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Referat

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der kutanen Bioverfliigbarkeit der
Aminosaure L-Citrullin nach epikutaner Applikation ex vivo. Im Vordergrund steht dabei
die Untersuchung der Penetrations- und Permeationsdynamik. Die Versuche erfolgen
an gesunden Hautexzisaten nach Mammareduktionsplastik in einer Diffusionszelle
nach Franz. Dabei wird [°H]-markiertes radioaktives L-Citrullin in eine halbfeste
Zubereitung (10 %, definierte Wirkstoffmenge) eingearbeitet und der penetrierte

Wirkstoff in den Zielkompartimenten radiochemisch detektiert.

Folgende gewlnschte Wirkungen eines erhdhten L-Citrullin-Gehalts der Epidermis
werden postuliert: Eine Verbesserung der Hygroskopizitat, die Steigerung der
keratinozytaren Harnstoffsynthese, die Reduktion des inflammatorischen Radikals NO,
die antioxidative Wirkung von L-Citrullin selbst als ,Radikalfanger” und die strukturelle
Verbesserung des Stratum corneum (SC) Uber die vermehrte Bildung citrullinierter
Strukturproteine. Daraus resultiert das dermatopharmazeutische Interesse an der
nicht-essentiellen, nicht-proteinogenen Aminosaure L-Citrullin, die eine wichtige

Position im Krebs-Heinseleit-Zyklus einnimmt.

Durch extern appliziertes L-Citrullin soll die NO-Synthase-Aktivitat (NOS-Aktivitat) Gber
negative-Feedback-Hemmung gebremst und somit die NO-Entstehung inhibiert
werden, um entzlindliche Prozesse zu modulieren. L-Citrullin selbst kann dabei auch
aufgrund seines antioxidativen Potenzials in vitalen Zellen die Folgen von oxidativem
Stress  neutralisieren. Weiterhin steht die Verbesserung des natirlichen
Feuchthaltefaktors (NMF) im Vordergrund, um die Hydratation des Stratum corneum zu

erhdhen und den transepidermalen Wasserverlust (TEWL) einzuschrénken.

L-Citrullin l1&sst sich aufgrund seiner giinstigen physikochemischen Eigenschaften gut
in Standardvehikelsysteme einarbeiten. Als besonders geeignet erweist sich das
amphiphile Donatorsystem, aus dem L-Citrullin am besten liberiert wird und am
schnellsten in die Schichten der Epidermis penetriert. Im Stratum corneum bildet sich
ein im zeitlichen Verlauf zunehmendes Depot. Das hydrophile Vehikelsystem realisiert

nach prolongierter Applikationsdauer das beste Konzentrations-Zeit-Profil flr die Tiefe.

Die Ergebnisse zeigen eine gute Bioverfugbarkeit der Aminosdure L-Citrullin nach
epikutaner Applikation. Infolge ihrer glinstigen Stellung im Stoffwechsel urothelischer
Lebewesen ergeben sich vielfaltige Perspektiven flr kinftige topische
Anwendungsgebiete, die mittels klinischer Studien zu erforschen wéren.
Helen, Sterz: ,Ex-vivo-Untersuchungen zur kutanen Bioverfligbarkeit von

L-Citrullin nach epikutaner Applikation“ Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 53
Seiten, 2015
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Einfiihrung in das Thema

Das Interesse an neuen Wirkstoffen zur topischen Applikation ist gro® und folglich
Gegenstand der Forschung in der Dermatologie. Das Wissen um biologische Prozesse
auf zellularer und molekularer Ebene wachst stetig, ebenso das Verstandnis fir
Transport- und Stoffwechselvorgange in der Haut. Die anatomische Struktur dieses
hochaktiven Stoffwechselorgans ist Voraussetzung fur dessen Barrierefunktion. Das
lipophile Stratum corneum bildet die Hauptpermeabilitatsbarriere der Haut. Es besteht
aus avitalen ziegelsteinartig geschichteten Korneozyten, welche in interzellularem

Lipidmortel lagern (sog. bricks and mortar model) (Touitou, 2002; Trommer, 2012).

Vor Einfluhrung neuer Therapeutika in die klinische Praxis sind praklinische
Untersuchungen erforderlich. Dabei ist das Hautorgan durch die Moéglichkeit epikutaner
Applikation gegenlber anderen Organsystemen leichter zugénglich. Modellversuche
mit humaner Haut ex vivo sind etabliert und ohne Belastung fir den lebenden

Organismus.

Die Effektivitat der topischen Applikation hangt in erster Linie davon ab, inwieweit es
gelingt, in der angestrebten Hautschicht ein ausreichendes Konzentrations-Zeit-Profil
des Wirkstoffes zu erreichen. Dabei sind neben dessen Eigenschaften auch der
Hautzustand und vor allem die eingesetzte galenische Grundlage mafigebend. Hier
haben sich als klassische Vehikelsysteme amphiphile, hydrophile und lipophile
Praparationen bewahrt (Neubert et al., 2001; Wohlrab, 2001; Wolf, 2006a).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der topischen Applikation der Aminosaure
L-Citrullin unter in-vitro-Bedingungen. Citrullin wurde in den vergangenen Jahren in
vielerlei Hinsicht untersucht, vor allem in Verbindung mit dem Stoffwechsel von Leber,
Nieren und Intestinaltrakt (Curis et al., 2005; Cynober et al., 2010). In der
dermatopharmazeutischen Forschung ist L-Citrullin bisher wenig reprasentiert, obwohl
sich interessante experimentelle Ansatze fiir topische Effekte konstruieren lassen. In
Abhangigkeit vom Kompartiment, in welchem sich die Substanz anreichert, sind
unterschiedliche Wirkungen zu erwarten. Dies waren im avitalen Stratum corneum
physikochemische Effekte in Zusammenhang mit der Hygroskopizitat oder der Bildung
eines Depots. In den Schichten der vitalen Epidermis kdénnte L-Citrullin den
mitochondrialen und zytosolischen Metabolismus der Keratinozyten (Harnstoffzyklus)
beeinflussen oder im Interstitium wirksam sein. Auch eine Penetration in die Dermis

nach Uberwindung der Basalmembran wére vorstellbar.
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Jingere Arbeiten beschaftigten sich sehr ausfihrlich mit dem epidermalen
Argininstoffwechsel. Arginin und Ornithin wurden bereits als vielversprechende
Wirksubstanzen in Hinblick auf die topische Anwendung untersucht (Wohlrab, 2001;
Hoche, 2003).

