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Kurzfassung

Im Mittelpunkt der Arbeit stehen Betrachtungen zur Mobilitdt von epikutan applizierten ESR-
Spinsonden, sowie noch weitgehend ungeklirte Fragen zu den Wechselwirkungen zwischen
Liposomen und Haut. Dazu gehort vor allem die Frage nach der Integritdt von epikutan appli-
zierten Liposomen. Weiterhin wurden die Auswirkungen von Liposomen auf die Flexibilitit
der intercorneozytdren Lipiddoppelmembranen, die Penetration von ESR-Spinsonden unter-
schiedlicher Hydro-/Lipophilie, sowie die Mobilitit von ESR-Spinsonden in der Haut und die

Polaritét ihrer Mikroumgebung untersucht.

Als wichtigste Ergebnisse der Arbeit sind folgende Punkte zu nennen:

Liposomen verlieren nach epikutaner Applikation ihre Integritidt und bilden auf dem
Stratum corneum einen Lipidfilm aus. Dabei nimmt nicht nur der Dispersitétsgrad der

Liposomen sondern auch die Flexibilitdt ihrer Membranen ab.

Entgegen der Erwartung fiihrt die epikutane Applikation von liposomalen
Zubereitungen nicht zu einer stidrkeren Fluidisierung der intercorneozytiren
Lipiddoppelmembranen als Phosphatpuffer, wohingegen durch Olséure eine deutlich

stiarkere Fluidisierung erreicht wird.

Liposomen mit rigiden Membranen fithren zu hoheren Spinsondenkonzentrationen in
der Haut als Liposomen mit fluiden Membranen, und solche aus partialsynthetischen
Lipiden fiihren zu hoheren Konzentrationen als Liposomen aus Sojaboh-
nenphospholipiden. Der Vergleich der Penetration von ESR-Spinsonden in die Haut
nach epikutaner Applikation von Liposomen mit der Penetration der Spinsonden aus
anderen topischen Zubereitungen zeigt, dass eine generelle Aussage zur

Penetrationsforderung durch die Anwendung von Liposomen problematisch ist.



Es konnte ein Polarititsprofil der Mikroumgebung von Spinsonden in der Haut erstellt
werden, das belegt, dass die Polaritét in der Epidermis geringer ist als in der Dermis.
Mit zunehmender Inkubationsdauer konnte ein Anstieg der Polartidt in den

Hautproben nachgewiesen werden.

Die Anwendung eines durch Freed et al. entwickelten Computerprogramms zur
Bestimmung von Rotationskorrelationszeiten sich langsam bewegender Molekiile aus
Spektren, die mittels spektral-raumlich aufgeloster ESR-Tomografie erhalten wurden,
erlaubt die Erstellung von Viskositdtsprofilen der oberen Hautschichten in Abhén-
gigkeit von den epikutan applizierten Zubereitungen. Die Bandbreite der ortsabhéngig
berechneten Rotationskorrelationszeiten von CAT-1 und TEMPOL in der Haut nach
epikutaner Applikation der Spinsonden in Liposomen reicht von 5,94 ns bis 1,97 ns.

Dies entspricht einer Viskositit der Mikroumgebung von 118 bis 26 mPa-s.

Abstract

The present thesis was focused on the mobility of epicutaneously applied ESR spinprobes and

open questions concerning the interactions between liposomes and skin e.g. the integrity of

liposomes after epicutaneous application. Additionally the effect of liposomes on the

flexibility of lipid membranes in the stratum corneum, the penetration of ESR spinprobes with

different hydrophilic / lipophilic properties as well as the mobility and polarity of the

microsurrounding of ESR spinprobes in the skin were investigated.

The main results of the investigations are:

There will be a loss of integrity of epicutaneously applied liposomes and a lipid film
will be formed on the stratum corneum. At the same time the degree of dispersity and

the flexibility of their membranes decreases.
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Contrary to the expectation the application of liposomal formulations does not lead to
a stronger fluidity of the lipid membranes of the stratum corneum than the incubation
of the samples with phosphate buffer, whereas the incubation with oleic acid results in

a substantial increase of the fluidity.

The application of ESR spinprobes in liposomes with rigid membranes leads to higher
spinprobe concentrations in the skin than with liposomes having fluid membranes. At
the same time the application of liposomes made from semi-synthetic lipids leads to
higher concentrations of the spinprobe in the skin, than the application of liposomes
made from soybean phospholipids. The penetration of spin probes into the skin out of
liposomes compared to other topical preparations shows, that a general statement

concerning the penetration enhancing effect of liposomes is difficult.

On using the ESR tomography a polarity profile of the skin was obtained, showing
that the polarity in the epidermis is lower than in the dermis. With increasing

incubation time of the skin samples the polarity increases.

The application of a computer program, developed by Freed et al. in order to
determine rotational correlation times for slowly tumbling molecules, to spectra,
obtained from spectral-spatially resolved ESR tomography, allowed the establishment
of viscosity profiles for the upper skin layers in dependency on the applied
formulations. The range of the calculated rotational correlation times of CAT-1 and
TEMPOL in the skin reaches from 5.94 ns to 1.97 ns. This corresponds to a viscosity

of the spinprobes microsurrounding from 118 to 26 mPa-s.
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12 Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

In den zuriickliegenden Jahren wurde eine Reihe von Anwendungsmoglichkeiten der
Elektronenspinresonanz (ESR) im Rahmen der Arzneimittelforschung erschlossen (vgl. [1 —

3]). Diese umfassen den Einsatz der ESR-Spektroskopie und -Tomografie fiir

- Untersuchungen metabolischer Prozesse, einschlieBlich der Wechselwirkungen von
Proteinen (z. B. Enzymen) mit paramagnetischen Ubergangsmetallen im aktiven
Zentrum, Bildung radikalischer Metaboliten, Biotransformation und Kinetik von héufig
als Spinsonden in vitro und in vivo verwendeten Nitroxylradikalen sowie ESR-

Oximetrie [4 — 28],

- den Nachweis und die Charakterisierung von Radikalen, die bei der Sterilisation von

Arzneimitteln durch y-Strahlen gebildet werden [29 — 31] und

- die nichtinvasive Charakterisierung der strukturellen und dynamischen Eigenschaften
von Arzneitrdgersystemen (z. B. auf der Basis von bioabbaubaren Polymeren) mit der
Spinsondentechnik, die eine kontinuierliche Erfassung der Mikropolaritdt und Mikroa-
ziditdit und damit Beitrdge zur Aufkldrung von Freigabemechanismen sowie eine

Optimierung solcher Trigersysteme ermoglichen [6, 27, 30 — 48].

Durch die Etablierung und apparative Adaptation der ESR-Tomografie in der Pharmazie
wurden die Voraussetzungen fiir biopharmazeutische Untersuchungen mit spektraler und
rdaumlicher Auflosung geschaffen. Die Vorteile der ESR-Tomografie gegeniiber anderen
Untersuchungsmethoden bestehen in der Moglichkeit einer kontinuierlichen, nichtinvasiven
Erfassung von Penetrationstiefen, Bewegungsparametern und anderer Eigenschaften der
Mikroumgebung der als Modellsubstanzen verwendeten Spinsonden bzw. spinmarkierter
Pharmaka. Die Aussagen klassischer Penetrationsuntersuchungen tliber die Verteilung von
Modellsubstanzen bzw. Wirkstoffen in der Haut konnen daher mit Hilfe der ESR-Tomografie

erheblich erweitert werden.
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Nachdem gezeigt wurde, dass es prinzipiell moglich ist, die Penetration von Spinsonden oder
spinmarkierten Wirkstoffen in die Haut mit Hilfe der ESR-Tomografie spektral-rdumlich auf-
geldst zu erfassen [27, 42], sollten in der vorliegenden Arbeit die Mdglichkeiten zur Differen-
zierung einzelner Hautschichten gepriift und die ortsaufgeléste Bestimmung der
Rotationskorrelationszeiten von Spinsonden in definierten Hautschichten durch die
Adaption des von Freed [49] fiir die ESR-Spektroskopie entwickelten Computerprogramms

auf der Basis des Spin-Hamilton-Operator-Formalismus weiterentwickelt werden.

Neben der Weiterentwicklung experimentell-methodischer Grundlagen stehen im Mittelpunkt
der Arbeit Betrachtungen zur Mobilitiit von epikutan applizierten ESR-Spinsonden, sowie
noch weitgehend ungeklirte Fragen zu den Wechselwirkungen zwischen Liposomen und
Haut. Eine Ubersicht iiber diesbeziigliche im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte ESR-
Untersuchungen mit Hilfe der Spinsondentechnik gibt Abb. 1. Dazu gehort vor allem die
Frage nach der Integritit von epikutan applizierten Liposomen als grundlegende
Voraussetzung fiir die vieldiskutierte Moglichkeit einer Penetration intakter Liposomen in das
Stratum corneum und tiefere Hautschichten [50 - 55]. Die Durchfiihrung von /n-vitro- und In-

vivo-Studien sollte dabei Aussagen zur Vergleichbarkeit der erzielten Ergebnisse erlauben.

Dartiber hinaus sollte die Integritdt von Liposomen nach deren subkutaner Injektion und die
Bedeutung der Vesikelstruktur fiir den Depoteffekt untersucht werden, der bei der subkutanen
Applikation von liposomal eingeschlossenen hochpotenten Arzneistoffen, wie z. B. Morphin,

genutzt werden kann [56 - 59].

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, iiber die Mobilitit von hydrophilen und lipophilen
Spinsonden einen Einblick in die Fixierung von Arzneistoffen auf der Haut und
Verianderungen der Phospholipiddoppelmembranen von Liposomen nach deren epikutaner

Applikation zu gewinnen.

Fluidititsinderungen der Stratum-corneum-Lipide durch Bestandteile von epikutan
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applizierten Liposomen, die als Ursache fiir den penetrationsfordernden Effekt von
Liposomen gelten [60 - 62], sollten durch die Bestimmung der Mobilitit einer in die
intercorneozytiren Lipiddoppelmembranen inkorporierten Fettsdurespinsonde untersucht

werden.

In Vitro
(Verteilung)

Integritat auf/in
> der Haut

In Vivo
(Verteilung)

Fixierung von

> Arzneistoffen

(Rotationskorrelations-
zeit 1)

Wechselwirkungen Flexibilitat der
P> mit dem a Liposomenmembran
Stratum corneum (Ordnungsparameter S)

Liposomen mit
ESR-Spinsonden
beladen

Flexibilitat der

N Stratu Ir_]j-(.:orneum-
ipide

(Ordnungsparameter S)

Penetration in die Haut
g (Verteilung)

Polaritat der
L) Wechselwirkungen > Mikroumgebung

mit der Haut in der Haut
(Hyperfeinaufspaltung ay, )

Mobilitat in der Haut
—» (Rotationskorrelations-
zeit 1)

Abb. 1 Ubersicht iiber die Untersuchungen zu den Wechselwirkungen zwischen Liposomen
und Haut (mit Angaben zu den jeweils ausgewerteten ESR-Parametern)

Zur weiteren Aufklidrung von Wechselwirkungen zwischen Liposomen und der Haut sollten
dariiber hinaus Anderungen der Polaritit der Mikroumgebung und der Mobilitit von
Spinsonden in der Haut, d. h. der Epidermis und Dermis durch Bestandteile von epikutan

applizierten Liposomen untersucht werden.



Einleitung und Zielstellung 15

SchlieBlich bestand eine weitere Zielstellung dieser Arbeit in der Durchfithrung von
Transportstudien zur Charakterisierung des Depoteffektes und des penetrationsfordernden
Effektes von Liposomen in Abhéngigkeit von der Auswahl der Phospholipidgrundlage, der
Fluiditdit der Liposomenmembranen und der Hydro-/ Lipophilie der inkorporierten

Spinsonden.

