/V)

LPT MeOH MeOH

Tupfer, Gaze und die Hautproben wurden fiir die Analytik, wie in Tabelle 21 beschrieben,
mit den in Tabelle 22 aufgefiihrten Extraktionsmitteln versetzt und iiber Nacht auf dem
Laborschiittler bei 200 U/min bewegt. Die Hautproben wurden anschlieffend 5 min bei
14500 rpm zentrifugiert und in HPLC-Gewindeflaschen mit Insert und Schraubkappe,
inklusive Dichtscheibe, abgefiillt. Die Gazeextrakte wurden zuvor spritzenfiltriert. Die
Tupferextrakte wurden 1:10 mit dem jeweiligen Extraktionsmittel verdiinnt und ebenfalls
in HPLC-Gewindeflaschen abgefiillt. Das Akzeptormedium (Wasser) wurde zundchst ohne

weitere Aufarbeitung der Analytik zugefiihrt.

Lag die Konzentration im Gazeextrakt und im Akzeptormedium unterhalb der LOQ, wurden
die Proben unter Stickstoffbegasung bei 40°C eingedampft und in geeignetem
Extraktionsmittelvolumen resolvatisiert. War die Konzentration grofder als der
Kalibrierbereich oder traten in den Chromatogrammen iiberlagernde Signale von
Matrixbestandteilen auf, wurde die Probe verdiinnt. Die jeweilige Aufbereitung der

Gazeextrakte und Akzeptoren ist in Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: Aufbereitung der Gazeextrakte und Akzeptormedien im Penetrationsversuch ohne
radioaktives Peptidmaterial

Versuch Gazeextrakte Akzeptormedium

LPA in BC 750 pL eingedampft, in 250 pL resolvatisiert 1000 pL eingedampft, in 300 pL resolvatisiert
LPA in ME 1:1 verdunnt direkt vermessen

LPBG in BC 900 pL eingedampft, in 300 pL resolvatisiert 1000 pL eingedampft, in 300 pL resolvatisiert
LPBG in ME 1:1 verdunnt 1:1 verdunnt

LPT in BC 800 pL eingedampft, in 400 pL resolvatisiert 1000 pL eingedampft, in 300 pL resolvatisiert
LPT in ME direkt vermessen direkt vermessen

7.6. Auswertung und Statistik

Die Daten der Penetrationsuntersuchungen wurden mit einfaktorieller Varianzanalyse (one-
way ANOVA) statistisch ausgewertet [361]. Anschlieffend wurde zum Vergleich der Daten
der Dunnett's Test als Post-Hoc Analyse durchgefiihrt, der Unterschiede zwischen
Mittelwerten von Kontrollen gegen mehrere alternative Behandlungen nachweist [362].
Unterschiede mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet, die mit p < 0,01 als

statistisch hochsignifikant.
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7.7. Gerate und Hilfsmittel

7.7.1. Laborgerite

Abdampfgerat

Analysenwaage AG 204 Delta Range® (METTLER TOLEDO GmbH, Gief3en, D)
Brutschrank (HET-CAM)

Dynamisches Differenz-Kalorimeter DSC 200 (Netzsch-Geratebau GmbH, Selb, D)
Eppendorf Research Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg, D)
Flussigkeitsszintillationszahler WINSPECTRAL 1414 (Wallac-ADL-GmbH, Freiburg, D)
Franz-Diffusionszellen (Crown Glass Company INC, Somerville, New York, USA)
Gefriermikrotom Modell: 1206 (Jung Frigomobil, Heidelberg, D)

HPLC: Agilent HP 1100 Series mit Autosampler, bindrer Hochdruckgradientenpumpe und UV-
DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, D)

HPLC: SpectraSystem P 4000 und Autosampler AS 3000 (Thermo Electron GmbH, Karlsruhe, D)

HPLC: Waters Delta 600 mit Waters 600 Controller Pumpe, Autosampler Waters 717 plus,
Saulenthermostat und Waters 2996 Photodiodenarray-Detektor (Waters GmbH, Eschborn, D)

HPLC- Sdule 125/4 Nucleosil® 300-7 Protein C-4 (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, D)
HPLC- Sdule HILIC YMC 150 x 3 mm ID, 12 nm S-5 pm (YMC Europe GmbH, Dinslaken, D)

HPLC- Sédule Trentec Reprosil-Pur 120 C18-AQ 3 pm column, 125 mm x 2.0 mm mit Vorsdule
10 x 2.0 mm (Trentec-Analysentechnik, Gerlingen, D)

HPLC-Saule YMC ODS AQ 125 x 2,1 mm ID, 20 mm S-3 um (YMC Europe GmbH, Dinslaken, D)

Inkubator: Spezialanfertigung (Mechanische Werkstatt, Institut fiir Pharmazie, Martin-Luther-
Universitiat Halle-Wittenberg, Halle, D)

Ionenfallenspektrometer Finnigan LCQ mit ESI-Interface (Thermo Fisher, Egelsbach, D)

Kapillarelektrophorese: BECKMAN/COULTER P/ACE MDQ Molecular Characterization System
(Brea, USA)

Kompakt-Goniometer ALV/SP-86 (ALV-Laser Vertriebsgesellschaft, Langen, D)

Konduktometer Cyberscan Con 11 (Eutech Instruments Europe B.V. - Part of Thermo Fisher
Scientific, Landsmeer, NL)

Kromayer Stanze (Typ: 1006; Stiefel-Laboratorium, Offenbach, D)

Magnetriithrer Typ R3T Variomag® Elektronikriihrer Poly 15 (MLW Riihrgeratewerk Medingen,
Freital, D)

Mixer mit Kreuzklinge: Mr. Magic, Modell 3186-1 (DS-Produkte GmbH, Gallin, D)
Nd:YAG-Laser (ADLAS GmbH, Weil im Schénbuch, D)

Peltiersystem (Anton Paar GmbH, Graz, A)

pH 1120 Portables pH-Messgerat (METTLER TOLEDO GmbH, Gief3en, D)

pH-Elektrode Knick SE 101 (Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG, Berlin, D)
Polarisationsmikroskop (Zeiss Axiolab Pol, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, D)

Rotationsviskosimeter mit Zylindermesszelle und Doppelspalt Typ MCR 501 (Anton Paar GmbH,
Graz, A)
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Schiittelapparat mit Hin- und Herbewegung GFL® 3006 (GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH, Burgwedel, D)

Tiefkiihlschrank

Ultraschallreinigungsgeradt Sonorex Super RK 255 H (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, D)

Wasserbad mit Umwalzthermostat (Typ: B3/DC1; Haake, Karlsruhe, D)

Vortex-Schiittler IKA® MS 2 Minishakers (IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D)
Vortex-Schiittler neoLab® 7-2020 (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg)
Vortex-Schiittler REAX top (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, D)
Zentrifuge mini Spin plus (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Zentrifuge VWR 1814 (VWR International GmbH, Darmstadt, D)

7.7.2. Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 mL (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Eppendorf LowBind Tubes 2,0 mL (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Filter Discs, ® 110 mm (Munktell & Filtrak GmbH, Barenstein, D)

Gaze Sartolon Polyamid, Porengroéfie 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, D)

HPLC-Filter-Vials: Mini-UniPrep™ Syringeless Filters, 0,45 um RC (GE Healthcare UK Limited,
Buckinghamshire, UK)

HPLC-Gewindeflaschen 1,5 mL, braun, 32x11,6 mm (VWR International GmbH, Darmstadt, D)
Injekt® Einmalspritzen, 2 mL und 5 ml (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D)

Micro-Inserts 0,15 mL, 5x31 mm fiir HPLC-Gewindeflaschen (VWR International GmbH,
Darmstadt, D)

Parafilm M (Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA)
Petrischale mit Nocken 35x10 mm (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D)

Pipettenspitzen Standard UNIVERSAL 1-100 pL und 100-1000 pL (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D)

Probenrdhrchen mit Schraubkappe (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D)

Protein LoBind Tubes 2 mL (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Quarzkapillare fiir Kapillarelektrophorese (Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, D)
Quarzkivette Suprasil® (zylindrisch), d = 10 mm (Hellma, Miillheim, D)
Rotilabo®-Reagenzglidser @ 16 mm, 100 mm (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D)
Schraubkappe 8 mm fiir HPLC-Gewindeflasche (VWR International GmbH, Darmstadt, D)
Septen/Dichtscheibe @ 8 mm, Dicke 1,3 mm, Harte 45° (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D)
Spritzenvorsatzfilter PERFECT Flow® PTFE 0,45 pm (WiCom GmbH, Heppenheim, D)
Szintillationsmessgefaf: Econo Glass Vial (Canberra-Packard GmbH, Dreieich, D)
Szintillationsmessgefaf3: Pico Glass Vial (Canberra-Packard GmbH, Dreieich, D)

Wattetupfer 150 mm lang (neo lab, Heidelberg, D)
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7.7.3. Biologisches Material

Die fiir die HET-CAM-Versuche verwendeten Hiihnereier (50-60g) der Rasse ,New
Hampshire“ wurden am Legetag durch das Nutztierwissenschaftliche Zentrum der Martin-

Luther-Universitat Halle-Wittenberg bereitgestellt.

Die verwendete Humanhaut (Mamma-, Ohr-, Nabel-, Riicken- und juvenile Vorhaut) wurde

von der Universitatsklinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie, Abteilung

Experimentelle

Verfligung gestellt.