Im zellularen Metabolismus wird L-Citrullin durch die NO-Synthase-Reaktion (NOS-
Reaktion) in gleicher Menge wie NO aus L-Arginin synthetisiert. Heute weil3 man, dass
bei dieser Reaktion entstehendes NO Entziindungsreaktionen triggern kann (Siervo et
al.,, 2011; Jabs, 2008; Bruch-Gerharz et al., 1998a, Bruch-Gerharz et al., 1998b).
Andererseits wird beschrieben, dass Citrullin bei der Bewaltigung von oxidativem

Stress hoch effektiv - quasi als Antioxidans - wirksam ist (Abb. 1) (Akashi et al., 2001).

hygroskopischer
Effekt

Erhéhung der
antioxidativen
Kapazitat

Induktion der
Urea-Synthese

Hemmung der |
NO-Synthese

Abb. 1: Theoretische Effekte extern applizierten L-Citrullins in der Haut

Vorstellbar ware, dass nach epikutaner Applikation in die Haut penetriertes L-Citrullin
durch negative Feedback-Hemmung oder durch direkte antioxidative Wirkung
Entzindungsprozesse modulieren kann. Dies kdnnte fur die Behandlung entzindlicher

Dermatosen ein neuer therapeutischer Ansatzpunkt sein. Weiterhin steht die
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Verbesserung des natlrlichen Feuchthaltefaktors (NMF) im Vordergrund, um die
Hydratation des Stratum corneum zu erhdéhen und den transepidermalen
Wasserverlust (TEWL) einzuschranken (Abb. 1).

Die Citrullinierung epidermaler Strukturproteine wie Filaggrin und Keratin geschieht im
Rahmen der Differenzierung von Keratinozyten zu Korneozyten (Ishida-Yamamoto et
al., 2000; Ishigami et al., 2002; Loffler et al., 2007). Eine Steigerung dieser Reaktion
durch extern zugefiuhrtes L-Citrullin kénnte eine qualitative Verbesserung des

Zytoskeletts zur Folge haben.

Gegenstand dieser préklinischen Studie war deshalb die Frage, ob L-Citrullin nach
epikutaner Applikation in die Haut penetrieren kann, wie sich Penetrationskinetik und
-dynamik gestalten und ob es ein optimales Vehikelsystem gibt. Letztlich ist zu
beantworten, ob weiterfiihrende Studien mit L-Citrullin-haltigen Praparationen

empfehlenswert sind.

1.2 L-Citrullin

1.2.1 Biochemische und physikalische Eigenschaften von L-Citrullin

Namensgebend fir L-Citrullin ist die Wassermelone ,Citrullus vulgaris”, deren Rinde
groflere Mengen dieser Substanz enthalt und somit eine natirliche Quelle darstellt
(Bieger und Neuer, 2011; Kaore et al., 2012; Rimando and Perkins-Veazie, 2005; Curis
et al.,, 2005). Daraus konnte Citrullin erstmals in den 1930er Jahren isoliert werden
(Moinard et al., 2008). Durch die antioxidativen Eigenschaften von Citrullin ist die
Wassermelone in der Lage, oxidativem Stress auch unter schwierigen
Umweltbedingungen zu widerstehen (Akashi et al., 2001; Cynober et al., 2010).
Weiterhin ist es in gewissen Algenarten, wie ,Grateloupia vulgaris”, in Gurke und
Kirbis anzutreffen (Curis et al., 2005; Kaore et al., 2012).

L-Citrullin ist eine fir den menschlichen Organismus nicht essentielle Aminosaure. Bis
heute sind 22 proteinogene (essentielle), die der Koérper selber nicht synthetisieren

kann, und Uber 250 nicht-proteinogene Aminosauren bekannt (Loffler et al., 2007).

Die Summenformel des L-Citrullins lautet CgH43N3Os (Abb. 2). Es hat ein
Molekulargewicht von 175,19 g/mol und ist wegen seiner polaren Seitenketten gut in
Wasser |6slich, dagegen kaum in Methanol und Ethanol. Damit handelt es sich um eine
hydrophile Substanz. Der Schmelzpunkt liegt bei 214 °C. Bei Zimmertemperatur liegt

L-Citrullin als weil3er, kristalliner Feststoff vor (Curis et al., 2005).
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Abb. 2: Strukturformel des L-Citrullin (nach Bieger und Neuner, 2011)

1.2.2 Vorkommen von L-Citrullin im humanen Organismus

Im Jahre 1944 wurde erstmals das Vorkommen von freiem L-Citrullin im menschlichen
Blutplasma beschrieben (Archibald, 1944).

Die metabolischen Prozesse in Darm, Leber und Niere sind fiir den Plasmaspiegel von
L-Citrullin verantwortlich (Abb. 3). Die Enterozyten des Darms synthetisieren nach der
Aufspaltung alimentarer Eiweile Citrullin aus Arginin oder Glutamin. In den
Hepatozyten erfolgt die de-novo-Synthese Uber den Harnstoffzyklus. Die Nieren
verstoffwechseln Citrullin zu Arginin, welches Uber das Blut wieder als Substrat der
Citrullinbildung in die Leber aufgenommen werden kann (Curis et al., 2005; Cynober et
al., 2010; El-Hattab et al., 2012; Lighthart-Melis and Deutz, 2011).

ARG
Leber Urea
Darm l J
Arginin *» Ureasynthese

ARG l

GLU——————" Ornithin

OAT Niere
I GLNase OCT l
GLN Citrullin — CIT > Citrullin
ASS-ASL l
l Arginin

Arginin

Abb. 3: Zusammenhang des Metabolismus von L-Citrullin (nach Cynober et al., 2010)

Im Blutplasma frei zirkulierende Aminosauren gelangen Uber Transportsysteme in die

Zellen der verschiedenen Organe und folglich auch in die Haut. Kationische

4



EINLEITUNG

Aminosduren wie Arginin, Lysin und Ornithin nutzen fir die Uberwindung von
Plasmamembranen das sogenannte Y'-System (Closs et al., 2004). Ein spezifischer
Transporter fir L-Citrullin wird bisher nicht beschrieben. Dennoch ist bekannt, dass
verschiedene Zelltypen Citrullin aufnehmen und abgeben (Curis et al., 2005). Fir
Keratinozyten wird als nutritive Aminosaure L-Arginin angenommen, aus der erst
sekundar im zelluldaren Metabolismus Citrullin gebildet wird (Wohirab, 2001; Hdéche,
2003).

1.3 L-Citrullin und keratinozytarer Metabolismus

Im Jahre 1953 konnte Leonardi erstmals L-Citrullin mit Hilfe der

Papierchromatographie in humaner Epidermis isolieren (Holmes et al., 1968).