Die Aufkldrung der strukturellen und dynamischen Eigenschaften von Liposomen fiir die
perkutane Applikation und der malgeblichen Faktoren fiir die Freisetzung und den
Wirkstofftransport in die Haut sollten zur Optimierung und Weiterentwicklung topischer

Wirkstofftrager beitragen.
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2 Haut und topische Pharmakotherapie

2.1 Struktur und Funktion der Haut

Eine der wichtigsten Aufgaben der Haut ist ihre Barrierefunktion, die dem Schutz des Korpers
vor exogenen Noxen (Chemikalien, Mikroorganismen und Strahlen) sowie vor dem Verlust
korpereigener Substanzen und vor allem von Wasser dient. Daneben erfiillt dieses Organ eine
Reihe weiterer wichtiger Aufgaben, die in einem engen Zusammenhang zur Schutzfunktion
stehen. Hierzu gehoren der Schutz vor mechanischen Verletzungen, die Sinnesfunktionen
(Auslésung von Druck- bzw. Tast-, Wéarme-, Kilte- und Schmerzempfindungen), Regu-
lationsfunktionen (Korpertemperatur, Wasserhaushalt und Blutdruck), Stoffwechselfunktio-
nen (Synthese und Metabolismus von Stoffen), Exkretionsfunktion (Ausscheidung von
Stoffen tliber Schweill- und Talgdriisen) und die Kommunikationsfunktion, die u. a. Mittei-
lungen des vegetativen Nervensystems (z. B. Erroten, Erblassen, Haarstrauben), die Erzeu-
gung des Eigengeruchs durch apokrine SchweiB3driisen oder die Kommunikation mit inneren

Organen (z. B. bei Akupunktur) beinhaltet.

Die Haut ist nicht nur metabolisch, sondern auch immunologisch sehr aktiv (vgl. [63 - 66]).
Das hautassoziierte Immunsystem dient einerseits dem Schutz des Organismus vor schédi-
genden Einflussfaktoren, ist aber andererseits auch an pathologischen Verdnderungen betei-
ligt, wie im Fall der durch T-Lymphozyten vermittelten entziindlichen oder malignen Haut-
krankheiten (Ekzeme, Psoriasis, Autoimmunkrankheiten, Lymphome) deutlich wird. Eine
genauere Kenntnis der zelluldren und molekularen Bestandteile dieses Systems ist somit ein
Schliissel zum besseren Verstdndnis der Pathogenese dieser Hautkrankheiten und die Grund-

lage fiir die Entwicklung neuer Therapiekonzepte.

Die Haut ist nicht in allen Korperregionen gleich aufgebaut, sondern schwankt hinsichtlich
ihrer Gesamtdicke, der Dicke der einzelnen Hautschichten, ihrer Ausstattung mit Anhangsge-
bilden (Nigel, Haare, Talgdriisen, Schweilldriisen), ihrer Durchblutung und Innervation in
verschiedenen Kdorperbereichen sowie in Abhédngigkeit vom Alter und Geschlecht. Nach der

Oberflachenstruktur und dem Feinrelief unterscheidet man die Leistenhaut an den Hand-
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tellern, Fingern, FuBBsohlen und Zehen von der Felderhaut in den {ibrigen Kdrperpartien. Die
Leistenhaut zeigt im Unterschied zur Felderhaut eine starke Verzahnung mit der Subcutis und

besitzt zwar Schweildriisen, jedoch keine Haare und Talgdriisen.

Melanocyt aar
Langerhans-Zelle /

Epidermis
Stratum corneun — T T T TT T I TITTTY fiEnnnnnmnenesen e aa s
Stratum granulosum -l
Stratum spinosum iy ” \ J Dermis
Stratum basale )
Dermales
Kapillarsystem Hypodermis

Apokrine
Schweilldriise

Haarfollikel Blutgefild Talgdriise Ekkrine
Schweildriise

Abb. 2: Struktur und Aufbau der Haut nach Hotchkiss [67]

Die eigentliche Haut (Cutis) besteht aus einem ektodermalen Anteil, der Epidermis
(Oberhaut) und einem bindegewebigen Anteil, der Dermis (auch als Korium bzw. Lederhaut
bezeichnet), die ohne scharfe Grenzen in die Subcutis (Hypodermis, Unterhaut) iibergeht

(Abb. 2).

Die Epidermis und Dermis werden durch eine hauptséchlich aus Kollagen bestehende Basal-
membran voneinander abgegrenzt. Diese Grenze verlduft nicht gerade sondern
papillenformig. Die Epidermis besitzt keine Blutgefdfle. Sie wird durch Diffusion aus dem
Kapillarsystem der Dermis versorgt. Der obere Gefdllplexus der Dermis néhert sich in den

Papillen bis auf etwa 200 um der Hautoberfliche.
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2.1.1 Oberflachenfilm der Haut

Auf der obersten Epidermisschicht, dem Stratum corneum (Hornschicht) befindet sich ein
diinner, inkohérenter Oberfldchenfilm (0,4 — 10 um), der bei normaler Oberfldchentemperatur
(32°C) viskos ist. Dieser emulsionsartige Film setzt sich aus den Produkten der Schweif3- und
Talgdriisen zusammen und kann durch tensidhaltige Reinigungsmittel weitgehend entfernt
werden. Dabei resultiert eine trockene, rissige Hautoberfliche, die anfillig gegen
Verletzungen und Infektionen ist. Die wichtigste Funktion dieses Schutzfilms besteht
offensichtlich in der Regulierung der mikrobiellen Besiedlung der Hautoberfliche. Die
Hauptmenge der wasserloslichen Stoffe auf der Haut entfillt auf Produkte der ekkrinen
Schweildriisen. Es sind hauptsdchlich Aminosduren (45 — 55 % der wasserldslichen
Feststoffe), Salze organischer Sduren (6 —26 %), wie Lactat, das bei der Energiegewinnung
durch anaerobe Glykolyse in den Schweilldriisen entsteht, Pyroglutamat (ca. 12 %), das durch
intramolekulare Wasserabspaltung aus der reichlich im Oberflichenfilm vorkommenden
Glutaminsédure gebildet wird und Urocanat (ca. 1 %), das in einer durch Licht induzierbaren
enzymatischen Reaktion unter Abspaltung von Ammoniak aus Histidin entsteht. Wegen der
UV-Absorption von Urocanat, die der der Nucleinsduren dhnelt, tragt diese Verbindung zum
Lichtschutz der Haut bei. Aufgrund der Bindung von Wassermolekiilen durch die organischen
Ionen, besonders effektiv sind die hier dominierenden Aminosiuren Citrullin und Serin, da sie
mehrere Ladungen pro Molekiil enthalten, wird das Eintrocknen des Oberflichenfilms
verhindert. An der Feuchthaltung der Hautoberfliche sind auch einige anorganische Salze,
besonders Natriumchlorid (ca. 30 %) und Kaliumchlorid (ca. 13 %) und ungeladene polare
Stoffe, wie Harnstoff (ca. 3 %), Glucose (ca. 3 %) sowie aus dem apokrinen Schweil}
stammende Proteoglykane beteiligt. Die wasserloslichen Stoffe auf der Haut werden beim

Waschen groftenteils entfernt und erneuern sich vollsténdig innerhalb von 24 Stunden.

Der Oberflachenfilm wird wegen seines schwach sauren pH-Wertes (5,2 — 5,6) auch als
Saureschutzmantel bezeichnet, dieser Bereich ist fiir das Wachstum verschiedener Mikro-

organismen, insbesondere der Pilze, ungiinstig.

Noch wichtiger als der Saureschutzmantel sind fiir den Schutz der Haut die auf der

Epidermisoberfliche befindlichen Lipide. Diese stammen aus den Talgdriisen (Sebum), im
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geringen Umfang auch aus den Zwischenrdumen zwischen den verhornten Keratinozyten des
Stratum corneum. Es handelt sich vor allem um Triglyceride, freie Fettsduren sowie
Monoglyceride und Diglyceride (entstehen groBtenteils erst nach Verlassen der Talgdriisen
durch Einwirkung bakterieller Lipasen), Wachse (hier Ester langkettiger Fettsduren mit
langkettigen Fettalkoholen), Squalen (ungesittigter Kohlenwasserstoff, Zwischenprodukt der
Cholesterolbiosynthese, die in Sebumzellen unvollstindig ablduft) sowie Cholesterol,
Cholesterolester, Ceramide und Glucoceramide, die im geringen Umfang aus der Hornschicht
an die Oberflache gelangen. Phospholipide, die in den lebenden Schichten der Epidermis und
in den Zellen der Talgdriisen als Hauptbestandteil der Zellmembranen vorkommen, werden
bei der Verhornung der Keratinozyten bzw. bei der Enddifferenzierung der Sebumzellen
abgebaut und erscheinen nicht an der Hautoberfliche. Die Salze der freien Fettsduren,
Monoglyceride, Diglyceride, Ceramide und Cholesterol wirken als Emulgatoren. Sie bilden
aus der Lipid- und Wasserphase eine Emulsion und erméglichen eine Ausbreitung der Lipide

auf der Hautoberfliche.

Mikroorganismen. Die ungewohnliche Struktur der in den Triglyceriden und Wachsen des
Talgs vorkommenden Fettsduren, die verzweigt und in Position 6 ungesittigt sind, macht
diese fiir die meisten Mikroorganismen unangreifbar und bedingt eine milde antibakterielle
und fungizide Wirkung. Darauf und auf der Bildung bakterieller Stoffwechselprodukte wie
Propionat (s. u.) beruht die Ansiedlung einer aus nur wenigen Arten bestehenden stabilen
Mikroflora. In den oberen Bereichen der Hornschicht findet man vor allem Bakterienarten der
Gattungen Staphylococcus, Micrococcus und Corynebacterium sowie Brevibacterium epider-
midis. Sie nutzen die auf der Hautoberfliche vorhandenen Néihrstoffe wie Aminosduren,
Lactat oder Fettsduren und verstoffwechseln diese aerob iiberwiegend zu Kohlendioxid und
Wasser.

In den Haarfollikeln kommen Stimme von Propionibacterium vor, die ihre Energie durch
anaeroben Stoffwechsel von Glycerin, das sie mit Hilfe eigener Lipasen aus den Fetten des
Sebums abspalten, zu Pyruvat gewinnen. Das dabei durch die Reduktion von Pyrurat

entstehende Propionat wirkt als Hemmstoff fiir andere Mikroorganismen.
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2.1.2  Aufbau der Epidermis

Der Querschnitt durch die Epidermis ldsst mikroskopisch mehrere Schichten erkennen (s.
Abb. 2). Diese enthalten hauptséchlich Keratinozyten, die sich in verschiedenen Funktions-
zustinden befinden und auch morphologisch unterschiedlich differenziert sind. Die Differen-
zierung der Keratinozyten verlduft ausgehend von den jungen Zellen des Stratum basale
(Basalschicht) iiber die Zellen des Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und das Stratum
granulosum (Kornerschicht) zu den nicht mehr teilungsfidhigen verhornten Korneozyten des
Stratum corneum. Infolge der hiufigen Teilung der Basalzellen finden diese nicht mehr alle
auf der Basalmembran Platz und werden stindig nach auflen abgedrdngt. Dabei fiillen sie sich
zunehmend mit Keratin und werden immer flacher. Bereits im Stratum granulosum wird das
vermehrt gebildete Keratin in den Keratinozyten lichtmikroskopisch in Form von Kerato-
hyalingranula sichtbar. Im Stratum corneum sind die Keratinozyten zu leblosen Korneozyten
geworden, deren normaler Stoffwechsel zum Erliegen gekommen ist, deren Zellkerne abge-
baut sind und deren Zellmembranen durch eine spezielle Lipidschicht ersetzt wurde. Die
Korneozyten werden, wenn sie bis zur Hautoberfliche vorgeschoben worden sind, in Form
von Hornschuppen abgestoen (Desquamation). Der Prozess von der Zellteilung in der Basal-
schicht bis zur Desquamation dauert normalerweise etwa 30 Tage, kann jedoch bei Erkran-

kungen mit epidermaler Hyperproliferation (z.B. Psoriasis) auf ca. vier Tage reduziert sein.

Die Keratinozyten sind miteinander durch Desmosomen verkniipft. Dies sind plattenformige,
iiberwiegend aus Proteinen bestehende Anhidnge der Zellmembran, die im Zytoskelett ver-
ankert sind. Im Stratum spinosum erscheinen die Desmosomen in Form von Stacheln. Dem
Abstreifen der Hornschuppen in der duBleren Hornschicht geht eine Auflosung der Desmo-

Somen voraus.

Die Korneozyten bestehen aus dicht gepackten Biindeln von Keratinfasern und anderen
Proteinen. Diese sind von einer diinnen Hornhiille aus Loricin (s.u.) und anderen unl6slichen
Proteinen umgeben. Trotz der dichten Packung der Keratinbiindel enthalten die Korneozyten
noch tiber 50 % Wasser. Die Oberfliche der Korneozyten ist lipophil, da in der Zellhiille

Fettsduren kovalent an Seitenketten der quervernetzten Proteine gebunden sind.
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Die gesamte Epidermis ist etwa 100 um dick. Davon entfallen etwa 1/5 auf das Stratum
corneum, das normalerweise aus 15 bis 20 Lagen von Korneozyten besteht. Allerdings kann
die Hornschicht und damit auch die gesamte Epidermis erheblich dicker sein, vor allem auf

Handflachen und Fuf3sohlen.