7.8. Chemikalien
[*H]-Palmitoyl-GEKG-OH
[*H]-Palmitoyl-PKEK-OH
[*H]-PKEK-OH
[Gly-1-14C]-GEKG
1,3-Butandiol

Aceton

Acetonitril

Aerosil 200
Aluminiumstearat
Ameisensaure
Ammoniumacetat
Basiscreme DAC
Chinidin

Citronensiure, wasserfrei
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat

GEKG

Gelatine, weif}, gemahlen
Glycerin

Hionic Fluor

Hydriol PGC.3

Hydriol PGO

Hydrocortisonbutyrat (mikron.)

ISOLAN® GO 33
ISOLAN® GPS
ISOLAN® PDI
[sopropylpalmitat

LPA
LPBG
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Dermatologie

der Martin-Luther-Universitat

RC Tritec AG, Teufen, CH
RC Tritec AG, Teufen, CH
RC Tritec AG, Teufen, CH

Perkin Elmer Life and Analytical Science Inc., Boston, USA

Fagron GmbH, Barsbiittel, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

HiPerSolv CHROMANORM, VWR International, Leuven, B

Degussa AG, Frankfurt (Main), D

Caesar & Loretz GmbH, Hilden, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Bombastus-Werke AG, Freital, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Bachem AG, Bubendorf, CH

RUF Lebensmittelwerk KG, Quakenbriick, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Canberra-Packard GmbH, Dreieich, D
Hydrior AG, Wettingen, CH

Hydrior AG, Wettingen, CH

Synopharm GmbH, Barsbiittel, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Cognis GmbH, Diisseldorf, D

EMC microcollections GmbH, Tiibingen, D
EMC microcollections GmbH, Tiibingen, D

Halle-Wittenberg



7. Experimenteller Teil

LPT

Methanol (Penetration,
radioaktiv)

Methanol
Mometasonfuroat
Natriumazid
Natriumborat
Natriumhydroxid
Pal-GEKG

Pal-PKEK
Phosal® 50 SA+
Phosal® 53 MCT
Phospholipon® 90 G
PKEK

POPOP

PPO

Salzsaure
Soluene®
Soluphor® P
Span 80

TEGO® Care PL 4
TEGO® SMO V
TEGOSOFT® DC
TEGOSOFT® P
Toluol

Wasser, gereinigt

Weifles Wachs

EMC microcollections GmbH, Tiibingen, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

HiPerSolv CHROMANORM, VWR International, Leuven, B
Hermal, Reinbeck, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Bachem AG, Bubendorf, CH

Bachem AG, Bubendorf, CH
PHOSPHOLIPID GmbH, Kéln, D
PHOSPHOLIPID GmbH, Kéln, D
PHOSPHOLIPID GmbH, Kéln, D
Bachem AG, Bubendorf, CH

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Canberra-Packard GmbH, Dreieich, D
BASF, Ludwigshafen, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Evonik Industries AG, Essen, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Hausleitung des Instituts fiir Pharmazie der Martin-Luther-
Universitiat Halle-Wittenberg
Fagron GmbH, Barsbiittel, D
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9. Anhang

Anhang A: Eigenschaften der Mikroemulsionsbestandteile

Um beurteilen zu kénnen, wie die Bestandteile der ME1 und ME2 in den Systemen
angeordnet sind, ist es notwendig, deren physikochemische Eigenschaften und Struktur zu
kennen. Daher werden diese nachfolgend vorgestellt. Weiterhin werden die
Anwendungsgebiete der Hilfsstoffe beleuchtet, sodass deutlich wird, ob diese als
Bestandteile von ME fiir den kosmetischen und pharmazeutischen Bereich geeignet sind. Die

dazugehorigen Strukturformeln sind in Abbildung 56 dargestellt.

Sorbitanmonooleat Polyglycerol-4-laurat [293]
HO OH CHy o/\(\o
OH o. CH;
o P Ho/\) \n/\/\/\/\/\/
- APs
OH

Polyglycerol-3-oleat Polyglycerol-3-caprat

ol oH oti CH3 OH OH OH
[} o

1,3-Butylenglykol 1,2-Pentylenglykol Isopropylpalmitat

OH o CH;

OH
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HO CH;, CH, HyC 07 cH,

Abbildung 56: Strukturformeln der Bestandteile von ME1 und ME2

Sorbitanmonooleat (Ph. Eur.: Sorbitani oleas; INCI: Sorbitan Oleate; Handelsnamen:
TEGO® SMO V / Span 80; Summenformel: C24H4406; M: 428,6 g/mol) ist ein fliissiger, gelb-
bis bernsteinfarbener, nichtionischer W/0-Emulgator mit typisch fettartigem Geruch und
einem leicht bitteren bis butterdhnlichen Geschmack. Der HLB-Wert liegt bei 4,3. Es ist
unloslich, jedoch dispergierbar in Wasser, mischbar mit Ethanol (96 %), sowie 16slich in
Isopropanol, Paraffinél, tierischen und pflanzlichen Olen. Die dynamische Viskositit betragt
bei 25 °C 800-1200 mPa-s und die Dichte bei 20 °C circa 1 g/cm3. Sorbitanmonooleat gehort
zur Klasse der Sorbitanfettsdureester. Dabei handelt es sich um Mischungen partieller
Fettsdureester des Sorbitols, sowie seiner Mono- und Dianhydride mit verschiedenen
Fettsduren (0l-, Palmitin- und Stearinsidure). Die fiir den Namen verwendete Olsiure stellt
in diesem Fall mit mindestens 65 bis 88 % den Hauptanteil dar. Es wird in Lebensmitteln,
Arzneimitteln (Cremes, Gele, Kapseln und Tabletten) und Kosmetika (0,1-5,0 %, vereinzelt
bis 25 %) eingesetzt [263, 296, 337, 338, 363, 364]. In der ME1 nimmt das hydrophobe
Sorbitanmonooleat den grofderen Emulgatoranteil an und wird daher die Phasenlage der ME

bestimmen. Dennoch sind Uberginge zu bikontinuierlichen Systemen méglich.

Polyglycerol-4-laurat (INCI: Polyglyceryl-4 Laurate, Handelsname: TEGO® Care PL 4;
Summenformel: C24H48010; M: 496 g/mol) gehort zur Gruppe der PGFE. Es ist eine farblose,
viskose Substanz. Als nichtionogener O/W-Emulgator (HLB ~ 11) wird es zur Stabilisierung
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von Emulsionen und Lotionen in der kosmetischen Industrie in Konzentrationen bis 0,47 %
eingesetzt. Auflerdem ist es zur Herstellung von ME geeignet. Die dynamische Viskositit
betragt bei 25 °C ca. 38000 mPa-s und die Dichte bei 20 °C 1,11 g/cm3. Es ist wasserldslich
und schmilzt zwischen 0-16°C [223, 225, 242-244, 264, 338]. In der ME1 nimmt
Polyglycerol-4-laurat den kleineren Emulgatoranteil ein. An der Grenzschicht zwischen
hydrophiler und lipophiler Phase kann es sich zwischen die Sorbitanoleat-Molekiile lagern,

die Kriimmung und Fluiditdt erh6hen und somit die Grenzflachenstabilitat reduzieren.

Polyglycerol-3-oleat (INCI: Polyglyceryl-3 Oleate, Handelsname: ISOLAN® GO 33;
Summenformel: Cy7H5,0g; M: 504,7 g/mol) ist ebenfalls der Gruppe der PGFE zuzuordnen.
Allerdings ist der Polyglycerolrest in diesem Fall mit einer ungesattigten Fettsdure verestert.
Zur Herstellung von Polyglycerol-3-oleat werden natiirliche Rohstoffe verwendet. Es
handelt sich um eine gelblich, viskose Fliissigkeit von schwachem Geruch und einer Dichte
von ca. 0,9 g/cm3 (bei 20 °C). Es ist unldslich in Wasser und wird als nichtionogener W/0O-
Emulgator (HLB ~ 5) in Konzentrationen bis 1,5 % zur Stabilisierung von kosmetischen und
pharmazeutischen Emulsionen benutzt. Der Hersteller empfiehlt Einsatzkonzentrationen
von 2,5-4,0 %. Auflerdem wird es in der Nahrungsmittelindustrie verwendet. Aufgrund
seiner solubilisierenden Eigenschaften fiihrt es zur besseren Bioverfiigbarkeit von
Ciclosporin nach oraler Applikation und ist folglich in Weichkapseln mit diesem Wirkstoff
(Ciclosporin Pro) enthalten. Im technischen Bereich wurde Polyglycerol-3-oleat bereits
erfolgreich zur Herstellung von ME eingesetzt [223, 365-369]. In ME2 lagert sich der

Emulgator an die Grenzflache zwischen hydrophiler und lipophiler Phase.

Polyglycerol-3-caprat (INCI: Polyglyceryl-3 Caprate, Handelsname: Hydriol® PGC.3,
TEGOSOFT® PC 31; Summenformel: C19H3g0s, M: 394,5 g/mol) ist ein PGFE mit gesattigter
Fettsdure. Es ist eine gelbe, viskose Substanz von charakteristischem Geruch mit einer
Dichte von ca. 1 g/cm3 (bei 25 °C) und einer dynamischen Viskositat von 3100-4100 mPa-s
(bei 25°C). Polyglycerol-3-caprat ist dispergierbar in Wasser und in Ethanol loslich.
Aufgrund seiner riickfettenden und hautglattenden Eigenschaften wird der nichtionogene
0/W-Emulgator (HLB ~ 10) in kosmetischen Formulierungen verarbeitet. In Shampoos und
Duschgelen tragt es zur Viskositatserhohung bei [266, 370]. In ME2 wird es zwischen den
Polyglycerol-3-oleat-Molekiilen lokalisiert sein und dort die Kriimmung und Fluiditit der
Grenzflaiche erhohen. Aufgrund des fast ausgeglichenen Verhdltnisses gegeniiber dem
hydrophoben Emulgator (Oleat:Caprat, 2:3) wird angenommen, dass neben W/0-ME auch
bikontinuierliche und O/W-ME mit dem Emulgatorgemisch herstellbar sind.