Aus biochemischer Sicht ist die Haut aufgrund ihrer Schutz- und Barrierefunktion sowie
der permanenten Erneuerung der Epidermis ein  besonders aktives

Stoffwechselsystem.

1.3.1 Arginin — Citrullin — Ornithin — Zyklus

Das Schema der Abbildung 4 =zeigt in vereinfachter Form die Verknupfung der

Metabolisierung von Arginin, Ornithin und Citrullin.

Protein

l

ASL ~ L-Arginin - Agmatin

Argininsuccinat

Harnstoffzyklus

NH,
ASS v
NO Urea PA
Aspartat
obc
L-Citrullin < L-Ornithin —
' . OAT ,
ADMA Glut;'amin Pr;JIin

Abb. 4: Arginin—Citrullin—Ornithin—Zyklus (nach Bieger und Neuer, 2011)
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Die rechte Seite dieses Reaktionsmodells beschreibt als sogenannte
»Arginasereaktion“ den Abbau der Aminosaure L-Arginin zu Harnstoff und L-Ornithin

und damit die Verbindung zum Harnstoffzyklus.

Die linke Seite veranschaulicht die Entstehung von L-Citrullin und Stickstoffmonoxid
(NO) in der sogenannten ,NO-Synthasereaktion®, die durch die NOS katalysiert wird.
L-Citrullin und NO entstehen dabei in einer stéchiometrischen 1:1-Menge (Siervo et al.,
2011; Bruch-Gerharz et al., 1998a). Das Recycling von L-Arginin aus L-Citrullin scheint
in der Haut aufgrund anderer Enzymaktivitdten keine Bedeutung zu haben (Crounse
and Rothberg, 1961). Der physiologische Ablauf des Arginin-Citrullin-Ornithin-Zyklus
dient der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion und der mikrovaskuldren Perfusion
(Wohlrab, 2001).

1.3.2 NO-Synthase und ihre Isoformen

Im humanen Organismus existieren drei NOS-Isoformen, die endotheliale NOS
(eNOS), die neuronale NOS (nNOS) sowie die induzierbare NOS (iNOS) (Bruch-
Gerharz et al., 1998b; Maarsingh et al., 2006). In Diskussion steht die Existenz einer
weiteren mitochondrialen mtNOS-Isoform (Bieger und Neuer, 2011; Siervo et al.,
2011).

Im keratinozytdren Metabolismus sind die eNOS- und iINOS-Isoformen bedeutsam.
Letztere ist bei dermalen inflammatorischen Prozessen hochreguliert. Die
calmodulinabhangige zytosolische iINOS ist auRerdem in Makrophagen anzutreffen
(Bruch-Gerharz et al., 1998a; Hobbs et al., 1999; Knowles and Moncada, 1994).

Grundsatzlich wird die iINOS in vielen Geweben des Korpers exprimiert und interagiert
mit dem Immunsystem (Siervo et al., 2011; Baudouin and Tachon, 1996). Die iNOS-
Synthese wird durch inflammatorische Immunstimuli, wie bakterielle Endotoxine und

proinflammatorische Zytokine, induziert (Abb. 5) (Bruch-Gerharz et al., 1998a).

Fur die Synthese von L-Citrullin und NO aus L-Arginin werden neben der NOS auch
verschiedene Co-Faktoren wie molekularer Sauerstoff, Flavinadenosindinukleotid
(FAD), Flavinmonunukleotid (FMN), Tetrahydrobiopterin (BH4) und Ca® (auRer bei der
iINOS) bzw. Calmodulin bendtigt (Siervo et al., 2011; Knowles and Moncada, 1994;
Ulhaq et al., 1999).
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Bakterien, Endotoxine, Zytokine

induzieren

INOS/Calmodulin

L-Arginin

NADPH

* L-Citrullin + NO

NADP

Abb. 5: Chemische Darstellung der NOS-Reaktion (nach Bruch-Gerharz et al., 1998b)

Die NOS konkurriert mit der Arginase um L-Arginin als Substrat (Abb. 4). Dabei ist die
Affinitat der NOS gegenlber der Arginase (ARG) zwar 1000-fach héher, die ARG
andererseits 1000-fach schneller reagierend (Bieger und Neuer, 2011). Bei hohen ARG

Konzentrationen wird L-Arginin bevorzugt zu L-Ornithin verstoffwechselt, die NO-

Synthese hingegen gehemmt (H6che, 2003; Héche et al., 2004).

Tab. 1: Funktion der NOS-Isoformen (nach Bruch-Gerharz et al., 1998b)

e/n NOS

iNOS

Zellulare  Quellen

der Haut

Keratinozyten, Endothelzellen

Melanozyten, Fibroblasten

Keratinozyten,
Endothelzellen, Fibroblasten,

Langerhanszellen

Signalinduzierung

UV-Strahlen, “shear-Stress”

bakt. Endotoxine,
(z.B. IL8, IFy, TNFa, IL1pB),
Neuropeptide

Zytokine

Molekulare Ziele

I6sliche Guanylatcyclase

Schllsselenzyme mitochon-
driale Atmungskette, Citrat-
RNA/DNA-Synthese,

Zink-Finger-Proteine

zyklus,
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1.3.3 Antioxidative Wirkung durch NOS-Inhibition und L-Citrullin

Unter oxidativem Stress wird die Akkumulation reaktiver Sauerstoffverbindungen (ROS)
Uber das physiologische AusmaB hinaus verstanden. Diese sind imstande,

Biomolekile anzugreifen und zu schédigen (Loffler et al., 2007).

NO vermag als freies Radikal mit reaktiven Sauerstoffspezies, wie Superoxidanionen,
zu reagieren. Die resultierenden NO-Verbindungen besitzen ebenfalls schadigendes

Potenzial, als nitrosativer Stress bezeichnet (Siervo et al., 2011).

Physiologischerweise dient die iINOS der Immunabwehr. Durch entstandenes NO
kénnen Viren an ihrer Vermehrung gehindert, Bakterien geschadigt und Parasiten
abgetdtet werden. Kommt es zu einer unspezifischen Entzindungsreaktion, wird die
NO-Synthese durch die iINOS gesteigert. Dieser nitrosative Stress ist u.a. durch

erhohte Citrullinkonzentrationen im Urin nachweisbar (Jabs, 2008).

Extern in derartige Entzindungsprozesse eingeschleustes L-Citrullin musste Uber
negative Feedback-Hemmung die NOS inhibieren (Hobbs et al., 1999; Ulhaq et al.,
1999).