Die Keratinozyten sind in verschiedener Weise am Immunsystem beteiligt, indem sie als
Phagozyten fungieren und nach Stimulation verschiedene Interleukine, Prostaglandine,

Leukotriene und andere Mediatoren exprimieren konnen.

Ferner konnen aktivierte Keratinozyten MHC-Klasse-1I-Antigene und Adhésionsmolekiile
exprimieren, denen eine entscheidende Funktion bei der Bindung von T-Lymphozyten, z.B.
bei Psoriasis, verschiedenen Ekzemen oder bei Lupus erythematodes, zukommt. Bei diesen
Hautentziindungen liegen daher T-Lymphozyten in engem Kontakt zu zerstorten Keratino-
zyten als Ergebnis einer zytotoxischen Attacke durch aktivierte T-Zellen vor. Andererseits
findet man auch intakte Keratinozyten neben proliferierenden T-Zellen. Mdglicherweise

konnen diese Keratinozyten die T-Zellen aktivieren [65].

T-Lymphozyten kommen nicht nur in entziindeter, sondern auch in normaler Haut vor,
hauptsédchlich in der Dermis in der Umgebung von Gefdlen, teilweise jedoch auch in der
Epidermis. Sie stellen eine distinkte Subpopulation von T-Zellen dar, die bevorzugt in die
Haut einwandert (skin homing T-cells) und ein bestimmtes Glykoprotein tragen, das durch
den Antikoérper HECA-452 erkannt wird. Dort stehen sie bereit, um die Antigene, die in die
Haut eindringen, zu erkennen und zu attackieren. Klinisch kann sich dies als Hautentziindung

(Ekzeme, Psoriasis, Lichen ruber) manifestieren (vgl. [66]).

Gewebsmakrophagen und dendritische Zellen finden sich in normaler Haut in der Dermis
in der Umgebung von Gefdllen. Bei Entziindungen nimmt ihre Zahl dramatisch zu und es
erfolgt eine Einwanderung in die Epidermis. Frither wurden sie kollektiv als Histiozyten
bezeichnet. Trotz ihres gemeinsamen Ursprungs im Knochenmark unterscheiden sich beide
Zelltypen jedoch in Bezug auf ihre Morphologie und Funktion. Gewebsmakrophagen konnen
wegen ihrer exzellenten Phagozytosefdhigkeit grofe Partikel (z.B. Fremdkorper, Bakterien,

Parasiten) eliminieren oder abkapseln und sind daher an der Bildung von Granulomen
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beteiligt. Sie bedienen sich bei ihrer Abwehrfunktion einer Vielzahl von Wirksubstanzen (u.a.
Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies) und treten mit den T-Zellen in Wechselwirkung.
Dendritische Zellen dienen dagegen der Antigenprasentation und sind auf die Aktivierung von
T-Zellen spezialisiert. Sie stellen vermutlich die dermalen Vorldufer der epidermalen

Langerhans-Zellen dar [64].

Die Langerhans-Zellen sind potente Immunzellen, die in normaler Epidermis vor allem im
Stratum spinosum vorkommen. Sie sind durch ihre dendritische Morphologie und spezifische
Oberflichenmolekiile (z.B. MHC-Klasse-1-, II- oder CD1a-Molekiile) gekennzeichnet. Thre
Hauptfunktion ist die Induktion T-Zell-vermittelter Immunantworten vom verzdgerten Typ
(Typ IV-Reaktionen) in der Haut, z.B. bei allergischen Kontaktekzemen oder Transplantat-
abstofungen. Dariiber hinaus kénnen sie auch Immunantworten gegen Antigene von Bakte-

rien, Viren und Tumorzellen ausldsen.

Die primér fiir die Abwehr von Bakterien und Pilzen relevanten neutrophilen Granulozyten
(Neutrophile) wandern unter Beteiligung von vermehrt auf der Oberfliche von Endothel-
zellen der Dermis (s.u.) exprimierten Adhisionsmolekiilen bei bestimmten entziindlichen
Erkrankungen, z.B. im aktiven Stadium der Schuppenflechte (Psoriasis) in die Epidermis ein.
Als selektiver epidermaler Lockstoff fiir Neutrophile konnte das in Hautschuppen von Psoria-
sispatienten nachgewiesene Interleukin IL-8 identifiziert werden. IL-8 diirfte unter den
zahlreichen bei Psoriasis mitwirkenden Mediatoren eine Schliisselrolle besitzen, da es gleich-
zeitig mitogene Wirkung auf Keratinozyten besitzt und somit mafigeblich an den beiden
herausragenden Merkmalen dieser Erkrankung beteiligt ist, ndmlich an der vor allem durch
Neutrophile eingeleiteten Entziindung und an der Hyperproliferation der Keratinozyten, die zu
einer Verkiirzung der Transitzeit von der Zellteilung bis zur AbstoBung an der Oberfléche auf

drei bis vier Tage fiihrt.

Weitere im Vergleich zu den Keratinozyten seltener vorkommende Zellen der Epidermis sind
die Melanozyten, die hauptsédchlich in der Basalschicht vorkommen und fiir die Produktion
des braunen Hautpigments Melanin verantwortlich sind, sowie die Merkel-Zellen an der

Grenze zur Dermis. Hierbei handelt es sich um spezialisierte Epithelzellen, die mit verzweig-



Haut und topische Pharmakotherapie 23

ten Endédsten eines Axons synaptisch verbunden sind (Merkel-Zell-Axon-Komplex) und als

druckempfindliche Sensoren fungieren.

Geriistproteine der Epidermis. Die Keratinfasern der Korneozyten, Haare und Négel sind
die wichtigsten Gertistproteine der Epidermis. Die Zytokeratine reprisentieren eine Klasse
von mindestens 30 genetisch verwandten Geriistproteinen. Unterschiedliche Vertreter dieser
Klasse treten als charakteristische Bestandteile des Zytoskeletts verschiedener Gewebe auf, so
dass sie oft als Marker fiir verschiedene Zelltypen oder Stadien der Zelldifferenzierung

verwendet werden.

Die Keratine der menschlichen Hornsubstanz haben einen relativ hohen Gehalt an Cystein-
seitenketten, die zu Disulfidbriicken verkniipft sind. Durch diese Vernetzung sind die
Keratine unldslich und mechanisch sehr stabil. Das harte Keratin der Négel hat den hochsten
Gehalt an Cystein, wihrend das weiche Keratin der Haut einen geringeren Cysteingehalt
aufweist und das Keratin der Haare hinsichtlich der Hérte und des Cysteingehaltes eine

Zwischenstellung einnimmt.

Ein zweiter Typ der kovalenten Quervernetzung zwischen Proteinmolekiilen der Epidermis
resultiert aus Sdureamid-Bindungen zwischen Glutamin- und Lysin-Seitenketten, die durch
das Enzym Transglutaminase gekniipft werden. Dieses Enzym wird erst bei der Differen-
zierung der Keratinozyten aktiviert und ist an der Bildung der Hornhiille des Keratinozyten

(cornified envelope) beteiligt.

Zusammen mit den Keratinen treten in den menschlichen Hornsubstanzen kleinere Protein-
molekiile auf, die im Stratum corneum auch als Filaggrine bezeichnet werden. Diese poly-
merisieren bei der Differenzierung mit den Keratin-Mikrofibrillen zu Makrofibrillen und
werden deshalb auch als Kittsubstanzen bezeichnet. Einige Typen von Filaggrinen enthalten
am N-terminalen Teil ihrer Proteinkette einen Urocainsdurerest, der als Lichtschutz der Haut
eine gewisse Rolle spielt (s.0.). Die zu groBeren Einheiten zusammengelagerten Keratin-
filamente (d =7 — 10 nm) sind in den Korneozyten in eine amorphe Matrix aus schwefel-
reichen Proteinen eingebettet. Das Wasser in den Korneozyten ist zum grofiten Teil iiber

Wasserstoftbriicken an Keratin gebunden.
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Das globulédre schwefelreiche Protein Loricin bildet etwa 50 % der Hornhiille. Es wird bei der
Differenzierung der Keratinozyten zu Korneozyten durch die Transglutaminase in deren Hiille
eingebunden. Loricin wird besonders stark in feuchter Umgebung exprimiert. Das Protein
Involukrin wird mit Hilfe der Transglutaminase an die Innenseite der Hornhiille gebunden.
Loricin und Involukrin tragen wahrscheinlich wesentlich zur Wasserundurchléssigkeit der

Hornschicht bei.

Lipide der Epidermis. Die epidermalen Lipide haben einen wesentlichen Anteil an der
Barrierefunktion der Hornschicht. Nach dem von Elias [68 - 71] entwickelten Ziegel-
Mortel-Modell ist das Stratum corneum als die entscheidende Permeationsbarriere der Haut
mit einer Wand zu vergleichen, deren Ziegel die Korneozyten sind und deren Zwischenrdume
vollstdndig mit Lipiden als Mortel ausgefiillt werden. Allerdings sind am Zusammenhalt der
Korneozyten auch die Desmosomen (s.0.) maBgeblich beteiligt. Das Stratum corneum ist im
trockenen Zustand nur etwa halb so dick wie ein Blatt Papier (ca. 20 um, 1/5 der Epidermis),

kann aber bei starker Hydratisierung zu einem Vielfachen dieser Dicke aufquellen.

Die Lipide der Hornschicht werden iiberwiegend in den Keratinozyten synthetisiert und dort
zunéchst als lamellenférmige Lipidgranula (lamellar bodies, Odlandkorperchen) gespeichert
[71]. Die Odlandkérperchen (Lamellargranula) treten erstmalig in den obersten Lagen des
Stratum spinosum auf und lassen sich elektronenmikroskopisch vor allem in den Zellen der
Kornerschicht erkennen. Sie bestehen aus dichten Stapeln abgeflachter ,,Liposomenscheiben*
mit komplexer Lipidzusammensetzung, die sich vom Golgi-Apparat des Keratinozyten ablei-
ten. Neben Phospholipiden und freien Sterolen (vorwiegend Cholesterol) enthalten sie Glyko-
sphingolipide, und Glykoproteine sowie hydrolytische Enzyme, einschlieBlich saurer Phos-
phatase. In den obersten Schichten des Stratum granulosum verschmelzen die dufleren Mem-
branen der Lamellargranula mit der Zellmembran und entleeren ihren Lipidinhalt in den
interzelluldiren Raum des Stratum corneum. Hier werden die polaren Phospholipide und
Glykosphingolipide unter dem Einfluss der hydrolytischen Enzyme gespalten und es
entstehen vor allem freie Fettsduren und Ceramide. Unter Mitwirkung von Calciumionen
fiihrt die Anderung der Lipidzusammensetzung zu einer End-zu-End-Verschmelzung der
diskoiden Lamellarkorperchen und Reorganisation zu breiten multiplen Lipidlamellen von 4 —

6 nm Dicke, die parallel zur Hautoberfldche den Interzelluldrraum des Stratum corneum
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durchziehen. Abgesehen von der oberflichlichen Desquamationszone bilden die
Hornschichtlipide ein hochgeordnetes Gefiige, das aus heutiger Sicht als morphologisches
Aquivalent der Permeationsbarriere zu betrachten ist. Erst in den oberen, aufgelockert
erscheinenden Lagen des Stratum corneum gehen die Organisation der Lipide sowie die

Kohérenz der Korneozyten verloren und es kommt zur Desquamation.

Im Verlauf der Keratinozytendifferenzierung erfolgt demnach eine dramatische Veridnderung
der Lipidzusammensetzung. Wahrend die Keratinozyten im Stratum basale und Stratum
spinosum die gleichen Lipide wie die meisten anderen Zellen enthalten, ndmlich vor allem die
Bausteine der inneren und dufBleren Zellmembranen, wie Phospholipide und Cholesterol,
kommt es im Stratum granulosum zu einer starken Abnahme der Phospholipide und einer
Zunahme an Sphingolipiden (Ceramide und Glykosylceramide, vor allem mit Glucose
glykosidisch verkniipfte Ceramide) und Cholesterol. Bemerkenswert ist das Auftreten von
Cholesterolsulfat, fiir das eine Schliisselrolle bei der terminalen Differenzierung und

Desquamation vermutet wird.

Im Stratum corneum kénnen kaum noch Phospholipide und Glykosylceramide nachgewiesen
werden, dafiir dominieren die Ceramide neben Cholesterol, Cholesterolestern, freien Fett-
sduren sowie geringeren Anteilen von Triglyceriden (vgl. Tab. 1, [73 — 76]). In der dulleren

Hornschicht findet man auch aus dem Sebum stammende Lipide.