Bei 1,3-Butandiol (INCI: Butylene Glycol, Summenformel: C4H1002; M: 90,12 g/mol) handelt
es sich um eine farblose, hygroskopische, viskose Fliissigkeit. Der zweiwertige Alkohol ist
sehr gut in Wasser und Alkoholen léslich. In Ether und fetten Olen ist es hingegen unléslich.
Die Dichte betragt 1,001£0,06 g/cm3 und die dynamische Viskositat bei 25 °C 121 mPa-s. Es

besitzt  solubilisierende  Eigenschaften und bewirkt aufgrund seines guten
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Verteilungsvermogens eine bessere Verteilung des Konservierungsmittels in einer
Formulierung. Zudem verfiigt es selbst iiber konservierende Eigenschaften. Es wirkt gegen
gram-positive und -negative Organismen, sowie Schimmel- und Hefepilze. Anwendung
findet es als Feuchthalte- und Losungsmittel, sowie Co-Tensid. In kosmetischen und
pharmazeutischen Formulierungen ist es in Konzentrationsbereichen zwischen 0,00007 %
bis 89 % enthalten. In MEs kann es als Zusatz zur hydrophilen Phase zu einem vergrofierten
isotropen Bereich innerhalb des Phasendiagramms beitragen [245, 297, 338, 366, 371-374].
Moglicherweise lagert sich ein geringer Anteil an der Grenzflaiche zwischen die hydrophilen
Kopfgruppen der Emulgatoren an und erhoht dort die Fluiditat. Als relativ kurzkettiges
Glykol wird sich 1,3-Butandiol jedoch vermutlich iiberwiegend in der Wasserphase

aufhalten und kann in ME1 somit zur Solubilisierung der Peptide beitragen [246].

1,2-Pentandiol (INCI: Pentylene Glycol, Summenformel: CsH1202; M: 104,1 g/mol) ist eine
farblose, klare, viskose Fliissigkeit mit einer relativen Dichte von ca. 0,97 g/cm3 [375]. Wie
1,3-BuG wirkt es solubilisierend und wird daher als Cosolvens in kosmetischen
Formulierungen (bis zu 5 %), aber auch in ME eingesetzt [300, 376]. 1,2-PeG penetriert
selbst gut in die Haut (57,1 %) und wirkt penetrationsfordernd fiir sowohl lipophile, als
auch hydrophile Substanzen [63, 70, 300, 341]. In ME2 kann es sich einerseits in der
hydrophilen Phase aufhalten und dort die Peptide solubilisieren. Weiterhin ist aufgrund der

Kettenldnge eine Einlagerung in die emulgatorreiche Grenzschicht anzunehmen [246].

IPP (INCI: Isopropyl Palmitate, Handelsname: TEGOSOFT® P, Summenformel: C19H3802, M:
298 g/mol) ist eine olige, farb- und geruchlose, oxidations-stabile Fliissigkeit. Es gehort zur
Gruppe der fliissigen synthetischen Wachse, wobei es den Isopropylester der Palmitinsdure
darstellt. Die dynamische Viskositat betragt 5-6 mPa-s bei 20 °C und die Dichte 0,854 g/cm3.
Mischbar ist es mit pflanzlichen Olen und Fette, sowie Mineralolen. In Wasser, Glycerin und
PrG ist es nicht 16slich. IPP wird als lipophile Komponente in Dermatika eingesetzt - sowohl
in kosmetischen Formulierungen (bis 60 %) als auch in Arzneimitteln. Es besitzt ein gutes
Spreitungs- und Permeationsvermogen und wird leicht von der Haut aufgenommen, ohne
einen fettigen Glanz zu hinterlassen. Aufderdem wirkt es penetrationsférdernd fiir lipophile
Substanzen [301, 337, 338,363,366, 377].
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Anhang B: Zusammensetzung der Mikroemulsionen fiir die
physikochemische Charakterisierung

In Tabelle 24 ist die prozentuale Zusammensetzung der ME entlang der Dilutionsreihen a-e

aufgefiihrt.

Tabelle 24: Zusammensetzung der ME entlang der Dilutionsreihen a bis e (TC PL4 = Tego Care PL4,
HPGC.3 = Hydriol PGC.3, H,0 = Wasser); Mengenangaben in % (m/m)

Mischung Emulgatorgemisch Hydrophiler Anteil Lipophiler Anteil
Tego SMO V Isolan GO 33 H,O/BuUG (1:1)  H,O/PeG (2:1) IPP
TC PL4 (1:2) HPGC.3 (2:3)
a' 25,0 % 5,0 % 70,0 %
a’=p' 25,0 % 10,0 % 65,0 %
a’ 25,0 % 15,0 % 60,0 %
a* 25,0 % 20,0 % 55,0 %
a’ 25,0 % 25,0 % 50,0 %
a 25,0 % 30,0 % 45,0 %
b° 20,0 % 10,0 % 70,0 %
b? 30,0 % 10,0 % 60,0 %
b° 40,0 % 10,0 % 50,0 %
b* 50,0 % 10,0 % 40,0 %
b° 60,0 % 10,0 % 30,0 %
c' 25,0 % 5,0 % 70,0 %
¢’ 30,0 % 10,0 % 60,0 %
¢ 35,0 % 15,0 % 50,0 %
¢ 40,0 % 20,0 % 40,0 %
c’=d? 45,0 % 25,0 % 30,0 %
c? 50,0 % 30,0 % 20,0 %
c=é 55,0 % 35,0 % 10,0 %
d’' 40,0 % 25,0 % 35,0 %
d® 50,0 % 25,0 % 25,0 %
d*=¢' 55,0 % 25,0 % 20,0 %
e’ 55,0 % 30,0 % 15,0 %
e’ 55,0 % 40,0 % 5,0 %

134



9. Anhang

Anhang C: HET-CAM-Ergebnisse

Einen Uberblick iiber die Teilergebnisse aus den HET-CAM-Versuchen mit den Sekunden,

die bis zum Auftreten der irritativen Ereignisse vergangen sind, bieten die Tabelle 25 bis
Tabelle 27.

Tabelle 25: HET-CAM-Ergebnis der visuellen Beobachtung der CAM nach Applikation der ME1 und
ME2 ohne Peptid, sowie ME mit je 1 % der Peptide GEKG und PKEK - Sekunden bis Eintritt der

Ereignisse Himorrhagie (H), Gefifilyse (L) und Gerinnung (C); Wdh.: Wiederholungsversuch,
n.b. = nicht beobachtet

Ei- ME1 ME2 GEKG in ME1 GEKG in ME1, Wdh. PKEK in ME1
Nr. Sekunden bis Sekunden bis Sekunden bis Sekunden bis Sekunden bis
Ereignisbeginn Ereignisbeginn Ereignisbeginn Ereignisbeginn Ereignisbeginn

H L (o3 H L (o3 H L (o3 H L (o3 H L (o3
1 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. nb. nb. nb.
2 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. nb. nb. nb. nb.
3 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 241 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. nb. nb. nb.
4 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 245 n.b. n.b. n.b. n.b. nb. nb. nb. nb.
5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. nb. nb. nb.
6 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. nb. nb. nb. nb.

Tabelle 26: HET-CAM-Ergebnis der visuellen Beobachtung der CAM nach Applikation der ME1 mit
je 1% der Peptide LPA, LPBG und LPT - Sekunden bis Eintritt der Ereignisse Himorrhagie (H),
Gefifilyse (L) und Gerinnung (C); Wdh. = Wiederholungsversuch, n.b. = nicht beobachtet

Ei-Nr. LPA in ME1 LPBG in ME1 LPT in ME1 LPT in ME1, Wdh.

Sekunden bis Sekunden bis Sekunden bis Sekunden bis
Ereignisbeginn Ereignisbeginn Ereignisbeginn Ereignisbeginn

H L Cc H L Cc H L Cc H L (]

1 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 138 n.b. n.b.

2 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 87 n.b. n.b. 102 n.b. n.b.

3 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 47 n.b. n.b.

4 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 121 n.b. n.b. 74 n.b. n.b.

5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 82 n.b. n.b. 92 n.b. n.b.

6 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

Tabelle 27: HET-CAM-Ergebnis der visuellen Beobachtung der CAM nach Applikation der BC ohne
Peptid und mit je 1% der Peptide LPA, LPBG und LPT - Sekunden bis Eintritt der Ereignisse
Hamorrhagie (H), Gefafllyse (L) und Gerinnung (C); n.b. = nicht beobachtet

Ei-Nr. BC LPA in BC LPBG in BC LPT in BC
Sekunden bis Sekunden bis Sekunden bis Sekunden bis
Ereignisbeginn Ereignisbeginn Ereignisbeginn Ereignisbeginn
H L Cc H L Cc H L Cc H L (]
1 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
2 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
3 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
4 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
6 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
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Anhang D: Ubersicht iiber das verwendete radioaktiv markierte Material

Tabelle 28: Eigenschaften des radioaktiven Materials

Peptid GEKG Pal-GEKG PKEK Pal-PKEK
Radioaktive Markierung [Gly-1-"*C]-GEKG [*H]-Palmitoyl- [*H]-PKEK-OH [*H]-Palmitoyl-
GEKG-OH PKEK-OH

Radiochemische Reinheit >99 % >98 % >98 % >98 %

Spezifische Aktivitat 56,1 mCi/mmol 62 Ci/mmol 35,8 Ci/mmol 75 Ci/mmol

Konzentration 0,93 mCi/mL 0,5 mCi/mL 0,5 mCi/mL 0,5 mCi/mL

Losungsmittel Wasser/Ethanol Ethanol Wasser/Ethanol Ethanol
(1:1) (1:1)

Eingesetztes Volumen pro 5L 40 pL 40 pL 40 pL

Hautstiick

Stoffmenge des Tracers pro 0,08 ymol 0,32 nmol 0,56 nmol 0,27 nmol

Hautstiick

Gehalt des Tracers in der 1613,8 ppm 10,1 ppm 14,0 ppm 9,9 ppm

Formulierung
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Anhang E: Zusammensetzung der O/W-Emulsionen

Tabelle 29 zeigt die quantitative Zusammensetzung der O/W-Emulsionen, die im 1.
Screening mit GEKG untersucht wurden. Formulierung 1 ist die Standard-O/W-Emulsion
ohne zusatzlichen Enhancer, die auch fiir die Vollprofile (Kapitel 5.1.1. GEKG, 5.1.2. PKEK,
5.2.1. Palmitoyl-GEKG und 5.2.2. Palmitoyl-PKEK) verwendet wurde. Die Formulierungen 2-

8 enthalten jeweils 5 % verschiedener Enhancer.