Studien mit Wassermelonen unter Wistenbedingungen weisen auf ein antioxidatives
Potenzial von L-Citrullin selbst hin. Extreme Trockenheit bedeutet fir die Pflanzen
oxidativen Stress, der vom Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies begleitet wird. In der
Studie konnte nachgewiesen werden, dass es unter dem Einfluss von reaktiven
Sauerstoffspezies, wie Hydroxyl-Radikalen, zu einer Akkumulation von Citrullin kommt
und DNA-Schaden nicht auftraten. Daher wurde postuliert, dass Citrullin schitzend

gegenuber oxidativem Stress wirkt (Akashi et al., 2001).

Wenn es durch externe Therapie geldnge, die pathogenen freien Radikale zu

reduzieren, stiinde ein neuer therapeutischer Ansatz zur Verfigung.

1.3.4 Citrullinierte Proteine

L-Citrullin besitzt im Metabolismus eine Sonderstellung, da es nur bedeutsam flr den
Intermediarstoffwechsel ist, nicht aber fir die Proteinbiosynthese (Bieger und Neuer,
2011). Es kann einerseits in freier Form oder andererseits Uber eine Peptidbindung als
citrulliniertes Protein vorliegen (Curis et al., 2005). L-Citrullin ist nie primar in Proteine
eingebaut, genau wie Ornithin (Rassow et al., 2008). Fir nicht-proteinogene
Aminosauren existiert kein Codon fir die Proteinsynthese. Zellular synthetisierte

Proteine kdnnen posttranslational modifiziert werden (Curis et al., 2005; Vincent et al.,
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2005). In Keratinozyten werden fur die architektonische Struktur der Epidermis wichtige
Filamente und Matrixproteine produziert, insbesondere Keratine und Filaggrin. Sie
bilden das Zytoskelett und sind am Ende der Ausreifung als komplexe Verbindungen
im Stratum corneum zu finden (Loffler et al., 2007). Wahrend der terminalen
epidermalen Differenzierung werden - funktionell wichtig - Zytokeratin und Filaggrin
citrulliniert. Eine Dysfunktion der Citrullinierung ist pathogenetisch bedeutsam (Ishida-
Yamamoto et al., 2000; Ishigami et al., 2002).

1.3.5 L-Citrullin als Bestandteil des Natural Moisturizing Factor (NMF)

Das Stratum corneum als &ulerste Schicht der epidermalen Barriere grenzt den
Organismus von schadlichen Umwelteinflissen ab und verhindert den unkontrollierten
transepidermalen Wasserverlust (TEWL). Die optimale Hydratation hangt von

mehreren Faktoren ab:

* den interzellularen Lipiden als effektive Barriere fir die Passage von Wasser;

* der Lange des Diffusionsweges als Faktor flir den verzégerten
transepidermalen Wasserverlust, da erst die einzelnen Layer des Stratum
corneum Uberwunden werden mussen,;

* dem naturlichen Feuchthaltefaktor NMF (Rawlings and Harding, 2004).

L-Citrullin ist Bestandteil des NMF, einer Gruppe von Substanzen, deren gemeinsame
Hygroskopizitat der Hydratation und Barrierefunktion der Haut dienen und den TEWL
regulieren. Es entfallen 20 bis 30 % des Trockengewichtes vom Stratum corneum auf
den NMF (Rawlings and Harding, 2004). Die einzelnen Bestandteile sowie die kleinen
H,O-bindenden Molekile befinden sich im Korneozyten, aber auch im
Interzellularbereich (Wohlrab, 2001).

Dabei kommt L-Citrullin mit 5-7 % in ungefahr gleicher Menge wie Harnstoff vor
(Tab. 2) (Ziegenmeyer, 1992). Topisch applizierter Harnstoff kann neben den positiven
Effekten auch zu lIrritationen der Haut mit Brennen, Rétung und Juckreiz fihren
(Wohlrab, 2001; Wohlrab et al., 2003). Moéglicherweise stellt L-Citrullin eine attraktive

Alternative zur Ureaapplikation dar.

Im Rahmen der Hautalterung und bei verschiedenen Hauterkrankungen fiihrt die
Verminderung des NMF zur reduzierten Wasserbindungskapazitat. Dies lockert den
Zellverband, fuhrt zur Abschilferung der schiitzenden Hornschicht und bedeutet eine

Verschlechterung der Barrierefunktion (Rawlings and Harding, 2004).
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Tab. 2: Die Zusammensetzung des NMF der humanen Epidermis (Ziegenmeyer, 1992)

Zusammensetzung % [m/m]
Aminoséduren (insgesamt) 32-42
* Serin 9-13
* Alanin 3-6
* Threonin 2-4
* Asparagin, Glycin, Histidin, Leucin, Lysin, Phenylalanin, 13-22
Ornithin, Thyrosin, Valin, Glutamin- und Urocainsaure
2-Pyrrolidon-5-carbonsaure 12
Lactate 12
Harnstoff 7
Citrat, Formiat 0,5
Anorganische lonen ( Cl, Na’+, K-) 18
Ammoniumionen, Glucosamine, Kreatinin, Uronsaure 1,5
nichtidentifizierte Substanzen 10

1.4
1.4.1

Permeabilitiat der Haut

Dermale Substanzaufnahme

Die Erlauterung folgender Begriffe ist fir das Verstandnis der Mechanismen nach

epikutaner Wirkstoffapplikation in dieser Studie wichtig:

* Liberation: Freisetzung aus der galenischen Grundlage

* Penetration: Eindringen in Stratum corneum bzw. Epidermis

* Permeation: Durchdringung von Hautschichten bis an Blut- und Lymphgefalie
(Neubert et al., 2001; Stlttgen und Schaefer, 1974)

Die Wirkstoffaufnahme in das Blut- oder Lymphsystem (Resorption) wird beim

betrachteten ex-vivo-Modell vernachlassigt.

1.4.2 Kutane Diffusionsrouten epikutan applizierter Wirkstoffe

Bei der Penetration und Permeation missen die Substanzen die einzelnen Schichten
der Haut Uberwinden, wobei das Stratum corneum mit Hydrolipidfilm die Hauptbarriere
darstellt. Hier unterscheidet man den interzellularen, transzellularen, transfollikularen

und transglanduldren Penetrationsweg. Transglandulare und transfollikulare Routen
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spielen nur eine untergeordnete Rolle. Beim Transport Uber den interzellularen oder
transzellularen Weg wird fir polare und unpolare Substanzen - also auch fir
Aminosauren wie L-Citrullin - angenommen, dass sie Uberwiegend den interzellularen
Weg per Diffusion Uber wassergeflullte Weichen bevorzugen. Die transzellulare
Barriere ist hoher (Neubert et al., 2001; Stittgen und Schaefer, 1974).