Zunichst wurden aufgrund ihrer Strukturmerkmale im Stratum corneum des Menschen sechs
Ceramidfraktionen unterschieden, die analog zu den in Schweinehaut nachgewiesenen Cera-
miden als Ceramide 1, 2, 3, 4/5, 61 und 611 bezeichnet wurden [74, 77]. Diese friihere
Klassifizierung wurde inzwischen revidiert, da zwischen den fritheren Ceramiden 3 und 4 eine
weitere Fraktion und der Aminoalkohol 6-Hydroxy-4-sphingenin als neuer Baustein entdeckt
wurden [78]. Gegenwirtig werden die Ceramidfraktionen 1 — 7 unterschieden (vgl. Abb. 3),
wobei Ceramid 1 bei der HPTLC die geringste und Ceramid 7 die hochste Polaritdt aufweist.
Daneben ist eine Einteilung vorgeschlagen worden, die sich nicht mehr am
chromatografischen Laufverhalten orientiert, sondern an strukturellen Merkmalen und einen
Buchstabencode verwendet [79]. Grundkorper der Ceramide (Sphingolipide) sind langkettige

Aminoalkohole, an deren primire Aminogruppe amidartig eine Fettsdure gebunden ist.
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Als Grundstrukturen weisen die Ceramide aus dem menschlichen Stratum corneum die
Aminoalkohole 4-Sphingenin (Sphingosin = S), 4-Hydroxysphinganin (Phytosphingosin = P)
oder 6-Hydroxy-4-sphingenin (H) auf. Bei den amidartig gebundenen Fettsduren handelt es
sich um Nichthydroxyfettsduren (N), a-Hydroxysauren (A) oder ®-Hydroxyséduren, die ihrer-
seits mit einer Nichthydrxoyfettsdure, z.T. Linolséure, verestert sind (ester-linked fatty acid,

o-hydroxyacid = EO).

Tabelle 1 Zusammensetzung der Hornschichtlipide der menschlichen Haut (nach [76])

Verbindung Anteil an der Gesamtlipidmenge (%)
Ceramid 1 3,2
Ceramid 2 8,9
Ceramid 3 4.9
Ceramid 4 6,1
Ceramid 5 5,7
Ceramid 6 12,3
Cholesterol 26,9
org. Cholesterolester 10,0
Cholesterolsulfat 1,9
Fettsdauren 9,1
Andere Substanzen 11,1

% alte Bezeichnung der Ceramide

Die Stratum corneum-Lipide mit den Ceramiden als entscheidendem Ordnungsfaktor bilden
zwischen den Korneozyten 15 — 20 Lipid-Doppelschichten, die die Hornschicht kontinuierlich
durchziehen. Thr Zusammenhalt beruht zundchst auf den elektrostatischen Wechselwirkungen
der polaren Kopfgruppen und den hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den
Alkylketten.

Im Bereich der relativ kleinen polaren Kopfgruppen kommt es zu einer begrenzten Hydra-
tation (s. Abb. 4). Weiterhin konnten in den interzelluliren Doménen mit den Lipiden asso-
ziierte Proteine nachgewiesen werden. Im gewissen Umfang kdnnen die interzelluldren Lipide
durch kovalente Bindungen an Proteine der Korneozytenoberfliche immobilisiert sein. Fiir
die Stabilitit dieser hochgeordneten Uberstrukturen in Form der verzahnten multiplen Lipid-
Doppellamellen, die einen effektiven Schutz vor transepidermalem Wasserverlust und oxida-
tiven Schadigungen gewdhrleisten, sind nicht zuletzt die unterschiedlich langen, vorwiegend

gesittigten und unverzweigten Kohlenwasserstoffketten der Ceramide malgeblich. Zusam-
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men mit den anderen Hornschichtlipiden wie Cholesterol, Cholesterolester, Cholesterolsulfat
und freien Fettsduren liegen sie in einer kistallinen (gelartigen) Lipidstruktur vor, die ein

erhebliches Diffusionshindernis darstellt.

OH
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HO NH
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OH
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Abb. 3 Strukturen der Ceramide 1 bis 7 der menschlichen Hornschicht und ihre Bezeichnung
mit dem Buchstabencode nach [79]
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Eine besondere Bedeutung kommt offensichtlich den mit Linolsdure veresterten Ceramiden 1
und 4 zu. Diese sollen aufgrund ihrer ungew6hnlichen Kettenlédngen als ,,molekulare Nieten*
fiir den festen Zusammenhalt der Lipid-Doppelschichten verantwortlich sein, indem sie eine
gesamte Doppelschicht durchspannen und mit der Linolsdurekette in die folgende
Doppelschicht hineinragen. Bei einem Mangel an essentiellen Fettsduren konnte
tierexperimentell eine gestorte Barrierefunktion der Hornschicht nachgewiesen werden, die
mit einem Defizit an linolsdurehaltigen Ceramiden erklart wird. Stattdessen werden
Olsdurehaltige Ceramide gebildet, die nicht in der Lage sind, Lipid-Doppellamellen
miteinander zu verbinden [93]. Die Bedeutung der Linolsdure fiir die Barrierefunktion der
Hornschicht wird auch dadurch unterstrichen, dass der verstirkte transepidermale Wasser-
verlust z.B. bei Psoriasis durch vermehrte Gabe dieser essentiellen Fettsdure eingeschriankt

werden kann.

Fiir den Zusammenhalt der Hornschicht scheint auch Cholesterolsulfat eine wichtige Rolle zu
spielen. Die enzymatische Spaltung durch Steroidsulfatase fiihrt zu einer Destabilisierung der

multiplen Lipid-Doppellamellen und zur Desquamation.

Belegt ist die Bedeutung der Ceramide fiir das Wasserbindungsvermdgen der Hornschicht
(s.u.). So kommt es nach Delipidierung der Hornschicht in vivo zu einer deutlichen Verringe-
rung der Hydratation, die am besten durch lokale Applikation von Ceramiden riickgingig
gemacht werden kann. Geringere Effekte zeigen Glykolipide und freie Sterole, wéahrend freie

Fettsduren und Cholesterolester wirkungslos sind [94].

Neben der besonderen Architektur und der einmaligen Lipidzusammensetzung der multiplen
Lipid-Doppelmembranen ist auch die Grofle des interzelluldren Raums der Hornschicht mit

einem Volumenanteil von 10 bis 30 % bemerkenswert (in andern Geweben 0,1 — 1,5 %).

Hydratation der Hornschicht. Der fiir die Barrierefunktion (das Penetrationsvermogen), die
Geschmeidigkeit und das Aussehen der Haut mafigebliche Feuchtigkeitsgrad der Hornschicht
(10 bis 20 %) hidngt wesentlich von der Anwesenheit von Substanzen des natiirlichen,
hauteigenen Feuchthaltesystems (Natural Moisturizing Factor = NMF) ab, die im Stratum

corneum vorliegen und hier durch die Lipide vor dem Ausschwemmen geschiitzt werden. Es
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handelt sich dabei um ein komplexes Gemisch aus Aminosduren, Natrium- und Kaliumchlo-
rid, Lactate, Harnstoff, Natrium-2-Pyrrolidon-5-carboxylat (effektivste Einzelkomponente)
und anderen hydrophilen Komponenten (vgl. [81]). Ihre Anwesenheit gilt als Voraussetzung
dafiir, dass die Proteinstrukturen der Hornschicht ihre native Geometrie aufrechterhalten

konnen.

Weiterhin wird vermutet, dass die Stratum corneum-Lipide, insbesondere die Ceramide (s.0.)
eine Art Puffersystem fiir die Aufrechterhaltung eines bestimmten Feuchtigkeitsgrades der
Hornschicht und der Hautoberfldche darstellen, indem sie Wasser assoziieren und bei Bedarf

wieder abgeben konnen.

Wirkstoffpenetration in die Haut. Ausgehend von der Struktur des Stratum corneum, der
eigentlichen Permeationsbarriere der Haut, existieren fiir Wirkstoffe prinzipiell drei mogliche

Transportwege (vgl. Abb. 4),

- der transzelluldre Weg,
- der interzellulire Weg sowie

- der transfollikuldre und transglanduldre Weg.

Wihrend bis vor wenigen Jahren angenommen wurde, dass zumindest polare Wirkstoffe im
wesentlichen {iber den transzelluldren Weg das Stratum corneum passieren und selbst bei
unpolaren Stoffen die Dominanz der interzelluldren Passage als ungesichert betrachtet wurde,
geht man heute allgemein von einem tliberwiegend interzelluldren Transportweg auch bei
kleineren hydrophilen Molekiilen aus [82]. Dabei hingt die Fahigkeit des Wirkstoffs, das
Stratum corneum zu iliberwinden, u.a. von der Ldslichkeit, den Verteilungskoeffizienten an
den Phasengrenzen und den Diffusionskoeffizienten in den einzelnen Phasen ab. Wirkstoffe
mit ausreichender Lipophilie diffundieren lateral durch die bimolekularen Lipidphasen der
Wasser-Lipid-Doppelschichten (apolare Route, vgl. Abb. 5). Kleinere hydrophile Molekiile
(z. B. Harnstoff und Propylenglycol) gelangen wahrscheinlich iiber die polare Route in und
durch das Stratum corneum. Allerdings ist liber diesen Transportweg gegenwdértig nur wenig

bekannt.
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interzelluldrer Weg transzelluldrer Weg
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Abb. 4 Stratum corneum der menschlichen Haut: Schematischer Aufbau und mogliche Pene-
trationswege fiir Wirkstoffe (modifiziert nach Barry [80])

Fiir den Ubergang in die polaren Schichten der lebenden Epidermis ist eine gewisse Hydro-
philie des Wirkstoffs erforderlich (s. 2.2.). Lipophile Stoffe mit sehr hohem Lipid/Wasser-
Verteilungskoeffizienten konnen in der Lipidphase zwischen den Korneozyten angereichert

und aus diesem Depot nur langsam in die tieferen Hautschichten abgegeben werden.

Die Bedeutung des transfollikuldren und transglanduldren Wegs fiir die perkutane Wirkstoff-
aufnahme wird kontrovers diskutiert. Aufgrund des geringen Flidchenanteils (beim Menschen
ca. 0,1 % der unbehaarten Haut) wird diese Route von verschiedenen Autoren als nicht relevant
bezeichnet (vgl. [83]). Andere Autoren betrachten diesen Weg dagegen als entscheidend fiir die
Hautpermeation von Elektrolyten und hydrophilen héhermolekularen Verbindungen (z. B.
Peptid-, Glucosamin- und Makrolidantibiotika, sowie Hydrocortison [84]). Auflerdem soll
dieser sog. “shunt”-Weg der Hauptweg zu Beginn des Penetrationsvorgangs sein, bevor ein
steady-state-Flux erreicht wird. Wéhrend in Tierversuchen z. T. eine erhebliche Aufnahme von
Steroiden iiber Talgdriisen und Haarfollikel nachgewiesen wurde [85, 86], liegen fiir Human-
haut z. T. widerspriichliche Befunde vor (vgl. [87 — 89]). Allerdings unterstreichen

Untersuchungen nach schichtweiser Entfernung des Stratum corneum (durch Abstrippen mit
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Tesa-Film), bei denen der perkutane Flux der Testsubstanzen um ein Vielfaches anstieg, die
Bedeutung der Hornschicht als entscheidender Pemeationsbarriere [90, 91]. Der transfollikuldre
und transglanduldre Weg scheint demnach vor allem fiir gro3e, polare Molekiile und kurze

Diffusionszeiten eine gewisse Rolle zu spielen.

B i i ]
apolare 3 E 3 ; E ; ; ; bimolekulare
Route Lipidphase

wéssrige
Phase

polare )
Route

Abb. 5 Apolarer und polarer Transportweg durch die Wasser-Lipid-Doppelschichten des
Stratum corneum

2.1.3 Dermis

Die Dermis ist je nach Lokalisation 4 bis 15 mal dicker als die Epidermis. Sie besteht aus dem
Stratum papillare und dem Stratum reticulare. Diese beiden Schichten unterscheiden sich vor
allem in der Stirke und Anordnung ihrer kollagenen und elastischen Bindegewebsfasern.
Wesentliche Bestandteile der Dermis sind neben den Kollagen- und Elastinfasern sowie der
vorwiegend aus Hyaluronsdure bestehenden Grundsubstanz, Fibroblasten, Mastzellen,
Gewebsmakrophagen und dendritische Zellen (s.0.), Blut- und Lymphgefifle, sowie Nerven-

fasern mit ihren rezeptorischen Endapparaten.