Tabelle 29: Zusammensetzung der Formulierungen fiir das 1. Screening mit GEKG

Substanz INCI Menge in % (m/m)
(Handelsname) Formulierung
1 2 3 4 5 6 7 8
Tego® Care 450 Polyglyceryl-3 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Methylglucose
Distearate

Tego® Alkanol 18
TEGIN® M Pellets

Stearyl Alcohol
Glyceryl Stearate

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

TEGOSOFT® TN C12-15 Alkyl Benzoate 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5
TEGOSOFT® CT Caprylic/Capric 9,5 4,5 9,5 9,5 9,5 9,5 85 85
Triglyceride
1,3-Butandiol Butylene Glycol 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Glycerin Glycerin 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 >
WB 4662 Glyceryl 5,0 =
[
Caprylate/Caprate ?;,
(2.0x) 5
WB 4661 Glyceryl 5,0 %
Caprylate/Caprate o
(1.5x) ;
TEGOSOFT® PC31 Polyglyceryl-3 Caprate 5,0
TEGO® Care PL4 Polyglyceryl-4 Laurate 5,0
TEGO® Cosmo P813  Polyglyceryl-3 5,0
Caprylate
1,2-Pentandiol Pentylene Glycol 5,0
Soluphor P 2-Pyrrolidone 5,0
Wasser Aqua 65,2 65,2 60,2 60,2 60,2 60,2 60,2 60,2
Microcare MEM Methylisothiazolinone, 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Methylparaben,
Ethylparaben
GEKG Tetrapeptide-21 0,005 0,005 0,006 0,005 0,006 0,006 0,005 0,005 o
:3
Wasser Aqua 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 2
{e]
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Tabelle 30 zeigt die quantitative Zusammensetzung der O/W-Emulsionen, die fiir das 2.

Screening mit GEKG verwendet wurden. Neben GEKG-haltigen Formulierungen ohne

(Formulierung 1) und mit 5 % Penetrationsenhancer (Formulierungen 2-4) wurde eine

0/W-Emulsion untersucht, die Pal-GEKG enthielt (Formulierung 5).

Tabelle 30: Zusammensetzung der Formulierungen fiir das 2. Screening mit GEKG

Substanz
(Handelsname)

Tego® Care 450

Tego® Alkanol 18
TEGIN® M Pellets
TEGOSOFT® TN
TEGOSOFT® CT
1,3-Butandiol
Glycerin

WB 4662

WB 4661

Wasser
Microcare MEM
GEKG
Pal-GEKG

Wasser

INCI Menge in % (m/m)
Formulierung
1 2 3 4 5
Polyglyceryl-3 Methylglucose 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Distearate
Stearyl Alcohol 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Glyceryl Stearate 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
C12-15 Alkyl Benzoate 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 >
Caprylic/Capric Triglyceride 9,5 4,5 9,5 9,5 9,5 _g
Butylene Glycol 15 15 15 15 15 g
Glycerin 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 3
(2]
Glyceryl Caprylate/Caprate 5,0 5,0 @
2
(2.0x) o
Glyceryl Caprylate/Caprate 5,0
(1.5x)
Aqua 65,2 65,2 60,2 60,2 60,2
Methylisothiazolinone, 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Methylparaben, Ethylparaben
Tetrapeptide-21 0,005 0,005 0,005 0,005 o
5
0,005 8
)
X
Aqua 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 w
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Tabelle 31 zeigt die quantitative Zusammensetzung der O/W-Emulsionen, die fiir das
1.Screening mit PKEK verwendet wurden. Untersucht wurden PKEK-haltige

Formulierungen ohne und mit 5 % Penetrationsenhancer.

Tabelle 31: Zusammensetzung der Formulierungen fiir das 1. Screening mit PKEK

Substanz INCI Menge in % (m/m)
(Handelsname) Formulierung
1 2 3 4 5 6
Tego® Care 450 Polyglyceryl-3 Methylglucose 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Distearate
Tego® Alkanol 18 Stearyl Alcohol 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
TEGIN® M Pellets Glyceryl Stearate 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
TEGOSOFT® TN C12-15 Alkyl Benzoate 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5
TEGOSOFT® CT Caprylic/Capric Triglyceride 9,5 4,5 9,5 9,5 9,5 9,5
1,3-Butandiol Butylene Glycol 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 g
Glycerin Glycerin 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 25 =
WB 4662 Glyceryl Caprylate/Caprate 5,0 g
(2.0x) é
WB 4661 Glyceryl Caprylate/Caprate 5,0 ;-\;
(1.5x) &
TEGOSOFT® PC 31  Polyglyceryl-3 Caprate 5,0
1,2-Pentandiol Pentylene Glycol 5,0
Soluphor® P 2-Pyrrolidone 5,0
Wasser Aqua 65,2 65,2 60,2 60,2 60,2 60,2
Microcare MEM Methylisothiazolinone, 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Methylparaben, Ethylparaben
PKEK Tetrapeptide-30 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 >
3
(%2}
Wasser Aqua 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 ;:':
Yo
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Tabelle 32 zeigt die quantitative Zusammensetzung der O/W-Emulsionen, die fiir das

2.Screening mit

PKEK verwendet wurden. Untersucht wurden

PKEK-haltige

Formulierungen ohne (Formulierung 4 und 5) und mit 5 % der Penetrationsenhancer

Polyglyceryl-3 Caprate (Formulierungen 1-3), sowie 2-Pyrrolidon (Formulierung 6).

Tabelle 32: Zusammensetzung der Formulierungen fiir das 2. Screening mit PKEK

Substanz
(Handelsname)

TEGO® Care 450

TEGO® Alkanol 18
TEGIN® M Pellets
TEGOSOFT® TN
TEGOSOFT® CT
TEGO® Care CG 90
TEGO® Care LTP

TEGOSOFT® DEC

TEGO® Carbomer
140

TEGO® Carbomer
141

KELTROL® F [E]
Wasser
1,3-Butandiol
Glycerin

TEGOSOFT® PC
31

Soluphor® P
SEPIGEL 305

Microcare® MEM

PKEK

Wasser

INCI Menge in % (m/m)
Formulierung
1 2 3 4 5 6
Polyglyceryl-3 Methylglucose 3,0 3,0
Distearate
Stearyl Alcohol 1,0 1,0
Glyceryl Stearate 2,0 2,0
C12-15 Alkyl Benzoate 9,5 9,5
Caprylic/Capric Triglyceride 9,5 5,0 5,0 5,0 5,0 85
Cetearyl Glucoside 1,0 1,0
Sorbitan Laurate, Polyglyceryl-4 2,0 2,0
Laurate, Dilauryl Citrate
Diethylhexyl Carbonate 5,0 5,0 5,0 5,0 o
Carbomer 0,15 0,15 -i::;
E
Carbomer 0,15 0,15 3
8
Xanthan Gum 0,1 0,1 X
Aqua 60,2 73,2 72,8 78,2 77,8 60,2 3
Butylene Glycol 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Glycerin 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Polyglyceryl-3 Caprate 5,0 5,0 5,0
2-Pyrrolidone 5,0
Polyacrylamide, 1,0 1,0
C13-14 Isoparaffin, Laureth-7
Methylisothiazolinone, 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Methylparaben, Ethylparaben
Tetrapeptide-30 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 >
Aqua 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 -
Yo
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Anhang F: Ubersicht iiber die Penetrationsdaten

Tabelle 33: Penetrationsergebnisse von GEKG aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration
in den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)

5000 ppm GEKG in

O/W-Emulsion 30 Minuten 100 Minuten 300 Minuten
Haut MA 164 MA 171 MA 174 MA 164 MA 171 MA 174 MA 164 MA 171 MA 174

(Dicke der Epidermis) (60,0 um) (58,7 um) (86,03 pm) (60,0 um) (58,7 um) (86,03 pm) (60,0 um) (58,7 um) (86,03 pm)
Tupfer 59,96 77,36 68,83 69,61 73,80 61,16 62,83 72,38 68,34

SC 9,87 6,02 5,56 5,53 10,98 6,11 6,62 11,65 4,73
Epidermis 0,01 0,09 0,02 0,01 0,00 000 0,00 0,01 000 0,02 004 028 0,02 003 001 001 001 0,11 0,00 0,09 023 0,08 0,07 0,37 0,13 0,07 0,06
Dermis 0,18 1,34 041 0,24 0,02 0,01 0,04 0,05 0,06 0,22 053 0,37 0,17 0,21 0,08 0,08 1,10 0,74 020 0,89 1,74 191 095 541 0,51 0,77 0,79
Stumpf 0,45 035 0,17 0,54 0,21 0,09 037 0,12 041 0,23 1,10 0,17 1,30 540 0553 0,70 2,80 052 0,10 0,18 0,34 1,68 1,69 7,63 0,34 0,03 0,69
Gaze 0,62 0,74 2,98 0,38 2,48 3,96 0,00 0,33 5,13
Akzeptor 0,13 0,29 0,03 0,43 0,42 0,05 0,02 0,24 0,55

Tabelle 34: Penetrationsergebnisse von GEKG aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben ohne
Gaze, sowie die Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

5000 ppm GEKG in

lebende

O/W-Emulsion Tupfer SC Hautschichten Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]
relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD

30 min 89,53 3,80 9,50 3,30 0,78 0,71 0,19 0,13 0,02 0,04 0,36 0,60 0,40 0,21 76,60 6,72
100 min 87,76 3,41 9,52 2,36 2,35 2,06 0,37 0,23 0,08 0,12 0,52 0,50 1,75 1,93 77,90 9,30
300 min 86,72 5,86 9,51 2,86 3,43 4,04 0,34 0,31 0,15 0,12 1,73 1,58 1,55 2,46 78,78 10,66

P30 min vs. 100 min n.s. n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s. n.s.