Im epidermalen Kompartiment steigt die Diffusionsgeschwindigkeit, da die vitale

Epidermis mit einem Hydrogel vergleichbar ist (Neubert at al., 2001).

Bei der zellularen Aufnahme von Wirkstoffen muss die Plasmamembran Uberwunden
werden. Hierbei vermitteln Transportersysteme (Loffler et al., 2007). Kationische
Aminosduren, wie Arginin, Lysin und Ornithin, nutzen das sogenannte Y*-System
(Closs et al., 2004).

1.4.3 Stationares Penetrationsmodell

Kutane Modellvorstellungen vermitteln zwischen experimentellen Daten und sehr
komplexen, oft noch nicht erforschten biologischen wund physikochemisch-
biopharmazeutischen Vorgangen. Sie helfen, Befunde zu interpretieren, auf in-vivo
Bedingungen zu dbertragen und das Transportverhalten epikutan applizierter
Wirkstoffe aus einfach bestimmbaren Messdaten vorherzusagen. Das Modell der
stationaren Penetration geht davon aus, dass der Wirkstoff anfangs nur in der
Formulierung geldst vorkommt, seine Konzentration in der Biophase Haut dagegen
Null ist und als konstanter Konzentrationsgradient {ber den gesamten
Versuchszeitraum bestehen bleibt. Zufuhr aus einem unendlich grofRRen
Vehikelreservoir (infinite dose case) und Abtransport aus einem Akzeptor befinden sich
im ,steady state” (Sink-Bedingungen). Weiterhin basiert das Modell ausschlief3lich auf
Diffusionsvorgdngen nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz. Die Schichten der Haut
werden als homogene Kompartimente betrachtet — das Stratum corneum als
Lipidschicht und die Epidermis als Hydrogel (Anissimov et al., 2013; Neubert et al.,
2001).

Beim Permeationsmodell in der Franz’'schen Zelle wurde L-Citrullin in bekannter Dosis
aufgetragen (finite dose case). Dies erlaubt, die detektierten Messwerte mit der
applizierten Gesamtdosis zu vergleichen und ein Konzentrations-Zeit-Profil zu

erstellen.
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1.5 Penetrationsverhalten von L-Citrullin in Abhédngigkeit vom
Vehikelsystem
Fir das hydrophile L-Citrullin ware das lipophile Stratum corneum eine
Penetrationsbarriere. Das verwendete Vehikelsystem kann malRgeblich an der
Uberwindung des Stratum corneum beteiligt sein (Anissimov et al., 2013). Die
galenische Grundlage hat nicht nur die Funktion, den Wirkstoff in gleichmaRiger
Verteilung zu halten, sondern auch seine Penetrationsfahigkeit zu verbessern.
Letzteres geschieht, wenn die Eigenwirkung des Vehikelsystems die
Penetrationsbedingungen verandert oder Wirkstoff und Grundlage gemeinsam in die
Haut penetrieren (Neubert et al., 2001). Am Ende muss L-Citrullin aus der jeweiligen

galenischen Grundlage liberiert werden.
Fur die vorliegende Studie wurden drei Standardvehikelsysteme genutzt:

* Wasserhaltige hydrophile Salbe DAB (O/W): Vaseline und dickflissige
Paraffine stellen dabei die innere Lipidkomponente dar, welche von Wasser
umgeben ist (Standardisierte Rezepturen NRF/SR, 2007; Wolf, 2006a).
L-Citrullin als wasserldsliche Substanz befindet sich in der duleren Phase und

hat nach epikutaner Applikation einen kurzen Liberationsweg.

* Wasserhaltige lipophile Wollwachsalkoholsalbe DAB (W/O): Bei diesem
ebenfalls biphasischen System besteht die duRere Komponente aus weilder
Vaseline, Cetylstearylalkohol und Wollwachsalkoholen, in welche Wasser
eingearbeitet werden kann (Standardisierte Rezepturen NRF/SR, 2007; Wolf,
2006a). Somit wird in der inneren Phase geldstes L-Citrullin schwerer liberiert,
da die auliere Lipidkomponente ein Penetrationshindernis darstellt, selbst wenn

das W/O-System mit in das Stratum corneum penetriert sein sollte.

e amphiphile Basiscreme DAC: Diese stellt ein Ubergangssystem zwischen
O/W und W/O dar und nimmt somit eine Sonderstellung ein (Staubach und
Lunter, 2014; Wolf, 2006b). Mit einer guten Liberation und Eigenpenetration ist

zu rechnen.
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1.6 Zielstellung

Inhalt dieser Arbeit ist die Untersuchung des Penetrationsverhaltens von L-Citrullin in

die Haut. Dabei gilt es, folgende Fragen zu beantworten:

1. Zeigen sich Unterschiede der verschiedenen Vehikelsysteme im
Diffusionsmodell?

2. Werden Unterschiede des Diffusionsmodells durch die Ergebnisse bestatigt?
Welche Effekte sind fir die Zielkompartimente zu erwarten?

Welche Faktoren kdnnen die experimentellen Messergebnisse beeinflussen?

13
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2 MATERIAL UND METHODIK
21 Material
211 Chemikalien und Lésungen

Cryo-SFM (Gefriermedium)
L-Citrullin (L-Cit)
Ethanol (absolut = 99,5 %)

Isotonische Lésung
ISOTON II
NaCl

Soluene 350

Szintillatorfliissigkeit

Tritium [3H]

21.2 Gerate und Zubehor

Analysenwage
Eppendorf-Gefals (1,5 ml)
Falcon-Tubes
Flissigkeitsszintillatorzahler
WinSpectral 1414

Gewebekulturflaschen- und schalen

Glasfiberfilter Typ G 7
Klvette (4,5 ml)

Laminarbox HS 12

Magnetrihrer MLW

Pipetten

33 ml SFM + 10 ml FKS + 7 ml DMSO
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe,
Deutschland
Coulter-Immunotech-Diagnostics,
Krefeld, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Packard Bioscience R.V., Groningen,
Niederlande

4 g PPO [2,5-Diphenoloxazol] + 0,1 g
POPOP [1,4-bis-2-(5-Phenyloxazolyt)-
Benzen] ad 1.000 ml Toluol

American Radiolabeled Chemicals Inc.,
St. Louis, USA

Typ MC5 OCE, Sartorius AG, Géttingen,
Deutschland
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH,
Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson, San Jose, USA
WALLAC-ADL-GmbH, Freiburg,
Deutschland