Die in die Dermis hineinragenden Hautanhangsgebilde, wie Haarfollikel mit Talg- und
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apokrinen Driisen (Duftdriisen), ekkrine Schwei3driisen und Nagel, sind zwar ektodermalen
Ursprungs, entstehen aber erst durch Induktion unter dem Einfluss noch weitgehend unbe-

kannter mesodermaler Faktoren.

Als Produkte der Fibroblasten sind zu nennen Typ-I-Kollagen (20 nm breite, mechanisch
sehr stabile, vorwiegend im Stratum reticulare parallel zur Epidermis verlaufende Kollagen-
biindel), Typ-I1I-Kollagen (1,5 nm diinne kollagene Fasern, die scheinbar ungeordnet vorwie-
gend im Stratum papillare liegen), die elastischen Fasern, Mikrofibrillen, die in Elastin einge-
bettet sind (im S. papillare senkrecht zur Epidermis und im S. reticulare zwischen den

Kollagenbiindeln angeordnet) sowie die Grundsubstanz (s.o.).

Mastzellen als wichtige Bestandteile des dermalen Immunsystems liegen in der Ndhe von
Gefdlen und Nervenfasern. Ein ultrastrukturelles Chrakteristikum der Mastzellen sind ihre
zahlreichen zytoplasmatischen Granula, die verschiedene vasoaktive und chemotaktische
Mediatoren (z.B. Histamin, Leukotriene), proteolytische Enzyme und Proteoglykane enthal-
ten. Nach Stimulation werden diese aus den Ganula freigesetzt (Degranulation). Bei der am
besten untersuchten IgE-vermittelten Degranulation binden Mastzellen iiber hochaffine
Rezeptoren auf ihrer Oberfliche IgE-Molekiile. Quervernetzung dieser Komplexe durch
Allergene oder Anti-IgE-Antikorper flihrt zu einer augenblicklichen Freisetzung der in den
Granula gespeicherten Entziindungsmediatoren, die eine anaphylaktische Reaktion vom
Soforttyp (Typ-I-Reaktion) ausldsen mit erhdhter GefiBpermeabilitit und Odemen (Urtikaria
oder Angioddem). Daneben spielen Mastzellen auch bei Immunreaktionen vom verzdgerten

Typ (Typ-IV-Reaktionen) eine Rolle.

Die Blutversorgung der Dermis erfolgt iiber zwei Gefdfinetze. Die in den subkutanen Binde-
gewebesepten verlaufenden Arterien und Venen bilden in der unteren Dermis einen tiefen
Plexus. Von diesem steigen Arteriolen und Venolen zu einem in der obersten Schicht des
Stratum reticulare gelegenen zweiten Gefdlinetz, dem oberfdchlichen Plexus, auf, der die
Papillarschicht mit Kapillaren versorgt. Von hier aus erfolgt der Stoffaustausch mit der

Epidermis durch Diffusion. Die Kontinuitdt der Endothelauskleidung ist in den Kapillaren der



Haut und topische Pharmakotherapie 33

dermalen Papillen und Haarfollikel durch Spaltraume (Endothelfenster) unterbrochen.
Dadurch wird ein rascher Austausch von Zellen und Molekiilen ermdglicht. Die Endothel-
zellen synthetisieren ihrerseits eine Vielzahl von immunmodulierenden Mediatoren, die eine
Adhision und Aktivierung von Immunzellen, die Blutgerinnung und den Gefiafltonus steuern.
In der Frithphase einer Entziindung kommt es als Folge einer erhéhten Endothelpermeabilitit
zum Plasmaaustritt (Odem, s.0.). Spiter werden die Endothelzellen aktiviert und bereiten die
nachfolgende Immunantwort vor, indem sie T-Zell-aktivierende Zytokine sezernieren und
Oberflachenmolekiile (z.B. MHC-Klasse-I, -1I- und Adhisionsmolekiile) exprimieren, welche
die Anheftung und Aktivierung von Immunzellen und deren Auswanderung in das Gewebe

steuern.

2.2 Wechselwirkungen zwischen Haut, Arzneistoff und Vehikel

Mit der epikutanen Applikation, die den groBlen Vorteil hat, dass der Wirkstoff nichtinvasiv

zugefiihrt wird, kdnnen prinzipiell unterschiedliche Ziele verfolgt werden,

a) auf die Hautoberfliche oder obere Hornschicht begrenzte Effekte, z.B. mit Hautanti-
septika, Antiparasitika, Repellentien und UV-Schutzmittel,

b)  die Behandlung von Hauterkrankungen,

c) lokale Wirkungen in tieferen Geweben, z.B. an Muskeln, gelenknahen Weichteilen
(Schleimbeutel, Sehnen, Sehnenscheiden, Binder, Gelenkkapseln) und peripheren

Venen oder

d) systemische Wirkungen durch den Einsatz von transdermalen therapeutischen Systemen

(TTS) oder Iontophorese und Phonophorese.

Unter Beriicksichtigung dieser Zielstellungen hingt die Effektivitdt mafBgeblich von drei
Faktoren ab,

- von den Eigenschaften des Wirkstoffs,

- von den Eigenschaften des Vehikels und

- vom Zustand der Haut,
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die sich gegenseitig beeinflussen kdnnen und stets im Zusammenhang zu betrachten sind.

Wihrend bei angestrebten Effekten auf der Hautoberflidche eine Fixierung der Wirkstoffe auf
bzw. in der oberen Hornschicht und eine geringe Penetration der Hornschichtbarriere er-
wiinscht ist, sollte bei Topika zur Behandlung von Hauterkrankungen, die meist in den
lebenden Schichten der Epidermis und in der oberen Dermis lokalisiert sind, eine thera-
piegerechte Wirkstoffverfligbarkeit in diesen Bereichen gewihrleistet sein. Dementsprechend
sollte dabei im Idealfall die Penetration so gesteuert werden, dass ausreichende Arzneistoff-
konzentrationen am Wirkort erzielt werden, der Ubergang in die gefiBtragenden Teile der
Dermis jedoch langsam genug erfolgt, um unerwiinschte systemische Wirkungen zu vermei-
den. Demgegeniiber ist bei beabsichtigter systemischer Wirkung eine mdglichst schnelle und
vollstdndige Permeation des Wirkstoffs durch die Haut und eine Resorption iiber die Kapillar-

netze der Dermis erwiinscht, die zu wirksamen Plasmakonzentrationen fiihrt.

Arzneistoffe, die eine topische Wirkung in der Dermis oder tiefer entfalten sollen, miissen
dagegen zusdtzlich das engmaschige Netz der KapillargefiBe der Papillarschicht passieren.
Hier ist der Ubergang eines Teils des Arzneistoffs in die Blutbahn nicht zu vermeiden. Falls
dabei unerwiinschte systemische Wirkungen ausbleiben, ist das vor allem darauf zuriick-
zufiihren, dass der absorbierte Anteil aufgrund seiner Verteilung im Organismus so stark
verdiinnt wird, dass hédufig nur geringe Plasmaspiegel resultieren und durch schnelle syste-
mische Elimination eine Kumulation verhindert wird. Zufriedenstellende topische Wirkungen
in tieferen Bereichen konnen unter diesen Bedingungen iiber einen lingeren Zeitraum nur bei
ausreichender und nachhaltiger Hautpermeation, unterstiitzt durch geeignete Vehikel, erzielt
werden. Andererseits diirfte bei verletzungs- bzw. entziindungsbedingten lokalen Storungen

der Mikrozirkulation ein Ubergang in tiefere Gewebebereiche begiinstigt sein.

Entscheidend fiir die biologische Verfiligbarkeit epikutan applizierter Wirkstoffe sind in allen
Féllen die Diffusions- und Verteilungsprozesse, die den Transport in und durch das SC sowie

den Ubergang in die lebenden Schichten der Epidermis bestimmen (vgl. Abb. 6).



Haut und topische Pharmakotherapie 35

: : JAN
@ Freigabe geloster Wirkstoft
Vehikel Diffusion
Hornschicht C {Jbergang
EE=a
Depot
Ubergang
lebender Teil
der Epidermis
v v v AN >
A A Diffusion

Metabolismus

Ubergang
Dermis <

v VvV V > A >
A A Diffusion

Metabolismus / Rezeptoren

Ubergang in
Gefille
Subkutis Depot (

— A
@ @ Diffusion

subkutanes l
Fettgewebe WA

Rezeptoren

Abb. 6 Schematische Darstellung der Prozesse nach perkutaner Applikation einer Wirkstoff-
zubereitung (modifiziert nach [92])

2.2.1  Eigenschaften des Wirkstoffs

Der erste Schritt nach epikutaner Applikation einer Wirkstoffzubereitung ist die Freigabe aus
dem Vehikel, welche im Falle einer Wirkstoffsuspension den Ubertritt einzelner Wirkstoff-

molekiile aus der Grenzflache Feststoff/Tragergrundlage in die ndhere Umgebung (Auflsung
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des Wirkstoffs) einschlie3t, gefolgt von der Diffusion zur Grenzfliche Vehikel/Hornschicht
(SC). Daran schlieBen sich die Verteilung des Wirkstoffs zwischen Vehikel und oberer Grenz-
phase des SC sowie seine Diffusion in die Hornschicht (Penetration) an. Letztere erfolgt
bevorzugt lateral durch die lipophilen Regionen der SC-Lipidbilayer (siehe 2.1.2.) und stellt
in der Regel den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des gesamten Folgeprozesses dar.
Wihrend die Penetration des SC durch die Lipophilie des Wirkstoffs beglinstigt wird, setzt
die nachfolgende Verteilung zwischen den apolaren Regionen der interzelluliren SC-Lipide
und dem lebenden Teil der Epidermis, der einen stirker hydrophilen Charakter aufweist, eine
gewisse Hydrophilie des Wirkstoffs voraus. Ist diese zu gering, kann es im SC zum Wirk-

stoffstau und damit zur Depotbildung kommen.

Nach Erreichen des lebenden Teils der Epidermis diffundiert der Wirkstoff relativ schnell bis
in die Dermis. Hier wird der liberwiegende Teil iiber die GefdBe des Lymph- und
Kapillarnetzes resorbiert. Der nichtresorbierte Rest diffundiert in tiefere Gewebebereiche und

kann insbesondere bei hoher Lipophilie teilweise im subkutanen Fettgewebe gespeichert

werden (s. Abb. 6).

Sowohl in der lebenden Epidermis als auch in der Dermis konnen Wirkstoffe z.T. meta-

bolisiert werden und mit Rezeptoren in Wechselwirkung treten.

Biotransformation. Zum Wirkstoffmetabolismus in der Haut durch Biotransformationsen-
zyme der Hautzellen und residenten Mikroorganismen liegt eine Reihe von Ubersichten vor

(vgl. [102 — 105]).

Die an verschiedenen Spezies gewonnenen FErgebnisse weisen Ahnlichkeiten sowie
qualitative und vor allem quantitative Unterschiede in der Expression von
Biotransformationsenzymen zwischen Haut und Leber aus. Bemerkenswert ist die hohe
NAD(P)H-Chinon-Reduktase-Aktivitdt in der Haut. Wahrend dieses zytoprotektive Enzym
in der Haut anndhernd gleiche Aktivititswerte wie in der Leber zeigt, betragen die
Cytochrom P-450- und Glucuronyltransferase-Aktivititen in der Haut nur 1 —35 % bzw.
10 % der Leberwerte (bei z.T. starken Unterschieden im Isoenzymmuster). Im Hinblick auf

die topische Therapie mit Ester-Prodrugs der Corticosteroide ist die relativ schnelle Hydrolyse
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der 21-Monoester in Abhéngigkeit von der Lédnge ihrer Seitenkette durch hauteigene
Esterasen zu beachten [106], wihrend bei den weitgehend hydrolyseresistenten 17-
Monoestern erst eine langsame nichtenzymatische Umwandlung zu den 21-Monoestern
erfolgt. Der gut penetrierende und wirksame Fluocortinbutylester ist dagegen ein Beispiel fiir
ein topisches ,,Softdrug®. Der Ester wird bereits in der Haut zur inaktiven Corticoid-Séure
gespalten. Dieses Softdrug besitzt zwar eine geringere Wirksamkeit, stellt aber eine

nebenwirkungsarmere Therapiemoglichkeit bei Problempatienten dar.