P100 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. < 0,05 n.s.

P30 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. < 0,01 <0,05 n.s.
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Tabelle 35: Penetrationsergebnisse von GEKG aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben
inklusive Gaze, sowie die Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

5000 bpm GEKG in Tupfer sc Habende Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]
relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
30 min 87,84 3,31 9,35 3,33 0,77 0,71 1,86 1,48 0,19 0,13 0,02 0,04 0,36 0,59 0,39 0,20 78,05 6,60
100 min 85,25 4,28 9,23 2,27 2,27 1,98 2,88 2,13 0,36 0,23 0,08 0,12 0,50 0,47 1,69 1,86 80,17 8,93
300 min 84,67 4,82 9,36 3,01 3,38 4,04 2,27 3,13 0,32 0,29 0,15 0,12 1,70 1,59 1,53 2,45 80,60 10,26
P30 min vs. 100 min n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P100 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,05 n.s.
P30 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. <0,05 <0,05 n.s.

Tabelle 36: Penetrationsergebnisse von PKEK aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration
in den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)

5000 ppm PKEK in

O/W-Emulsion 30 Minuten 100 Minuten 300 Minuten

Haut MA 94 MA 96 MA 97 MA 94 MA 96 MA 97 MA 94 MA 96 MA 97
(Dicke der Epidermis) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um)
Tupfer 29,02 36,78 34,72 64,93 68,44 48,92 107,47 128,29 88,20
SC 9,59 8,13 23,95 36,78 35,13 19,00 107,50 34,75 87,88
Epidermis 0,26 0,59 0,12 0,01 0,20 0,02 0,02 0,31 024 127 091 031 0,72 0,15 0,27 1,08 0,08 0,39 057 3,10 1,14 050 1,63 097 1,15 0,88 1,11
Dermis 1,63 6,82 195 0,06 1,38 0,76 0,13 0,83 1,40 1,07 517 091 1,26 0,29 0,9 241 0,32 2,87 219 6,32 485 1,98 3,63 577 391 3,16 5,02
Stumpf 059 262 1,44 052 0,76 2,88 0,34 0,54 1,24 255 1,31 0,33 266 0,71 029 349 052 2,14 1,12 1,27 135 0,61 0,53 1,16 1,21 1,59 1,34
Akzeptor 4,98 79,71 29,83 4,65 5,87 717 6,05 9,13 16,89
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Tabelle 37: Penetrationsergebnisse von PKEK aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben, sowie
die Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

5000 bpm PKEK in Tupfer sc Haobende Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]

relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
30 min 42,36 13,76 17,55 8,91 4,70 5,72 35,39 22,86 0,30 0,35 2,75 4,00 1,64 1,52 88,65 38,97
100 min 60,44 2,1 29,49 4,31 3,91 2,82 6,15 2,21 0,57 0,44 1,72 1,55 1,61 1,35 100,78 18,43
300 min 54,49 13,34 36,90 13,08 3,19 1,00 5,42 2,53 0,60 0,34 2,03 0,73 0,56 0,16 201,84 25,36

P30 min vs. 100 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

P100 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. < 0,05

P30 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. <0,05

Tabelle 38: Penetrationsergebnisse von PKEK aus der 0/W-Emulsion mit 40 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration in
den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)

43 pbm PKEK in 30 Minuten 100 Minuten 300 Minuten

Haut MA 94 MA 96 MA 93 MA 94 MA 96 MA 93 MA 94 MA 96 MA 93
(Dicke der Epidermis) (60,0 pm) (58,7 pm) (98,9 um) (60,0 pm) (58,7 pm) (98,9 pm) (60,0 pm) (58,7 pm) (98,9 pm)
Tupfer 7,72 1,60 12,01 8,41 26,62 44,69 3,69 15,38 3,60
sC 30,17 70,60 26,77 81,21 5,44 21,71 26,97 24,42 85,56
Epidermis 018 0,20 0,04 060 043 002 1,05 027 085 084 1,26 097 004 000 000 074 004 022 010 002 034 048 022 022 239 127 7.3
Dermis 100 129 1,82 474 511 017 7,98 394 470 439 647 433 1,00 002 005 454 039 131 056 037 641 570 2,36 056 1939 6,73 11,16
Stumpf 026 032 079 122 158 008 046 030 058 0,32 045 053 130 007 021 159 021 036 012 005 107 057 014 0,11 071 046 066
Akzeptor 0,96 2,00 0,00 0,25 0,23 0,06 2,00 2,05 2,93
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Tabelle 39: Penetrationsergebnisse von PKEK aus der 0/W-Emulsion mit 40 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben, sowie
die Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, sowie zwischen der PKEK-haltigen O/W-Emulsionen mit

40 ppm und 5000 ppm Peptidanteil, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

43 Ipx_rggmgg;" Tupfer SC HaLIJE:::r?igﬁten Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]
relative Menge [%)] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
30 min 15,81 10,86 74,19 13,59 8,38 5,76 1,63 1,23 0,78 0,75 6,50 4,93 1,09 0,61 55,06 18,02
100 min 51,10 32,59 43,97 30,91 4,58 3,44 0,35 0,27 0,52 0,52 3,06 2,54 1,00 1,19 66,39 27,52
300 min 15,93 13,99 69,75 12,96 10,02 7,57 4,30 1,34 1,44 1,96 7,84 6,12 0,73 0,78 63,24 34,66
P30 min vs. 100 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P100 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. < 0,01 n.s. n.s. n.s.
P30 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P30min: 40 ppm vs. 5000 ppm n.s. < 0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P100min: 40 ppm vs. 5000 ppm n.s. n.s. n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s.
P300min: 40 ppm vs. 5000 ppm < 0,05 <0,05 < 0,05 n.s. n.s. < 0,05 n.s.

Tabelle 40: Penetrationsergebnisse von LPA, LPBG und LPT aus der BC mit 1 % Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration in den
untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (OA = Oberarm)

1% Peptid in Tupfer sc Habende Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf
- =0 WFR [%] Haut
abso'”[ﬁo]'\"enge MW SD MW SD MW SD MW SD
LPA 31,34 068 060 101 1,110 0,04 <L0Q 059 091 042 025 000 000 33,08 OA 178
LPBG 25,21 1582 376 7,25 0,33 <L0Q <L0Q 396 147 330 175 000 000 4828 OA 178
LPT 24,53 23,72 7,37 1511 495 <L0Q <L0Q 848 125 637 391 025 007 6355 OA 178
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Tabelle 41: Penetrationsergebnisse von Pal-GEKG aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der
Ausgangskonzentration in den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (BA = Bauch, OA = Oberarm, OS =
Oberschenkel)

5000 ppm Pal-GEKG

in O/W-Emulsion 30 Minuten 100 Minuten 300 Minuten
Haut OA 167 Ba 168 0OS 169 OA 167 Ba 168 0OS 169 OA 167 Ba 168 0OS 169

(Dicke der Epidermis) (44,7 um) (48,8 um) (53,6 um) (44,7 um) (48,8 um) (53,6 um) (44,7 um) (48,8 um) (53,6 um)
Tupfer 153,34 142,31 118,59 123,72 155,06 179,32 152,82 145,86 141,81

SC 8,85 8,17 20,56 8,26 11,51 13,27 9,08 9,40 12,68
Epidermis 0,05 0,03 0,07 0,01 0,03 0,10 0,44 0,51 0,73 0,41 0,07 0,11 0,93 0,05 0,29 0,07 0,13 0,09 0,10 0,06 0,05 0,01 0,13 0,06 0,64 0,09 0,28
Dermis 0,16 0,14 0,21 0,12 0,16 0,33 1,02 1,88 1,09 1,28 0,31 1,26 1,61 020 0,32 0,66 1,28 1,09 025 026 0,21 1,22 0,36 0,53 1,16 0,28 0,89
Stumpf 0,19 0,13 0,11 0,65 0,60 065 1,46 155 061 1,06 1,03 091 044 117 1,15 1,13 585 150 042 089 052 249 234 411 049 2,75 048
Akzeptor 0,59 6,20 7,54 6,05 1,72 1,11 3,07 2,25 1,01

Tabelle 42: Penetrationsergebnisse von Pal-GEKG aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben,
sowie die Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, sowie zwischen Pal-GEKG und GEKG in der O/W-
Emulsion, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