Greiner-GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

INOTECH, Wohlen, Schweiz
Coulter-Immunotech-Diagnostics, Krefeld,
Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Ruhrgeratewerk Mendingen, Sitz Freital,
Deutschland

Eppendorf-Netherler-Hinz GmbH,

Hamburg, Deutschland
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Prazisionswaagen:

Typ 870-13 G. Kern & Sohn, Albstadt, Deutschland
UMC 5 Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Szintilationsmessgerate Canberra-Packard GmbH, Dreieich,

Deutschland
Thermostad B3-DC 1 Haake, Karlsruhe, Deutschland
Zentrifuge EC 5402 Eppendorf-Nettheler-Hinz GmbH,

Hamburg, Deutschland

213 Software

Software fir ImageMaster VDS Pharmacia Biotech, San Francisco,
Kalifornien, USA

WinMDI 2.5 The Scripps Research Institute, La Jolla
CA 92037, USA

1414 WinSpectralTM V1.3 Perkin ElImer Wallac, Feiburg,
Deutschland

2.2 Methoden

2.21 Herstellung der Vehikelsysteme

Die Salbengrundlagen mit den unterschiedlichen Vehikelsystemen wurden von der
Klinik-Apotheke der Martin-Luther-Universitat Halle nach standardisierten Bedingungen
hergestellt. Die Zubereitung erfolgte nach den entsprechenden
Herstellungsvorschriften mit einer definierten Verwendbarkeit von mindestens drei
Monaten nach dem Arzneimittelgesetz. Zuerst war es erforderlich, die L-Citrullinlésung
mit dem radioaktiven Isotop Tritium zu markieren, welches eine spezifische Aktivitat
von 38 Ci/mol besitzt (1 pCi/mg Vehikel). AnschlieRend wurden 20 pl der [°H]-
markierten-Lé6sung mit 20 mg Praparationsgrundlage homogen vermischt. Somit

entstanden jeweils 10 %ige amphiphile, hydrophile und lipophile Vehikelsysteme.

Die L-Citrullin-haltigen Vehikelsysteme basieren auf folgender Rezeptur:
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Tab. 3: Vehikelsysteme (Standardisierte Rezepturen (NRF/SR), 2007)

Praparation

Vehikelsystem

hydrophil Wasserhaltige hydrophile Salbe (O/W)
lipophil Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe (W/O)
amphiphil Basiscreme DAC (O/W und W/O)

* Wasserhaltige hydrophile Salbe DAB (Standardisierte Rezepturen (NRF/SR),

2007).
* Hydrophile Salbe DAB 30,0g
* Gereinigtes Wasser ad 100,0 g
Zusammensetzung Hydrophile Salbe DAB:
* Emulgierender Cetylstearylalkohol, Typ A 30,0g
» Dickfliissiges Paraffin 3509
+  WeiRes Vaselin 3509

* Wasserhaltige

Rezepturen (NRF/SR), 2007).

Wollwachsalkoholsalbe

Gereinigtes Wasser

lipophile Wollwachsalkoholsalbe DAB (Standardisierte

DAB 50,0 g
ad 100,0 g

Zusammensetzung Wollwachsalkoholsalbe DAB:

Cetarylstearylalkohol
Wollwachsalkohole

WeilRes Vaselin

05¢g
6,09
ad 100,0 g

* amphiphile Basiscreme DAC (Standardisierte Rezepturen (NRF/SR), 2007).

Glycerolmonostearat 60 409
Cetylalkohol 6,09
Mittelkettige Triglyceride 759
WeiRes Vaselin 25,59
Macrogel-20-glycerolmonostearat 7,09
Propylenglycol 1009

40,0¢

Gereinigtes Wasser
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222 Gewinnung von Hautbiopsien und Aufbereitung

Um theoretische Uberlegungen hinsichtlich dermaler Penetrations- und
Permeationsprozesse in die Praxis zu Uberfihren, missen zunachst ex-vivo-
Experimente an menschlicher Haut durchgefiihrt werden. Die Verwendung von in-vitro-

Modellen ist daflir geeignet.

Zur Gewinnung des Probenmaterials stand exzidierte Uberschissige Haut aus
Mammareduktionsplastiken dreier gesunder Probanden a drei Hautstiicke zur
Verflgung. Postoperativ erfolgte die Reinigung der Prdparate mit Wattepads und
physiologischer NaCl-Ldsung. AnschlieBend wurden die Proben mechanisch von
Uberschissigem subkutanem Fettgewebe befreit, welches verworfen wurde. Aus
jedem Hautstiick wurden wiederum drei kreisrunde Proben mit 20 mm Durchmesser
ausgestanzt (3,14 cm?), in Aluminiumfolie luftdicht verpackt und bei -20 °C fiir zwei bis
drei Wochen tiefgeklhlt gelagert. Fir die Versuchsreihen konnten somit insgesamt 27

Proben zeitgerecht aufgetaut werden.

2.2.3 Penetrationsversuche an humaner Haut ex vivo mittels Franz’scher
Diffusionszelle

Aktuell stehen in der Forschung standardisierte, validierte Methoden flr

Penetrationsversuche in vitro zur Verfugung. Sie sind allgemein akzeptiert sowie

anerkannt und liefern entscheidende Erkenntnisse zur Charakterisierung von

Vehikelsystemen hinsichtlich Liberation und Penetration.

In der Dermatopharmazie hat sich eine definierte Applikationsdosis pro Flache zur
Detektion klinisch relevanter Dosierungen etabliert. Fir halbfeste Zubereitungen gelten
2-5 mg/cm? und fiir flissige Formulierungen 10 pl/cm? als giinstig (OECD/OCDE,
2004). Fur die vorliegende Arbeit wurde die definierte Menge von 20 mg
Praparationsgrundlage auf eine Flache 3,14 cm? aufgetragen und entspricht somit

standardisierten Versuchsbedingungen.