Einen interessanten Ansatzpunkt fiir die Entwicklung von Prodrugs mit einer
targetorientierten Bioaktivierung liefert u.a. das in neutrophilen Granulozyten exprimierte
Enzym Elastase. Die Elastase zeigt in Entziindungsherden der Haut eine um ein Vielfaches
erhohte Aktivitdt [107], so dass bei Einsatz von Corticosteroid-Peptidkonjugaten, die
spezifisch durch dieses Enzym gespalten und in die Wirkform {iiberfiihrt werden, eine

Aktivierung direkt am Wirkort erzielt werden kdnnte.

Zu beachten ist schlieBlich auch, dass die Haut iiber ein komplexes System von nicht-
enzymatischen und enzymatischen Komponenten zur Reduktion freier Radikale unter maB-
geblicher Beteiligung des Systems Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase verfiigt [27, 108 -
111].

Aus diesen kurzen Bemerkungen wird deutlich, dass neben den fiir die Hautpermeation
mafgeblichen physikalisch-chemischen Eigenschaften des Wirkstoffs auch seine Biotransfor-

mation in der Haut die Bioverfligbarkeit nach perkutaner Applikation beeinflussen kann.

Transdermale therapeutische Systeme. Die Entwicklung transdermaler therapeutischer
Systeme (TTS) mit kontrollierter Freigabe ist in der Regel fiir die Arzneistoffe sinnvoll, deren
physikalisch-chemische Eigenschaften eine relativ schnelle Permeation durch die Epidermis
ermdglichen und die eine ausreichende biochemische Stabilitit in der Haut besitzen. Die
relative Molekiilmasse sollte unter 1000, besser unter 500 liegen, der n-Octanol/Wasser-Ver-
teilungskoeffizient zwischen 1 und 100 und das Molekiil sollte zwar eine gewisse Hydrophilie

aber keine ausgeprigten polaren Zentren besitzen (s.0.).
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Sind die Voraussetzungen fiir eine gute Permeation der Epidermis erfiillt, so ist durch
Membran- oder Matrixkontrolle {iber einen definierten Zeitraum eine gesteuerte Freigabe des
Arzneistoffs aus dem TTS mdglich, da diese zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des
komplexen Folgeprozesses wird. In einigen Féllen baut sich allerdings wegen zu geringer
Hydrophilie ein Depot im SC auf (s.o.), aus dem der Wirkstoff kontinuierlich in die tieferen
Hautschichten abgegeben wird (z.B. Fentanyl und Norethisteronacetat). Weiterhin ist bei der
Konzipierung eines TTS zu beachten, dass die Eliminationshalbwertzeit des Arzneistoffs 6 - 8
Stunden nicht liberschreiten sollte, die erforderliche Tagesdosis moglichst weniger als 1,5 mg
betrdgt und als besondere Vorteile die Vermeidung eines starken First-pass-Metabolismus,
Verbesserungen der Vertrdglichkeit und Compliance sowie eine Erleichterung der

Behandlung (z.B. Vermeidung von Injektionen) die Entwicklung rechtfertigen.

Derzeit in zugelassenen TTS (Membran- und/oder Matrixpflaster) eingesetzte Wirkstoffe sind
Estradiol allein und in Kombination mit dem Gestagen Norethisteronacetat sowie Testosteron
zur Hormonsubstitution, Glyceroltrinitrat zur Behandlung von Angina pectoris, Clonidin als
Antihypertonikum (in den USA zugelassenes TTS), Fentanyl zur Behandlung stérkster
Schmerzen vorzugsweise bei Krebspatienten, die nichtsteroidalen Antiphlogistika Flurbipro-
fen (in Siidafrika zugelassenes TTS) sowie Diclofenac (in der Schweiz zugelassenes TTS),
Nicotin zur Unterstiitzung der Raucherentwoéhnung und L-Hyoscin (Scopolamin) zur Vorbeu-
gung von Reisekinetosen. Neben dem Fentanyl-TTS, dessen Einfithrung aufgrund der
Vermeidung einer Belastung des Gastrointestinaltraktes und der guten Handhabbarkeit durch
den Patienten (Umgehung von Injektionen) einen bemerkenswerten therapeutischen
Fortschritt bedeutete, ist in Kiirze mit Buprenorphin, dessen Bioverfiigbarkeit nach peroraler
Applikation schlecht ist, die Zulassung eines weiteren Opioids als TTS zur Behandlung
starker chronischer Schmerzen zu erwarten. Fiir eine Reihe anderer Wirksubstanzen sind TTS
in der Entwicklung bzw. klinischen Priifung. Darunter befinden sich TTS mit Propranolol und
Mepindolol zur Blutdrucksenkung, mit Estradiol und Levonorgestrel zur Kontrazeption, mit
dem nichtsteroidalen Antiphlogistikum Ketoprofen, dem Cytostatikum 5-Fluorouracil, mit
Physostigmin oder dem Dopamin D;-Antagonisten N-0923 als Mittel gegen Morbus
Parkinson und sogar mit Insulin sowie anderen Peptiden (z.B. Leuprolid, Enkephalin,

Oxytocin).
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Die Entwicklung von TTS fiir Peptide konzentriert sich z.T. auf stromkontrolllierte Frei-
gabesysteme und bezieht die Verwendung von Penetrations-Enhancern ein (s.u., [95 - 98]).
Eine Minimierung von Irritationen und Schidden kann dabei durch Verwendung kurzer
Gleichstrom-Pulse (10™ bis 10 s) erzielt werden, die wissrige Poren innerhalb der multiplen
Lipid-Doppelschichten des Stratum corneum erzeugen (Elektroporation). Durch diese Poren
wird ein elektrophoretisch und/oder elektroosmotisch getriebener Transport groferer

Molekiile ermoglicht.

Eine weitere seit einigen Jahren experimentell untersuchte physikalische Methode zur Steige-
rung des Wirkstofftransports durch die Haut ist die Phonophorese [99 - 101]. Diese bein-
haltet die Anwendung von Ultraschall in einem Frequenzbereich von 20 kHz bis 3,6 MHz und
einer Leistung zwischen 0,15 bis 4 W/cm?, die zu einer bis zu zwanzigfachen Erhéhung des
Wirkstoffdurchtritts fithrte. Neben einer Erwdrmung der Haut, die infolge der Temperatur-
abhingigkeit der Diffusionskoeffizienten permeationssteigernd wirkt, wird eine
Beeinflussung der Lipid-Doppelschichten durch die Schallwellen postuliert. Allerdings ist die
Wirkung von Ultraschall auf die Haut noch nicht restlos geklédrt. Auch eine abschlieBende
Bewertung dieser Methode ist bisher noch nicht moglich.

222 Penetrationsenhancer

Eine Vielzahl von Wirkstoffen kann das SC nicht oder nur in geringem Ausmal
durchdringen. Fiir diese Stoffe wird nach Mdglichkeiten gesucht, die epidermale Permeation
(insbesondere die Penetration des SC) zu verbessern. Dies kann prinzipiell auf chemischem
Weg durch die Entwicklung von Prodrugs mit verbessertem Penetrations- und/oder
Permeationsvermogen oder den Einsatz von Enhancern sowie mit physikalischen Verfahren

wie Elektro- und Phonophorese erreicht werden (s.o.).

Enhancer der Hautpenetration oder —permeation sind Bestandteile der Formulierung, die in
die Haut diffundieren und den Diffusionswiderstand des SC reversibel herabsetzen und/oder
tiber die Beeinflussung der Loslichkeit sowie der Verteilungskoeffizienten an den Grenzen

des SC die Penetration oder Permeation des Wirkstoffs verbessern.
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TIhr Effekt beruht also auf Anderungen des Zustandes der Hornschicht. Dabei spielen
Wechselwirkungen mit den Lipiddoméinen und den Proteinkomponenten des SC eine wichtige

Rolle.

Ein idealer Enhancer sollte folgende Anforderungen erfiillen:

- pharmakologisch-toxikologische Unbedenklichkeit (GRAS-Status = generally recognized
as safe) incl. Fehlen einer Irritation und Sensibilisierung der Haut,

- reversible Modifikation der Barrierefunktion der Haut (schnelle und vollstindige Regene-
ration nach Applikationsende),

- keine Inkompatibilitdten mit den Wirk- und Hilfsstoffen der Formulierung,

- hohe chemische Stabilitit.

Der Umfang der Originalpublikationen, die sich mit der Verbesserung der Hautpenetration
befassen, und die Zahl der als Enhancer beschriebenen Substanzen ist beachtlich (vgl. aktuelle
Zusammenstellung von iiber 400 Beitragen, incl. Patentliteratur, mit mehr als 275 chemischen
Substanzen, die als Enhancer beschrieben werden [112]). Diese Substanzen erfiillen die
genannten Kriterien meist nicht oder nur anndhernd, wobei vor allem konzentrationsab-
héngige graduelle Schadigungen der Barrierefunktion zu beachten sind. Hier soll auf eine

Reihe kritischer Ubersichten hingewiesen werden [112 - 118].

Irreversible Schidigungen der Hautbarriere gehen meist von niedermolekularen, niedrig-
viskosen, fliichtigen Losungsmitteln aus (Aceton, Chloroform, Ether, Hexan). Ein besonders
hohes Schiadigungspotential besitzen Mischungen von unpolaren und polaren Losungsmitteln
(z.B. Chloroform/Methanol 2 : 1 und Ether/Ethanol 10 : 1), die aufgrund einer Delipidisierung

der Hornschicht eine annéhernd pordse, nichtselektive Membran entstehen lassen.

Eine klare Abgrenzung zwischen echten Enhancereffekten auf die Permeationsbarriere und
einer Verbesserung der Freisetzung des Wirkstoffs aus dem Vehikel ist hdufig problematisch.
So soll z.B. Propylenglycol einerseits als Enhancer wirken (s.u.), verbessert aber auch durch
Beeinflussung der thermodynamischen Aktivitidt der Wirkstoffe (z.B. Steroide) im Vehikel
deren Freigabe und verstirkt als Kosolvens die Steigerung der Wirkstoffpermeation durch

andere Enhancer (z.B. Laurocapram, Terpene, Olsiure), indem deren Konzentration im SC
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erhoht wird. Auch in anderen Fillen beschrinkt sich der Effekt von Enhancern nicht

ausschlieflich auf die Verdnderung der Barrierefunktion.

Enhancer lassen sich verschiedenen chemischen Substanzklassen zuordnen. Beispiele sind
einwertige und mehrwertige Alkohole (Ethanol, Glycerol, Propylenglycol, Fettalkohole wie
Laurylalkohol), Fettsiuren (Olsdure, Laurinsiure), Fettsiureester, Sulfoxid-Derivate (Di-
methylsulfoxid = DMSO, Decylmethylsulfoxid = Decyl-MSO), 1-Dodecylazacycloheptan-2-
on (Laurocapram, Azone®) und Derivate, Harnstoff und Derivate (darunter 1-Dodecyl- und
1,3-Didodecylharnstoff sowie zyklische, biologisch abbaubare Harnstoffderivate),
Pyrrolidone (2-Pyrrolidon, N-Methyl-2-pyrrolidon, 2-Pyrrolidon-5-carbonsdure u.a.), Terpene

(1,8-Cineol, Limonenoxid, Menthon, a-Terpinol, Carvol u.a.) und Tenside.

Die Mechanismen, die den Enhancerwirkungen zugrunde liegen sind vielfiltig und noch nicht
in allen Einzelheiten geklart. Eine wichtige Rolle spielen Verdnderungen im kolloid-
kristallinen Zustand der SC-Lipide, verbunden mit einer Storung der kristallinen Struktur, die
eine erhohte Fluiditét, geringere intermolekulare Wechselwirkungen und damit eine Abnahme

des Diffusionswiderstandes fiir den Wirkstoff zur Folge hat.

Lipophile Enhancer konnen sich zwischen die parallel angeordneten Lipidketten der inter-
zelluldren Doppelschichten schieben und die strukturelle Ordnung auf der apolaren Ebene,
verbunden mit einer Verringerung der intermolekularen Wechselwirkungen und der
Packungsdichte dndern, so dass die Penetration lipophiler Wirkstoffe erleichtert wird. Diese
Storung kann sich ihrerseits auf die Ordnung im Bereich der polaren Kopfgruppen der

Lipidbilayer auswirken, so dass auch die Penetration {iber den polaren Weg verbessert wird.