5000 ppm Pal GEKG Tupfer sc Habende Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]
relative Menge [%] MW sD MW sD MW sD MW sD MW sD MW sD MW sD MW sD

30 min 8783 668 811 4,21 095 089 3,11 212 014 018 037 042 043 036 156,83 6,70
100 min 90,03 148 646 042 155 0,85 1,96 178 042 016 053 033 08 077 16935 2878
300 min 9,80 1,08 6,44 1,20 146 0,85 130 053 040 013 036 0,26 100 084 16167 4,04

P30 min vs. 100 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

P100 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

P30 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

p30min: GEKG vs. Pal-GEKG n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

D 100min: GEKG vs. Pal-GEKG n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

P300min: GEKG vs. Pal-GEKG n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. <0,05 n.s.
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Tabelle 43: Penetrationsergebnisse von Pal-PKEK aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der
Ausgangskonzentration in den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)
50000’7",’\,1;“‘[:;;':? in 30 Minuten 100 Minuten 300 Minuten
Haut MA 94 MA 96 MA 97 MA 94 MA 96 MA 97 MA 94 MA 96 MA 97
(Dicke der Epidermis) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um)
Tupfer 124,55 122,95 124,85 57,50 86,75 75,75 95,72 101,96 108,66
SC 10,84 11,12 9,96 2,46 2,31 7,88 16,88 14,64 12,07
Epidermis 0,21 0,14 0,14 0,09 0,05 0,05 0,24 0,18 0,07 0,08 0,05 0,04 0,02 0,02 0,02 0,04 0,05 0,09 022 027 0,16 0,12 0,05 0,07 0,16 0,10 0,05
Dermis 0,80 0,57 0,75 049 0,39 0,28 0,77 1,54 091 031 031 0,27 0,21 0,15 0,15 040 045 0,54 082 053 048 0,31 0,26 0,39 0,75 0,58 0,62
Stumpf 0,58 055 021 0,62 037 0,25 041 0,67 032 046 0,24 024 035 035 011 032 0,10 024 080 196 051 0,15 0,19 0,34 0,22 0,57 0,38
Akzeptor 1,25 0,79 0,63 1,16 0,93 1,44 1,93 2,65 4,24

Tabelle 44: Penetrationsergebnisse von Pal-PKEK aus der O/W-Emulsion mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben,
sowie die Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, sowie zwischen Pal-PKEK und PKEK in der O/W-
Emulsion, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

5000 ppm Pal- lebende — .
PKEK m.OIW- Tupfer SC Hautschichten Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]
Emulsion
relative Menge [%)] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
30 min 90,64 0,41 7,77 0,41 0,94 0,37 0,65 0,20 0,09 0,05 0,53 0,27 0,32 0,12 136,94 1,13
100 min 92,41 3,35 5,24 3,02 0,82 0,30 1,53 0,38 0,06 0,04 0,40 0,17 0,35 0,18 79,35 15,39
300 min 84,47 1,79 12,09 2,14 1,03 0,61 2,41 0,76 0,11 0,07 0,44 0,16 0,48 0,48 120,81 4,90
P30 min vs. 100 min n.s. n.s. n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s.
P100 min vs. 300 min <0,05 < 0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P30 min vs. 300 min <0,01 <0,05 n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s.
P30min: PKEK vs. Pal-PKEK <0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. < 0,05
P 100min: PKEK vs. Pal-PKEK < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,05 < 0,01 < 0,05 < 0,05
P300min: PKEK vs. Pal-PKEK <0,05 < 0,05 < 0,01 n.s. < 0,01 < 0,01 n.s.
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Tabelle 45: Penetrationsergebnisse von GEKG aus der ME1 mit 5000 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration in den
untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)

5000 ppm GEKG in

ME1 30 Minuten 100 Minuten 300 Minuten
Haut MA 164 MA 171 MA 174 MA 164 MA 171 MA 174 MA 164 MA 171 MA 174
(Dicke der Epidermis) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um)
Tupfer 37,51 37,26 39,57 25,23 47,00 35,65 7,96 11,00 17,02
SC 14,47 12,31 8,36 5,62 9,09 4,32 9,00 13,34 7,97
Epidermis 0,17 0,04 0,21 0,01 0,190 0,08 0,05 0,02 0,05 0,23 0,08 0,08 0,09 024 011 0,04 0,03 0,05 019 0,10 0,10 0,22 0,17 0,09 0,29 0,23 0,14
Dermis 0,62 0,62 3,056 0,08 1,19 049 1,49 0,57 099 342 142 147 1,12 4,06 1,87 043 056 028 552 1,97 145 244 197 1,73 2,79 0,99 1,27
Stumpf 1,80 0,32 1,77 042 0,89 1,21 1,72 052 052 3,63 266 152 1,11 2,08 0,88 230 159 1,21 6,04 083 1,99 247 230 1,45 3,27 1,02 1,25
Gaze 11,00 8,91 6,93 11,35 10,84 9,19 21,25 9,91 8,61
Akzeptor 6,21 12,08 18,38 20,18 38,86 17,88 27,39 42,28 46,74

Tabelle 46: Penetrationsergebnisse von GEKG aus der ME1 mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben inklusive Gaze,
sowie die Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, sowie zwischen der ME1 und O/W-Emulsion mit je
5000 ppm GEKG, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

5000 ppm GEKG in

lebende

ME1 Tupfer SC Hautschichten Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WEFR [%]
relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
30 min 52,14 0,97 16,09 3,97 2,87 1,84 12,28 2,63 16,61 6,86 0,11 0,09 1,37 1,16 1,39 0,83 73,11 1,83
100 min 43,99 6,15 7,63 1,06 4,58 2,65 13,36 3,04 30,44 4,22 0,13 0,09 1,95 1,50 2,51 1,43 82,02 23,94
300 min 15,00 4,11 12,86 3,08 5,96 3,75 17,41 9,34 48,76 8,08 0,21 0,07 2,85 1,74 2,90 2,05 78,85 6,44
P30 min vs. 100 min n.s. <0,05 n.s. n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s.
P100 min vs. 300 min <0,01 n.s. 0,05 n.s. <0,01 < 0,05 <0,05 n.s.
P30 min vs. 300 min <0,01 <0,05 n.s. n.s. <0,05 <0,05 n.s. n.s.
P30min: O/W-Emuision vs. ME <0,01 n.s. <0,01 <0,01 < 0,05 <0,05 < 0,05 <0,01
P100min: O/W-Emulsion vs. ME < 0,01 n.s. n.s. < 0,01 < 0,01 n.s. < 0,05 n.s.
P300min: 0/W-Emuision vs. ME <0,01 n.s. n.s. n.s. <0,01 n.s. n.s. n.s.
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Tabelle 47: Penetrationsergebnisse von PKEK aus der ME1 mit 5000 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration in den
untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)

5000 ppm PKEK in

ME1 30 Minuten 100 Minuten 300 Minuten
Haut MA 94 MA 96 MA 97 MA 94 MA 96 MA 97 MA 94 MA 96 MA 97
(Dicker der Epidermis) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um) (60,0 um) (58,7 um) (86,0 um)

Tupfer 13,11 25,35 53,47 15,71 4,72 7,86 26,01 18,76 11,34
SC 17,58 13,31 15,96 24,21 17,41 9,34 27,59 22,17 17,43
Epidermis 0,06 040 0,12 036 0,29 0,26 0,08 0,11 0,05 0,90 0,96 0,70 0,73 0,39 0,16 0,04 0,07 0,09 0,39 030 095 2,54 0,19 1,52 0,20 0,10 0,11
Dermis 0,22 4,57 0,37 0,35 0,53 0,60 0,59 0,66 057 1,36 2,40 269 3,62 3,03 127 0,75 1,05 1,17 3,80 3,29 520 4,17 0,99 5,18 1,98 1,43 1,73
Stumpf 0,27 1,82 025 0,05 0,12 0,22 1,00 1,35 083 2,05 4,64 180 289 3,10 041 125 1,78 226 3,89 3,07 195 1,06 1,05 1,54 2,00 1,66 1,44
Akzeptor 106,35 1,04 2,95 120,73 183,95 136,06 104,29 84,35 161,86

Tabelle 48: Penetrationsergebnisse von PKEK aus der ME1 mit 5000 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben, sowie die
Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchszeiten, sowie zwischen der ME1 und O/W-Emulsion mit je 5000 ppm
PKEK, n.s. = nicht signifikant fiir p > 0,05

5000 pﬁ\;l“E':KEK in Tupfer sc Hallﬁgsr?igﬁten Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]
relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
30 min 47,97 29,24 22,29 8,76 2,18 1,28 27,56 36,45 0,33 0,32 1,08 0,89 0,76 0,63 84,83 50,41
100 min 5,58 3,16 9,60 3,87 2,48 1,08 82,34 7,22 0,14 0,14 1,06 0,48 1,28 0,68 177,77 29,43
300 min 11,95 4,63 14,18 3,91 3,67 1,87 70,20 9,92 0,49 0,64 1,98 1,20 1,20 0,55 163,68 31,45
P30 min vs. 100 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P100 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. <0,05 n.s.
P30 min vs. 300 min n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P30min: OMW-Emulsion vs. ME n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P100min: 0w-Emuision vs. ME <0,01 <0,01 n.s. < 0,01 <0,05 n.s. n.s.
P300min: 0/W-Emuision vs. ME <0,01 <0,05 n.s. <0,01 n.s. n.s. <0,01
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Tabelle 49: Penetrationsergebnisse von LPA, LPBG und LPT aus der ME1 mit 1 % Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration in
den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (OA = Oberarm)