Zur praklinischen Untersuchung der Penetration und Permeation L-Citrullin-haltiger
Praparationen an humaner Haut ex-vivo kommt die Franz’schen Diffusionszelle zum
Einsatz. Mit deren Hilfe ist die Erstellung eines Konzentrations-Zeit-Profils in
Abhangigkeit der unterschiedlichen Vehikelgrundlagen (hydrophile, amphiphile und
lipophile Praparation) mdglich. Somit kénnen Aussagen Uber die Verteilung der
Aminosdure in der Haut in Abhangigkeit von der Zeit getroffen werden. Bei diesem
Modell des indirekten Wirkstoffnachweises gilt, dass unter ex-vivo-Bedingungen keine
Wirkstoffmetabolisierung von L-Citrullin stattfindet (Neubert et al., 2001).
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("_ﬁ Glasdeckel
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Abb. 6: Aufbau der Franz’schen Diffusionszelle (nach Franz, 1975)

Die Franz’sche Diffusionszelle besteht aus einem doppelwandigem Glaszylinder,
dessen Innenraum die physiologische 0,9 %ige NaCl-Losung enthalt, als Akzeptor
bezeichnet, welcher durch einen rotierenden Magneten in Bewegung gehalten wird.
Dies simuliert den FlUssigkeitsstrom in Blut- und Lymphgefallen der Subkutis. Der
innere Glaszylinder wird von einem auflieren umgeben, der mit destilliertem Wasser
geflllt ist und der optimalen Temperierung im Bereich von 32 °C dient, analog der
Hauttemperatur. Zur Versuchsdurchfihrung werden die bei Zimmertemperatur
aufgetauten und mit Wattepads von Flissigkeit befreiten Hautproben mit der jeweiligen
radioaktiv markierten Praparationsgrundlage in definierter Menge von 10 % (20 mg
Salbe) gleichmaRig bestrichen (finite Dose-Technik) und in die 32 °C vorgewarmte
Diffusionszelle gebracht. Dabei liegt das Probenmaterial auf einer Gaze, welche es
vom Akzeptor trennt. Zum Versuchszeitpunkt wurde die Hautprobe so in die
Diffusionszelle eingespannt, dass das Probenmaterial der Membran auflag und somit
direkt an das Akzeptormedium grenzt. Diese Membran ist durch einen Glas- und
Metallring stabilisiert. Somit konnte auch die Permeation durch die Haut simuliert
werden. Als Verdunstungsschutz dient eine Glasabdeckung. Pro Versuch mit lipophiler,
hydrophiler und amphiphiler Vehikelgrundlage standen von jedem Probanden drei
Hautproben zur Verfigung, d.h. jeweils neun Versuchsanordnungen fir 30, 300 und

1000 Minuten in der Diffusionszelle, folglich ergaben sich insgesamt 27 Messreihen.
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224 Messung der L-Citrullin-Konzentration

Nachdem die Hautproben mit den jeweiligen Salbenpraparationen die entsprechende
Versuchszeit in der Franz'schen Diffusionszelle absolviert hatten, erfolgte die
Vorbereitung zur Messung der L-Citrullinkonzentration. Dazu musste die Hautprobe
aus der Diffusionszelle entnommen und zunachst von der verbliebenen, nicht
penetrierten Salbenpraparation (mittels eines Wattetupfers) befreit werden. Zur
Erstellung eines Konzentrations-Zeit-Profils wurden anschliellend die einzelnen

Hautschichten horizontal zur Epidermis nach folgender Reihenfolge abgetrennt:

* Nicht penetrierter Wirkstoff: Wattetupfer

* Stratum corneum: ca. 20 Klebestreifenabrisse

* Vitale Epidermis: 4-10 Schnitte mittels Gefriermikrotom a 20 ym

e Corium: 15 Schnitte mittels Gefriermikrotom a 80 ym +
Reststumpf

* Permeierter Wirkstoff: Akzeptormedium

Fur die Untersuchung des Stratum corneum konnten 20 Klebestreifenabrisse unter
Verwendung einer kreisrunden Schablone, angefertigt werden. Der Durchmesser der
Schablone betrug 16 mm. Somit stand fur das Stratum corneum eine definierte Flache
von 2,0106 cm® zur Verfigung. Jeweils zwei der aufeinanderfolgenden

Klebestreifenabrisse wurden dabei fir die Messungen zusammengefasst.

AnschlieBend wurden aus jeder Probe drei kleinere Hautstanzen mit einem
Durchmesser von 6 mm aus dem Zentrum entnommen. Diese wurden zur
Untersuchung der vitalen Epidermis erneut bei -40 °C tiefgefroren und mittels

Gefriermikrotom in 4-10 horizontale Proben a 20 ym geschnitten.

Zur Detektion der Konzentration im Corium erfolgten 15 Gefrierschnitte a 80 uym. Der
Reststumpf konnte nach Verbringen in ein separates Réhrchen zusatzlich vermessen
werden. Weiterhin stand die Akzeptorflissigkeit zur Bestimmung des permeierten

Anteils zur Verfigung.

Die entstandenen Schnittproben wurden jeweils in ein Szintillationsrohrchen gebracht
und bei Zimmertemperatur fir 12 Stunden in 0,2 ml Soluene-Ldsung 350 inkubiert.
Anschlielend erfolgte die Zugabe von 1 ml Methanol zu jeder Probe. Fur die weitere
Messung im Liquid-Szintillations-Counter mussten weitere 2 ml Szintillatorfliissigkeit zu
jeder Probe hinzugegeben werden. Die Messung fand computergesteuert statt. Dabei
wurden die Proben gegen die Eigenszintillation der Szintillatorflissigkeit gemessen und

als count per minute (cpm) Wert angegeben. So konnte die spezifische Aktivitat in
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Bezug auf die Schnittflache, -dicke und die molare Masse von L-Citrullin im Verhaltnis
zu der applizierten Wirkstoffmenge bestimmt werden. Neben der absoluten
Konzentration in mmol/l konnte die detektierte Menge L-Citrullin als prozentualer Anteil

der urspringlich applizierten Gesamtmenge angegeben werden.

2.3 Biometrie

Die Auswertung der Ergebnisse wurde unter Verwendung geeigneter biometrischer
Kennzahlen graphisch visualisiert. Hierbei handelt es sich um eine rein deskriptive
statistische Veranschaulichung. Aus diesen Graphiken lassen sich einfache
Zusammenhédnge in Abhangigkeit von der Zeit und dem Vehikelsystem ablesen.
Aufgrund der naturgemal kleinen Anzahl der Proben wurde auf ein biometrisches
Testverfahren folgend OECD/OCDE-Guideline verzichtet. Die Ergebnisauflistung
geschieht mittels Excel-Tabellen, aus denen die einzelnen Grafiken erstellt werden
(OECD/OCDE, 2004).
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3 ERGEBNISSE
3.1 Vorbetrachtung

Grundsatzlich kann eine Probe nur einmal analysiert werden, da sie nach Auftrennung
faktisch zerstort wurde. Im vorliegenden Modellversuch wird angenommen, dass die
Hautproben jeweils adaquat sind, weil sie von gesunden Probanden weiblichen
Geschlechts aus gleicher Region (Mammahaut) unter identischen Bedingungen
entnommen und aufgearbeitet wurden. Diese Uberlegungen rechtfertigen die
vergleichende Betrachtung penetrierter Citrullinmengen in Abhangigkeit von der
Applikationsdauer und im zeitlichen Verlauf — quasi dynamisch. Hierbei wurden
vorwiegend prozentuale Anteile der urspringlich aufgetragenen Praparationsmenge

verglichen, teilweise auch absolute Konzentrationen in mmol/l.