Andererseits konnen viele Enhancer aufgrund ihrer Molekiilstruktur und Ladungsdichte mit
den polaren Kopfgruppen der Wasser-Lipid-Doppelschichten reagieren. Dies fiihrt zu einer
Storung der Hydratationssphire der Kopfgruppen und ihrer Wechselwirkungen. Das Volumen
an nicht gebundenem Wasser und die Fluiditdt dieser Region nehmen zu und es kommt zu
einer Verbesserung der Penetration hydrophiler Wirkstoffe iiber den polaren Weg. Storungen

im polaren Bereich konnen sich in diesem Fall auf den Ordnungszustand der Lipidketten im
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Inneren der Bilayer auswirken, so dass gleichzeitig der Diffusionswiderstand fiir lipophile

Substanzen iiber den apolaren Weg verringert wird.

Bei hoheren Konzentrationen bestimmter Enhancer im SC ist eine Verdnderung der Vertei-
lungskoeffizienten an dessen Grenzflichen zum Vehikel und zum lebenden Teil der

Epidermis zu erwarten.

Einer der effektivsten und sichersten Penetrationsvermittler ist zweifellos Wasser. Mit der
allgemeinen Hydratation des SC steigt auch die Penetration der meisten Wirkstoffe an. Die
Hydratation der Hornschicht wird u.a. von den als Natural Moisturizing Factor (NMF; siche
2.1.) bezeichneten Substanzen beeinflusst und kann durch die Verwendung von NMF-
Komponenten (z.B. Natrium-2-pyrrolidon-5-carboxylat und Harnstoff) und davon
abgeleiteten Derivaten als Enhancer sowie durch Okklusion (s. 2.2.3.) gesteigert werden.
Harnstoff und seine Derivate sollen auch mit polaren Kopfgruppen von Keratinen in
Wechselwirkung treten und milde keratolytische Effekte in der Hornschicht bewirken. DSC-
Untersuchungen liefern aullerdem Hinweise auf eine Erhohung der Fluiditdt der

Lipidregionen des SC.

Als Enhancer genutzte Pyrrolidone sind vor allem 2-Pyrrolidon, N-Methyl-2-pyrrolidon und
2-Pyrrolidon-5-carbonsdure und biologisch abbaubare Pyrrolidone wie N-(2-Hydroxyethyl)-
2-pyrrolidon und dessen Fettsdureester. Sie fiihren zu Penetrationsstorungen iiber den polaren
und unpolaren Weg, wobei 2-Pyrrolidon primdr auf den polaren Weg wirken soll und der
starke Enhancereffekt von lipophilen Pyrrolidonen auf Wechselwirkungen mit Lipidketten des

SC zuriickgefiihrt wird.

Fiir den Enhancereffekt von DMSQO werden vor allem zwei Mechanismen verantwortlich
gemacht. DMSO fiihrt im SC zu 16sungsmittelgefiillten Ridumen mit einer verbesserten
Loslichkeit fiir den Wirkstoff aufgrund seiner ausgezeichneten Solvatationseigenschaften. In

Konzentrationen iiber 60 % 16st es die Ordnung der Barrierelipide auf.

DMSO verdrangt Wasser an den polaren Kopfgruppen der Lipiddoppelschichten und fiihrt

zwischen diesen zur Ausbildung von Kanidlen. Daneben kommt es zu einer Storung der
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geordneten Struktur der Lipidketten im Inneren der Bilayer, verbunden mit einer Erhohung
der Fluiditdt und einer Abnahme des Diffusionswiderstandes in diesem Bereich. Decyl-MSO
wirkt in niedrigeren Konzentrationen als DMSO und fordert die Penetration polarer

Wirkstoffe stirker als den Transport apolarer Substanzen.

Besondere Beachtung als Enhancer hat Laurocapram (Azone®) gefunden. Hierbei handelt es
sich um ein ausgezeichnetes Losungsmittel fiir zahlreiche Wirkstoffe und einen effektiven
Penetrationsvermittler, dessen Enhancereffekt nach thermoanalytischen Untersuchungen
(DSC) vor allem auf Wechselwirkungen mit den apolaren Regionen der interzelluldren Lipid-
bilayer beruht, die zu einer Erh6hung der Fluiditét in diesem Bereich fiihren. Der Effekt nach
einmaliger perkutaner Applikation einer Zubereitung mit einem Anteil von 3 — 5 % Lauro-
capram hilt bis zu 5 Tage an und kann durch Kosolventien wie z.B. Propylenglycol gesteigert
werden. Demnach verbleibt dieser Enhancer vornehmlich im SC und zeigt eine geringe
Tendenz, in den hydrophilen lebenden Teil der Epidermis iiberzutreten. Es wird diskutiert,
dass aufgrund der den Dimensionen des Cholesterolskeletts entsprechenden Dodecylkette von
Laurocapram durch Einbau des Molekiils in die Lipidbilayer des SC die Cholesterol-Ceramid-

und Cholesterol-Cholesterol-Wechselwirkungen verringert werden.

Bestimmte Terpene wie a-Pinen, D-Limonen, 3-Caren, Ascaridol, 7-Oxabicyclo-(2,2,1)-
heptan und 1,8-Cineol sind als gute reversible Penetrationsenhancer erkannt worden, die vor
allem durch Wechselwirkungen mit den interzelluldren Lipidstrukturen den unpolaren Weg
beeinflussen. Auch im Fall der Terpene konnte ein synergistischer Effekt von Kosolventien

wie Propylenglycol und Ethanol festgestellt werden.

Auf die Problematik der Abgrenzung einer eventuell eigenen Enhancerwirkung von Effekten
auf den Ubergang des Wirkstoffs aus dem Vehikel in das SC bzw. auf den Synergismus mit
den anderen Enhancern im Fall der ein- und mehrwertigen Alkohole, insbesondere der in
der Dermatologie am hiufigsten eingesetzten Kosolventien Propylenglycol und Glycerin
wurde bereits hingewiesen. Obwohl z.T. widerspriichliche Befunde vorliegen, wird die
Moglichkeit von Wechselwirkungen zwischen Propylenglycol und den polaren Kopfgruppen
der SC-Lipide diskutiert.
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Die Steigerung der Penetration hydrophober Wirkstoffe durch Ethanol wird auf dessen
Eindringen in die Lipidbereiche des SC und die dadurch verbesserte Loslichkeit der Wirksub-

stanzen in dieser Region zuriickgefiihrt.

Fettalkohole verstirken dagegen die Penetration lipophiler Stoffe {iber den unpolaren Weg
durch Wechselwirkungen mit den SC-Lipiden unter Verringerung des Diffusionswider-

standes.

Gegeniiber Fettalkoholen ergibt sich bei Verwendung von langkettigen Fettsiuren in
Kombination mit Kosolventien ein stirkerer Enhancereffekt und eine vergleichbare
Abhingigkeit von der Kettenlinge mit einem Maximum zwischen Nonansdure (= Pelar-
gonsdure) und Dodecansdure (= Laurinsdure) bei den gesittigten Fettsduren sowie einer
Steigerung des Effekts bei einfach ungesittigten Fettsduren von cis-a-Octadecensdure
(= Olsdure) bis zur cis-9-Tetradecensiure (= Myristoleinsiure). Ungesittigte Fettsiuren sind
wirksamer als gesittigte Fettsduren gleicher Lénge. Bei gleicher Kettenlinge steigt die
Effektivitit mit zunehmender Zahl an cis-Doppelbindungen. Cis-Isomere sind wirksamer als
trans-Isomere, da sie eine Kinke im Molekiil aufweisen. Diese bedingt bei Einbau der Fett-

sdure in die SC-Lipiddoppelschichten eine stirkere Storung des Ordnungszustandes.

Alkyl- und Fettsdureester zeigen ebenfalls Enhancereffekte. Dazu gehoren u.a. Vehikelbe-
standteile wie Isopropylmyristat oder Triglyceride, die in das SC diffundieren, den Ord-
nungszustand der Lipiddoppelschichten beeinflussen und den Diffusionswiderstand

verringern konnen (s.u.).

Tenside werden in dermatologischen und kosmetischen Zubereitungen in der Regel als Emul-
gatoren eingesetzt, deren Aufgabe es ist, Lipide durch die Bildung von mizellaren Strukturen
in Wasser zu dispergieren. Sie sind andererseits prinzipiell in der Lage die kontinuierlichen
Lipid-Doppelschichtstrukturen des SC zu unterbrechen und damit die Permeabilitétsbarriere

zu storen (vgl. Abb. 7).

Als Folge einer Schidigung der Permeabilititsbarriere durch Tenside steigt der transepi-

dermale Wasserverlust (TEWL) und wird die Syntheserate von Lipiden und Zytokinen erhoht
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[121 - 123]. AuBerlich resultiert eine durch Erythembildung und Hautschuppung gekenn-
zeichnete Hautirritation. Die mizellierende Wirkung auf die Lipid-Doppelschichten des SC
hingt vom mengenméBigen Verhiltnis von Lipid und Emulgator in der Zubereitung und von
der Struktur des Emulgators ab. Die Menge des Emulgators sollte insbesondere in Kosmetika
aufgrund ihrer groBflichigen und unkontrollierten Anwendung moglichst klein sein. Bei der
Auswahl ist zu beachten, dass Emulgatoren, die eine dhnliche Struktur besitzen wie die
Barrierelipide, die Doppelschichten von SC-Lipiden weniger stark beeinflussen und ein
geringeres Hautirritationspotenzial zeigen [120, 124]. So kommt es z.B. im Vergleich zu
einem nichtionischen, ethoxylierten Tensid bei Dodecylbetain erst in sehr viel hoheren
Konzentrationen zu einer Zerstdrung der kontinuierlichen Doppelmembranen von Hautlipiden
[124]. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass Dodecylbetain die gleiche hydrophile
Kopfgruppe besitzt wie Phosphatidylcholin, das wichtigste Doppelmembranen bildende
Biomolekiil. Dodecylbetain wird somit wie der natiirliche Emulgator Phosphatidylcholin in

die Doppelmembran integriert, statt diese zu mizellieren.

Stratum corneum Emulgatoren

I ﬁ D | v |
v v
I
v
Abb. 7 Wechselwirkungen kristalliner Doppelmembranen mit Emulgatoren in Wasser (nach
[120])

In Bezug auf den Wirkstofftransport nach perkutaner Applikation sind in Abhingigkeit von
der Tensidkonzentration unterschiedliche Effekte zu beachten. Bei niedrigen Tensidkonzen-
trationen kommt es zundchst zu einer Steigerung der Wirkstoffpenetration, die darauf zurtick-

geflihrt wird, dass Tensidmolekiile als Monomere oder Dimere in das SC iibergehen und hier
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mit den Lipid-Doppelschichtstrukturen in Wechselwirkung treten. Oberhalb der kritischen
Mizellkonzentration (CMC) wird dagegen die thermodynamische Aktivitidt des Wirkstoffs im
Vehikel durch Solubilisierung und Einbau in die Molekiilassoziate reduziert und sein

Ubergang in das SC verlangsamt.

Der fiir die Wechselwirkungen mit den Barrierelipiden notwendige Ubergang des Tensids in
das SC hédngt vom thermodynamischen Gleichgewicht zwischen den Mizellen und den
einzelnen Tensidmolekiilen sowie von den Verteilungsbedingungen an der Grenzflache

Vehikel/SC ab.

Die penetrationsfordernde Wirkung nimmt in der Reihenfolge nichtionische, kationische,

anionische Tenside zu.

Anionische Tenside wie Natriumdodecylsulfat und andere Alkylsulfate filhren im Gegensatz
zu kationischen und nichtionischen Tensiden zu einem Aufquellen der Hornschicht. Daraus
kann abgeleitet werden, dass neben den Wechselwirkungen mit den kristallinen Lipid-
Doppelmembranen (s.0.) eine Hydratation des SC an der penetrationssteigernden Wirkung
beteiligt ist. Als Ursache fiir die gesteigerte Hydratation wird die Féhigkeit der anionischen
Tenside angesehen, an epidermale Proteine zu binden und durch Wechselwirkungen deren
Konformation so zu dndern, dass eine Zunahme wasserbindender Stellen resultiert. In
Abhingigkeit von der Tensidkonzentration im SC werden reversible Stérungen der

Barrierestrukturen und Hautirritationen induziert.