1% ':neE”:'d in Tupfer sc Haiggﬁi‘c’ﬁten Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf
__ME1 WFR [%] Haut
abso'”[ﬁo]'\"enge MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
LPA 12,20 052 018 056 017 5,52 13,80 006 002 033 017 016 005 32,50 OA 178
LPBG 10,46 230 047 418 095 6,44 25,69 139 068 278 099 000 000 4907 OA 178
LPT 19,49 6,47 242 1444 529 15,05 10,21 349 167 1095 474 000 000 6566 OA 178

Tabelle 50: Penetrationsergebnisse des 1. Screenings von GEKG aus der unmodifizierten O0/W-Emulsionen und O/W-Emulsionen mit 5 % verschiedener
Penetrationsenhancer, sowie aus zwei ME mit je 50 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration in den untersuchten Proben
inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (OS = Oberschenkel)

50 ppm GEKG in e

modifizierten unmod|f|2|e]'te Glycerylcaprylat/ Glycerylcaprylat/  Polyglyceryl-3- Polyglyceryl-4-  Polyglyceryl-3- PG 2-Pyrrolidon ME1 ME2

X O/W-Emulsion caprat (2,0 x) caprat (1,5 x) caprat laurat caprylat
Formulierungen
Haut 0S8 177 0S 177 0S 177 0S 177 0S 177 0S 177 0S 177 0S 177 Ricken 177 Ricken 177
(Dicke der Epidermis) (22,45 pm) (22,45 pm) (22,45 pm) (22,45 pm) (22,45 pm) (22,45 pm) (22,45 pm) (22,45 pm) (37,9 uym) (37,9 uym)

Tupfer 27,48 31,64 36,35 22,75 43,73 18,49 18,92 44,97 9,83 7,38
SC 16,84 16,82 22,53 13,85 24,40 10,26 28,39 35,52 18,73 23,59
Epidermis 0,01 0,00 0,20 4,12 326 120 024 248 0,11 033 015 025 164 024 0,08 0,27 008 004 046 123 009 029 280 020 0,17 0,23 0,05 0,21 0,03 0,03
Dermis 0,17 040 1,71 753 6,44 1087 122 588 204 314 153 190 8,00 341 065 154 297 091 442 482 063 263 335 294 063 282 095 149 050 1,05
Stumpf 0,00 0,01 003 085 087 1,10 026 0,27 007 039 025 045 0,03 022 002 024 037 003 0,03 055 009 009 015 049 031 385 129 205 091 1,14
Gaze 2,26 11,94 2,23 2,97 5,87 3,32 4,16 5,99 1,36 2,25
Akzeptor 3,16 17,31 6,55 1,99 10,08 2,23 2,65 3,92 2,39 2,82
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Tabelle 51: Penetrationsergebnisse des 1. Screenings von GEKG aus O/W-Emulsionen ohne (F1) und mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer (F2-
F8), sowie aus zwei ME mit je 50 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben inklusive Gaze

50 ppm GEKG in modifizierten

lebende

Formulierungen Tupfer SC Hautschichten Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WEFR [%]

relative Menge [%] MW SD MW sD MW SD MW SD
unmodifizierte O/W-Emulsion 54,34 33,30 1,65 1,84 4,47 6,24 0,13 0,22 1,48 1,59 0,03 0,03 50,57
Glycerylcaprylat/ caprat (2,0 x) 35,25 18,73 13,44 1,31 13,30 19,28 3,19 1,68 9,20 2,45 1,05 0,15 89,79
Glycerylcaprylat/ caprat (1,5 x) 50,68 31,41 5,66 4,92 3,11 9,14 1,25 1,74 4,13 3,16 0,28 0,16 71,85
Polyglyceryl-3-caprat 51,31 31,23 6,28 2,06 6,70 4,48 0,54 0,19 4,92 1,78 0,82 0,23 44,35
Polyglyceryl-4-laurat 49,31 27,51 5,20 4,76 6,62 11,37 0,71 0,91 4,40 3,91 0,10 0,13 88,85
Polyglyceryl-3-caprylat 50,78 28,16 5,82 3,14 9,11 6,12 0,36 0,34 4,90 2,70 0,57 0,46 36,45
PeG 32,55 48,85 6,88 4,86 7,16 4,56 0,99 0,95 5,53 3,80 0,37 0,46 58,23
2-Pyrrolidon 47,49 37,52 4,53 1,74 6,32 4,14 1,14 1,52 3,13 0,32 0,26 0,23 34,71
ME1 27,65 52,65 9,17 7,48 3,82 6,72 0,42 0,25 3,93 2,85 4,82 4,55 35,74
ME2 19,19 61,30 6,36 2,83 5,83 7,32 0,23 0,26 2,60 1,21 3,53 1,44 38,51
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Tabelle 52: Penetrationsergebnisse des 2. Screenings von GEKG und Pal-GEKG aus O/W-Emulsionen ohne Penetrationsenhancer (F1, F5) und von GEKG
aus O/W-Emulsionen mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer (F2-F4), sowie aus ME1 (F6) mit je 50 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der
Ausgangskonzentration in den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)

GEKG: 2. Screening

F1: unmodifizierte O/W-Emulsion

F2: Glyceryl Caprylate/Caprate (2,0 x) - weniger Ol

F3: Glyceryl Caprylate/Caprate (2,0 x) - weniger

Wasser
Haut MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102

(Dicker der Epidermis) (57,86 pm) (80,81 ym) (51,60 um) (57,86 um) (80,81 um) (51,60 ym) (57,86 um) (80,81 um) (51,60 um)
Tupfer 41,89 49,13 37,87 29,73 39,78 49,12 36,45 37,79 29,80

SC 22,91 0,14 28,07 21,60 35,44 25,28 26,73 30,58 14,07

Epidermis 0,25 0,19 0,90 027 1,03 155 082 0,18 050 0,30 0,06 064 021 005 026 021 032 192 087 1,26 015 0,23 0,19 0,07 1,16 0,34 0,16

Dermis 259 142 042 0,60 3,36 3,42 1,78 1,27 584 207 135 155 160 1,06 5,04 122 224 360 215 3,16 1,16 2,30 0,44 0,44 6,76 3,04 1,99

Stumpf 1,65 092 0,08 033 014 057 123 698 142 145 044 044 075 187 348 09 160 097 063 059 011 0,71 0,22 0,37 242 247 1,69

Gaze 4,63 4,63 1,15 2,09 3,90 3,01 3,21 13,14 13,20
Akzeptor 3,00 0,94 6,27 5,45 2,71 2,32 8,74 1,02 22,76
GEKG: 2. Screening F4: Glyceryl Caprylate/ Caprate (1,5 x) F5: unmodifizierte O/W-Emulsion mit Pal-GEKG F6: ME1

Haut MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102

(Dicker der Epidermis) (57,86 pym) (80,81 ym) (51,60 um) (57,86 um) (80,81 um) (51,60 um) (57,86 um) (80,81 um) (51,60 ym)

Tupfer 26,23 36,75 31,30 32,80 36,33 28,60 5,24 3,21 5,33

SC 20,72 41,26 31,57 16,21 14,51 16,81 14,54 14,42 20,56

Epidermis 0,02 0,03 0,8 0,76 009 162 208 848 6,04 173 161 129 0,07 002 059 0,01 006 006 043 0,13 0,16 028 046 054 2,88 2,34 211

Dermis 0,0 0,35 0,78 2,09 045 1,92 592 520 6,01 053 4,37 294 023 0,20 222 0,13 065 0,22 158 1,16 0,85 0,81 3,08 294 6,84 4,08 9,51

Stumpf 0,02 0,05 003 137 046 054 066 042 2,77 033 285 067 046 1,04 1,75 034 021 009 010 0,28 0,09 0,18 0,22 4,66 0,78 1,10 242

Gaze 5,73 4,32 5,55 2,66 2,56 2,08 2,22 2,40 7,92

Akzeptor 0,67 4,67 3,81 0,27 0,23 0,10 4,85 1,98 15,64
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9. Anhang

Tabelle 53: Penetrationsergebnisse des 2. Screenings von GEKG und Pal-GEKG aus O/W-Emulsionen ohne Penetrationsenhancer (F1, F5) und von GEKG
aus 0/W-Emulsionen mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer (F2-F4), sowie aus ME1 (F6) mit je 50 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den
untersuchten Proben inklusive Gaze; Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen

50 ppm GEKG in

lebende . . .

modlf!merten Tupfer SC Hautschichten Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WEFR [%]

Formulierungen

relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW  SD MW MW SD MW SD MW  SD
E:\;jgggd'f'z'e”‘“’o’w' 6239 1668 2197 1642 598 342 518 291 448 273 082 083 326 236 190 258 7121 989
F2: Glyceryl Caprylate/ 5,459 588 3537 481 501 235 382 053 491 295 056 069 279 138 166 102 7744 12,08
Caprate (2,0 x) - weniger Ol
F3: Glyceryl Caprylate/
Caprate (2,0 x) - weniger 4194 571 2889 953 461 333 1166 568 1290 1097 059 057 282 212 120 105 8307 410

Wasser

F4: Glyceryl Caprylate/
Caprate (1,5 x)

F5: unmodifizierte O/W-
Emulsion mit Pal-GEKG

42,16 5,26 40,53 4,10 6,35 6,66 7,33 2,60 3,64 1,83 2,50 3,52 3,05 2,88 0,81 1,00 76,24 17,05

60,59 4,04 29,73 4,10 4,79 4,68 4,52 0,21 0,37 0,13 1,06 1,28 2,22 2,55 1,50 1,48 53,80 4,67