3.2 Penetrationsfahigkeit von L-Citrullin

Nach topischer Applikation von L-Citrullin wurde in Abhangigkeit vom Vehikelsystem
und der Einwirkungszeit die penetrierte Wirkstoffmenge radiochemisch detektiert. In
Stratum corneum, Epidermis und Dermis waren maximal 14,9 % und minimal 0,01 %
der applizierten Gesamtdosis messbar. Alle Vehikelsysteme waren in der Lage, eine
gewisse L-Citrullin-Menge in die Haut zu verbringen. Von besonderem Interesse war
die Detektion der wiedergefundenen L-Citrullinmenge in den oberen Schichten der
Haut.

3.3 L-Citrullin Konzentration in Abhangigkeit von der Applikationsdauer
3.31 Applikationsdauer 30 Minuten

Im Stratum corneum fanden sich nach 30 min Applikationsdauer bereits erhebliche
Mengen von L-Citrullin. Aus der amphiphilen Praparation penetrierten durchschnittlich
6 %, aus der hydrophilen 4,6 % und aus der lipophilen 2,5 % der aufgetragenen
L-Citrullin-Dosis. Da diese Konzentrationen im zeitlichen Verlauf zumeist weiter

anstiegen, kann von einer Depotbildung ausgegangen werden.

In den tieferen Schichten der vitalen Epidermis und in der Dermis waren nach 30 min
ebenfalls Konzentrationen penetrierten Citrullins detektierbar, allerdings in deutlich
geringerer Menge als im Stratum corneum. Sie betrugen aus dem amphiphilen
Vehikelsystem maximal 0,4 %, dem lipophilen 0,2 % und dem hydrophilen 0,1 %. Eine
weitere Interpretation von Unterschieden zwischen Epidermis und Dermis ist aufgrund

der geringen Messwerte mit hoher Streuung nicht méglich (Abb. 7).
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Applikationsdauer 30 min
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Abb. 7: L-Citrullin-Konzentration in % der applizierten Dosis in den einzelnen
Kompartimenten nach 30 Minuten

3.3.2 Applikationsdauer 300 Minuten

Bei langerer Applikationsdauer der amphiphilen Praparation nimmt das Depot im
Stratum corneum weiterhin zu und hat sich mit 11,4 % der applizierten Dosis
gegeniber der kurzen Einwirkzeit nahezu verdoppelt. Das Depot nach hydrophilem
Vehikelsystem ist auf 6 % angestiegen, was der Penetrationsrate aus amphiphiler
Zubereitung nach 30 min entspricht. Das lipophile System zeigte wiederum die

geringste Penetrationsrate, sie ist mit 1,8 % etwas geringer als nach 30 min (2,5 %).

In der Epidermis wurden mit 0,2 % (hydrophil), 0,1 % (amphiphil) bzw. 0,01 % (lipophil)

nur sehr geringe Mengen der aufgetragenen L-Citrullinmenge detektiert.

Nachweisbare Effekte in der Dermis nach prolongierter Einwirkdauer sind vor allem flr
den hydrophilen Donator mit 0,8 % der applizierten Dosis zu beschreiben. Die
Nachweisraten fir die anderen beiden Praparationen waren mit 0,3 % amphiphil und
0,07 % lipophil deutlich geringer (Abb. 8).
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Applikationsdauer 300 min
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Abb. 8: L-Citrullin-Konzentration in % der applizierten Dosis in den einzelnen

Kompartimenten nach 300 Minuten

3.3.3 Applikationsdauer 1000 Minuten

Die Depotbildung im Stratum corneum erhéhte sich nach maximaler Applikationsdauer
weiter bzw. persistierte nach lipophiler Grundlage mit 1,9 % nahezu gegeniber der
mittleren Wirkdauer. Die amphiphile Praparation erreichte mit durchschnittlich 14,9 %
die maximal nachgewiesene Penetrationsrate Uberhaupt, gefolgt von der hydrophilen
mit 10,4 %. Letzter Wert entspricht etwa dem amphiphilen Vehikelsystem nach 300 min
(11,4 %).

Fur die tieferen Hautschichten ergeben sich im Vergleich zur mittleren Einwirkdauer
der Vehikelsysteme nach prolongierter Applikationszeit keine wesentlichen
Veranderungen. Die Messwerte sind wieder fir das hydrophile System mit 0,2 % in der
Epidermis und 0,8 % in der Dermis am hdchsten. Aus dem amphiphilen System
penetrierten 0,05 % in die Epidermis und 0,4 % in die Dermis. Letztere befindet sich
mit nahezu identischen Messwerten (0,3 - 0,4 %) im zeitlichen Verlauf in einem ,steady
state®. Aus der lipophilen Praparation ergaben sich durchschnittliche Penetrationswerte

in die Dermis von 0,09 % und somit ahnlich wie nach 300 min Applikationsdauer.
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Applikationsdauer 1000 min
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Abb. 9: L-Citrullin-Konzentration in % der applizierten Dosis in den einzelnen

Kompartimenten nach 1000 Minuten

3.34 Permeationsrate von L-Citrullin

Die permeierte Wirkstoffmenge in den Akzeptor lag maximal bei 5,5 % aus der
hydrophilen Grundlage nach 30 Minuten, gefolgt von der amphiphilen Praparation mit
4,6 % ebenfalls nach 30 Minuten. Die Permeation aus dem lipophilen Vehikelsystem
fiel mit 0,3 % deutlich geringer aus, stieg jedoch nach 1000 min Applikationsdauer bis

maximal 0,8 % an.

3.4 Penetrationsverhalten von L-Citrullin

Es wird die Verteilung von L-Citrullin in verschiedenen Schichthéhen der Haut bis in
das mittlere Corium betrachtet. Die vitale Epidermis ist in 10 Mikrotomschnitten a
10 pm aufgetrennt worden. Die Grenze zur Dermis ist daher ab 200 pm Tiefe
anzunehmen. Um den dynamischen Verlauf beschreiben zu koénnen, erfolgt die
Anordnung der Abbildungen sortiert nach dem jeweiligen Vehikelsystem. Die
Verwendung unterschiedlicher<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>