F6: ME1 13,20 4,27 46,88 10,32 12,95 8,14 10,07 2,52 16,90 8,05 2,17 1,55 7,92 4,28 2,86 4,84 38,32 16,56
p <0,05 F5vs. F4 F1vs. F6 F2 vs. F6 F5 vs. F6 F1vs. F6 F1vs. F6
F2 vs. F6 F5 vs. F6 F2 vs. F6 F4 vs. F6
F3 vs. F6 F3 vs. F6
p <0,01 F1 vs. F6 F2 vs. F6
F2 vs. F6 F3 vs. F6
F3 vs. F5 F5 vs. F6
F3 vs. F6
F4 vs. F5
F4 vs. F6
F5 vs. F6
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9. Anhang

Tabelle 54: Penetrationsergebnisse des 1. Screenings von PKEK aus O/W-Emulsionen ohne (F1) und mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer (F2-
F6), sowie aus zwei ME mit je 40 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in % der Ausgangskonzentration in den untersuchten Proben inklusive Angabe
der jeweils verwendeten Hautproben

P irioton FL mroditzierte Capl:ril:a?g%earglrate Capl:ril:a?g%earglrate F4:Polyglyceryl-3  FS5:Pentylene  pe. 5 by rolidone ME1 ME2
Formulierungen -Emulsion (2,0 %) (1,5 %) Caprate Glycol
(Dicke d:ralggidermis) <« Oberschenkel 169 und Bauch 168 (51,2 ym) >
Tupfer 14,40 17,15 17,20 1,12 5,36 0,11 0,13 1,54
sc 5,23 5,64 8,28 21,21 37,51 34,32 14,31 18,12
Epidermis 015 002 002 007 009 002 002 001 002 015 026 007 006 003 006 015 049 069 013 008 009 021 073 025
Dermis 314 018 0,19 014 017 013 056 068 030 057 153 063 066 061 026 095 170 275 402 223 357 7,1 7,68 4,93
Stumpf 170 030 017 016 004 015 144 089 057 006 013 016 008 032 004 034 040 055 308 226 1,22 7,07 340 185
Gaze 2,42 0,52 123 16,45 4,10 14,38 37,85 21,94
Akzeptor 0,83 0,07 0,86 5,26 2,84 36,14 28,33 49,26

Tabelle 55: Penetrationsergebnisse des 1. Screenings von PKEK aus O/W-Emulsionen ohne (F1) und mit 5 % verschiedener Penetrationsenhancer (F2-
F6), sowie aus zwei ME mit je 40 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den untersuchten Proben inklusive Gaze

40 ppm PKEK in modifizierten

lebende

Formulierungen Tupfer SC Hautschichten Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WEFR [%]

relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW SD
F1: unmodifizierte O/W-Emulsion 58,40 21,22 7,22 9,25 9,81 3,35 0,23 0,26 4,29 6,04 2,71 2,97 24,82
F2: Glyceryl Caprylate/ Caprate (2,0 x) 72,35 23,82 1,36 0,18 2,19 0,28 0,25 0,17 0,63 0,07 0,48 0,29 23,70
F3: Glyceryl Caprylate/ Caprate (1,5 x) 59,18 28,51 5,11 1,88 4,23 2,97 0,05 0,03 1,75 0,64 3,31 1,46 29,07
F4: Polyglyceryl-3 Caprate 2,48 46,91 2,61 1,35 36,38 11,63 0,35 0,20 2,00 1,15 0,25 0,11 45,22
F5: Pentylene Glycol 10,62 74,24 1,40 0,60 8,12 5,61 0,11 0,03 1,00 0,42 0,29 0,29 50,52
F6: 2-Pyrrolidone 0,12 39,17 3,04 1,41 16,42 41,25 0,50 0,30 2,04 1,00 0,49 0,12 87,63
ME1 0,15 16,61 6,43 1,56 43,93 32,88 0,11 0,03 3,79 1,03 2,53 1,04 86,17
ME2 1,51 17,79 10,79 3,31 21,55 48,37 0,39 0,28 6,42 1,26 3,97 2,48 101,93
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9. Anhang

Tabelle 56: Penetrationsergebnisse des 2. Screenings von PKEK aus verschiedenen O/W-Emulsionen ohne Penetrationsenhancer (F1, F4, F5), aus
verschiedenen O/W-Emulsionen mit 5 % Polyglycerol-3 Caprate (F1-F3), sowie mit 5 % Soluphor P mit je 40 ppm Peptidgehalt als absoluten Anteil in %
der Ausgangskonzentration in den untersuchten Proben inklusive Angabe der jeweils verwendeten Hautproben (MA = Mammahaut)

40 ppm PKEK in

modifizierten F1: Polyglycerol-3 Caprate in O/W-Emulsion 1 F2: Polyglycerol-3 Caprate O/W-Emulsion 2 F3: Polyglycerol-3 Caprate in O/W-Emulsion 3
Formulierung
Haut MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102

(Dicke der Epidermis) (57,86 pm) (80,81 pm) (51,60 pm) (57,86 pm) (80,81 pm) (51,60 pm) (57,86 pm) (80,81 pm) (51,60 pm)
Tupfer 20,51 14,20 16,93 10,70 9,40 8,05 8,30 11,24 4,51
sc 32,43 60,90 49,53 26,47 14,33 16,02 13,71 11,58 12,48
Epidermis 0,24 1,02 0,03 173 346 565 040 050 011 006 065 062 001 002 021 027 0,15 0,09 003 012 005 3,62 4,36 3,26 0,17 048 0,47
Dermis 1,88 3,71 052 473 1088 2126 450 4,94 081 1,05 325 2,30 0,10 0,05 3,76 1,19 055 0,73 0,82 0,64 0,19 519 6,00 138 0,84 1,06 1,29
Stumpf 056 1,35 1,10 2,31 138 123 219’0 575 0,38 4,36 1,23 0,91 0,12 0,08 023 059 009 0,11 0,37 024 0,03 1,84 162 659 016 008 0,11
Gaze 3,47 3,23 2,88 3,43 1,76 1,66 0,67 0,51 0,51
Lty 3.33 6.53 3.49 7,62 1,53 1,60 0.48 0.45 0.76

40 ppm PKEK in

modifizierten F4: O/W-Emulsion 2 (ohne Enhancer) F5: O/W-Emulsion 3 (ohne Enhancer) F6: 2-Pyrrolidone in O/W-Emulsion 1

Formulierung

Haut MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102 MA 100 MA 101 MA 102

(Dicke der Epidermis) (57,86 pm) (80,81 pm) (51,60 pm) (57,86 pm) (80,81 pm) (51,60 pm) (57,86 pm) (80,81 pm) (51,60 pm)
Tupfer 4,16 11,57 9,46 6,83 3,91 6,66 26,93 20,28 0,90

sc 41,54 29,91 42,16 12,72 17,38 10,46 40,88 61,10 101,08
Epidermis 313’4 6,13 4,23 0,20 0,07 0,11 4,03 381 042 186 052 0,16 0,00 0,07 0,13 0,04 0,36 056 0,64 1,10 150 1,34 1,82 031 1,49 042 562
Dermis 1%’2 1%’9 1%’8 105 075 1,75 7,15 526 576 374 238 074 012 096 074 2,77 067 070 825 119’8 275 738 601 344 673 163 465
Stumpf 522 246 103 084 269 022 1‘(‘)’6 1‘3’6 1‘(‘)’6 185 065 057 019 012 034 209 030 1,08 7,25 1%’7 132 19 095 142 058 050 1,18
Gaze 3,55 4,17 0,52 4,01 0,46 0,38 4,48 4,21 23,55
R 8,21 1,92 0,97 6,60 0,31 0,57 6,77 2,24 2,46
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9. Anhang

Tabelle 57: Penetrationsergebnisse des 2. Screenings von PKEK aus verschiedenen O/W-Emulsionen ohne Penetrationsenhancer (F1, F4, F5), aus
verschiedenen O/W-Emulsionen mit 5 % Polyglycerol-3 Caprate (F1-F3), sowie mit 5 % Soluphor P mit je 40 ppm Peptidgehalt als relativen Anteil in den

untersuchten Proben inklusive Gaze; Ergebnisse des Dunnett’s Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen

40 ppm PKEK in modifizierten

lebende

H H H 0,

Formulierungen Tupfer SC Hautschichten Gaze Akzeptor Epidermis Dermis Stumpf WFR [%]

relative Menge [%] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW  SD
F1: Polyglycerol-3 Caprate in
SR ot ] 2216 835 5660 648 11,94 902 403 115 527 108 149 1,71 619 559 426 6,67 8376 18,82
F2: Polyglycerol-3 Caprate in - 57 14 578 5213 363 612 451 616 039 845 445 056 046 374 365 182 249 3672 1230
O/W-Emulsion 2
F3: Polyglycerol-3 Caprate in
OM-Emision 2888 571 50,10 1541 1645 17,22 223 070 235 120 400 467 933 927 313 444 2768 9,56
F4: O/W-Emulsion 2 1332 808 5331 7,52 2442 1573 428 334 467 345 571 869 1055 872 816 835 7353 20,93
(ohne Enhancer)
F5: O/W-Emulsion 3
(ohne Enhancen) 2302 7,06 5442 17,20 957 696 519 495 780 871 140 161 513 379 304 283 26,06 6,50
F6: 2-Pyrrolidone in 16,80 12,62 6056 13,99 10,02 684 884 642 378 260 139 114 557 316 306 407 10884 20,87
O/W-Emulsion 1
p<0,05 F4vs. F5 F1vs. F2 F1vs. F3 F2vs. F3 F2vs. F4 F2vs. F4

F4 vs. F6

p < 0,01 F2vs. F4 F2vs. F3
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