Kationische Tenside wie Cetylammoniumbromid (CTAB) und andere Alkylammoniumbro-
mide konnen ebenfalls an epidermales Protein gebunden werden, bewirken aber kein An-
schwellen der Hornschicht. Sie werden im Vergleich zu den anionischen Tensiden als noch
hautschédigender eingestuft und daher kaum als Penetrationsvermittler angewendet. Lang-
kettige Alkylamine, die weit weniger hautirritierend wirken als CTAB, sollen bei dem
schwach sauren pH-Wert der Hornschichtoberfliche protoniert werden und mit Wirkstoftf-
anionen lonenpaare bilden, die in tiefere Schichten der SC-Barriere diffundieren konnen. Hier
wird aufgrund des hoheren pH-Wertes das Amin deprotoniert und das Wirkstoffanion
freigegeben.
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Nichtionische Tenside haben zwar das geringste Hautirritationspotenzial, aber auch deutlich
geringere penetrationsvermittelnde Wirkungen als die ionischen Tenside. Haufig verwendete
nichtionische Tenside enthalten Polyoxyethylengruppen als hydrophile Komponenten und
stammen aus der Reihe der Polysorbate, der Fettalkoholether oder Alkylester, der Alkyl-
phenole und Poloxamere mit einer Polypropylenkette als lipophilem Anteil. Die penetrations-
fordernde Wirkung beruht vorwiegend auf Wechselwirkungen mit den Barrierelipiden. Dabei
diirfte es in Abhéngigkeit von der Konzentration im SC und der Struktur des Tensids (s.0.) zu
einer Integration und Erhohung der Fluiditit oder Mizellierung der Doppelmembranen
kommen. Bei den ethoxylierten Tensiden sind Verbindungen mit unverzweigten C10- oder
C12-Alkylketten und einem aus maximal fiinf Ethylenoxideinheiten bestehenden polaren
Kopf besonders effektiv. Der Effekt kann mit Losungsmitteln wie Propylenglycol gesteigert
werden. Die weitgehende Unwirksamkeit von Tensiden mit verzweigten Ketten oder aroma-
tischen Gruppen wird darauf zuriickgefiihrt, dass diese nicht oder nur sehr langsam in die
Lipidstrukturen eindringen konnen. Als weiterer moglicher Wirkungsmechanismus ist auch
eine Bindung an Keratinfilamente gefolgt von Wechselwirkungen, die zu einem erleichterten

Wirkstofftransport innerhalb der Korneozyten fiihren sollen, diskutiert worden.

223 Einfluss des Vehikels

Bei der Anwendung von transdermalen therapeutischen Systemen steht das Ziel einer
kontinuierlichen, gesteuerten Arzneistoffinvasion, dhnlich einer Dauerinfusion, verbunden mit
einer Reihe von pharmakokinetischen und therapeutischen Vorziigen im Vordergrund (s.o.).
Demgegeniiber besteht der Vorteil der topischen Pharmakotherapie vor allem darin, dass
tiber einen ldngeren Zeitraum wirksame Konzentrationen des Arzneistoffs am Wirkort bei
einer vergleichsweise geringen systemischen Belastung erzielt werden konnen. Besonders
gravierend ist dieser Gesichtspunkt bei der Behandlung von Erkrankungen im Bereich der
Epidermis. Diese besitzt keine Blutgefdle und wird ausgehend vom oberen Gefélnetz der
Papillarschicht durch Diffusion versorgt. Bei systemischer Behandlung wiirde man daher
wegen der Verteilung sowie der gleichzeitig einsetzenden hepatischen Biotransformation und
Exkretion eine relativ hohe Dosis benétigen, um effektive Wirkstoffkonzentrationen in der

Epidermis zu erzielen, verbunden mit der Gefahr unerwiinschter Wirkungen durch hohe
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Plasmaspiegel. Aber auch bei Erkrankungen in tieferen Hautschichten und hautnahen

Bereichen kann die topische Behandlung u. U. pharmakokinetisch vorteilhaft sein.

Auswahl geeigneter Vehikel. Diec Wahl des Vehikels richtet sich nach dem Wirkort, den
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Wirkstoffs und dem Zustand der Haut. Die
Wirkung von Dermatika hingt in besonderem Malle von den Eigenschaften der Zubereitung
ab. Héufig lasst sich der Hautzustand bereits ohne spezielle Wirkstoffe durch die Eigen-

wirkung einer addquaten Grundlage positiv beeinflussen.

In diesem Zusammenhang gelten in der Dermatologie einige allgemeine Therapieregeln (vgl.
[125]). So ist zu beachten, dass in der akuten Phase einer Dermatose, wenn Lésionen mit
entziindlicher Exsudation vorliegen, die Auswahl der richtigen Grundlage einen hdheren
Stellenwert hat als die des Wirkstoffs. Wihrend der Wirkstoff unter diesen Bedingungen
entgegen dem Sekretionsdruck ohnehin kaum in die Haut eindringen kann, ldsst sich z. B.
durch die kiihlende, entquellende und trocknende Wirkung von feuchten Umschldgen oder
O/W-Lotionen eine Linderung erzielen. Erst danach riickt die Bedeutung der Wirkstoffe
immer stirker in den Vordergrund. Im subakuten Stadium einer Dermatose sind O/W- oder
W/O-Emulsionen angebracht. Allgemein gilt, je akuter eine Dermatose ist, um so weniger
Fett sollte das verwendete Externum enthalten. Bei akuten entziindlichen, trockenen bis leicht
ndssenden Dermatosen (z. B. Sonnenbrand) sind Schiittelmixturen oder O/W-Cremes bzw.
O/W-Lotionen indiziert, wiahrend im chronischen Stadium echer Pasten, Salben oder W/O-
Emulsionen, bei trockenen, chronischen hyperkeratotischen Stadien auch Lipogele empfohlen
werden. Neben den Wirkstoffeigenschaften sowie der Art und Lokalisation der Dermatose ist
schlieBlich auch der Hauttyp bei der Wahl der Grundlage zu beachten. Seborrhoiker mit fetter,
glinzender Haut vertragen relativ schlecht fettreiche Grundlagen, da diese ihre Haut
zusitzlich fetten und eine Okklusion bewirken. Besser toleriert werden in diesem Fall
wasserreiche O/W-Emulsionen oder auch Schiittelmixturen. Sebostatiker mit einer an
Fettmangel leidenden trockenen und schuppenden Haut, die keine weitere Austrocknung
durch Puder, puderhaltige- und wasserreiche Systeme vertragen, sollten eher mit W/O-
Emulsionen und Salben behandelt werden. Zu beachten ist allerdings, dass Fettsalben nicht

immer gut vertragen werden und haufig als unangenehm empfunden werden.
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Der Wirkstoff kann je nach verwendetem Vehikel suspendiert oder gelost vorliegen. Liegt er
iiberwiegend suspendiert vor, bestimmen seine Loslichkeit und Teilchengrofle sowie sein
Diffusionskoeffizient in der Grundlage seine Freigabe. Die Losungsgeschwindigkeit kann
dabei zum limitierenden Faktor werden. Liegt der Wirkstoff vollstdndig gelost im Vehikel
vor, so steht er unmittelbar fiir die Freigabe zur Verfligung. Nachteilig ist allerdings, dass die
thermodynamische Aktivitit eines Wirkstoffs aus LoOsungssystemen geringer ist als aus
Suspensionssystemen. Im Verlauf der Freigabe kommt es zu Entleerungsvorgéngen, die eine

Reduktion der Wirkung zur Folge haben kénnen [126].

In der Dermatologie und Kosmetik werden hdufig Substanzen eingesetzt, die nach Mdglich-
keit auf der Haut oder im SC fixiert werden sollen. Hierzu gehéren Hautantiseptika, Licht-
schutzsubstanzen (UVA- und UVB-Absorber), Antioxidantien, Repellentien und Konser-
vierungsmittel. Zubereitungen mit solchen Stoffen werden hédufig grof3flichig aufgetragen, so
dass selbst bei niedrigen Penetrationsraten eine erhebliche Belastung des Organismus
auftreten kann. Dies trifft vor allem fiir Sonnenschutzmittel zu, die mehrmals am Tag nahezu
tiber die gesamte Korperoberfliche verteilt angewendet werden und meist hochkonzentriert
sind, um geniigend hohe Lichtschutzfaktoren zu erreichen [127]. Es verwundert daher nicht,
dass Lichtschutzsubstanzen als die hédufigste Ursache fiir photoallergische Kontaktekzeme
angesehen werden [128]. Uber die systemischen Wirkungen dieser Substanzen ist bisher nur

wenig bekannt.

Eine Reihe von Untersuchungen beschéftigt sich mit der Haftfdhigkeit von Lichtschutz-
substanzen an humanem SC und deren Beeinflussung durch unterschiedliche Vehikel. In der
Kosmetik ist der Begriff Substantivitit gebriduchlich, um das Haften kosmetisch wirksamer
Substanzen auf der Korperoberfldche zu charakterisieren [129]. Dieser Begriff ist inzwischen
um die Aspekte Keratinabsorption und Wasserfestigkeit (Abwaschresistenz) erweitert worden
[130]. Bei Lichtschutzmitteln steht die Abwaschfestigkeit neben einer Minimierung der
Permeation im Vordergrund, um neben der Behinderung einer Resorption Verluste durch
Schwitzen und Wasserkontakt zu vermeiden. Angestrebt wird der Aufbau einer lichtabsorbie-
renden Schicht im SC, u.U. durch Bindung an Keratin, die ein hohes Riickhaltevermégen der

UV-Filter gewihrleistet [131 — 133]. Da der isoelektrische Punkt von Keratin im schwach



50 Haut und topische Pharmakotherapie

sauren Bereich liegt, ist die Entwicklung von Lichtschutzmitteln mit kationischen Gruppen
vorgeschlagen worden, die von negativ geladenen Proteinen im SC gebunden werden [134 —
136]. Bei Verankerung von Ammonium- oder Sulphoniumfunktionen an den UV-Absorber
iiber eine Alkylkette konnte eine maximale Abwaschresistenz festgestellt werden, wenn eine

C12-Kette als Spacer dient.

Sowohl wasserldsliche als auch 6l16sliche Lichtschutzsubstanzen zeigen in O/W-Emulsionen
hohere Lichtschutzfaktoren als in W/O-Emulsionen [137, 138]. Dies wird auf eine verbesserte
Penetration der UV-Absorber aufgrund einer stirkeren Hornschichtquellung bei hoherem
Wassergehalt zuriickgefiihrt. Fluoreszenzmikroskopisch konnte bei Einsatz wéssriger und
wassrig-alkoholischer Losungen von fluoreszierenden Lichtschutzsubstanzen eine homogene
Fluoreszenz der Hornschicht beobachtet werden [139]. Weniger befriedigende Ergebnisse
zeigten sich mit einer W/O-Creme und Vaseline. Befunde, die ein Eindringen der
Lichtschutzsubstanzen nur bis zum Stratum granulosum zeigen, werden z.T. mit einer
Bindung an epidermale Komponenten oberhalb der Kornerschicht erklirt. Sie konnten
allerdings auch auf dem schnellen Abtransport in tiefere Hautschichten und der
anschlieBenden Resorption beruhen. Anhand von p-Aminobenzoesdure-Zubereitungen in
alkoholischen Vehikeln mit und ohne Kollagenzusatz konnte gezeigt werden, dass sich mit
Proteinvehikeln die Substantivitdt erhohen ldsst [133]. Kollagen fithrt zu einer erhdhten
Konzentration des UV-Absorbers im SC, was auf eine verzogerte Penetration durch Bindung

der p-Aminobenzoesdure an das zugesetzte Protein zuriickgefiihrt wird.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine optimale Lichtschutzsubstanz neben
einer guten Hautvertraglichkeit und Photostabilitit eine moglichst geringe Hautpermeation
aufweisen sollte, um eine Resorption weitgehend zu vermeiden. Gleichzeitig ist jedoch eine
gewisse Anreicherung der Lichtschutzsubstanz im SC erwiinscht, damit sich hier eine
lichtabsorbierende, wasserresistente Schicht ausbildet. Diese beiden Kriterien kdnnen mit
Substanzen erfiillt werden, die an Bestandteile des SC gebunden werden. Bei Wirkstoffen mit
fehlender Substantivitdt sollten dagegen Vehikel eingesetzt werden, die aufgrund kleiner
Haut/Vehikel-Verteilungskoeffizienten oder einer Fixierung im SC ein verbessertes Riick-

haltevermdgen auf der Haut oder besser noch im SC gewéhrleisten.
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Die Wahl eines geeigneten Vehikels sollte idealerweise dazu beitragen, einen Wirkstoff in
einem dem therapeutischen Ziel entsprechenden Konzentrations-Zeit-Profil an seinem Wirk-
ort zur Verfliigung zu stellen. Zu diesem Zweck steht eine Reihe bewahrter klassischer ein-
und mehrphasiger, fliissiger und halbfester Systeme, die nach ihrer physikalisch-chemischen
Beschaffenheit klassifiziert werden, zur Verfiigung (vgl. [141]). Im folgenden sollen einige
aktuell diskutierte Vehikelsysteme hinsichtlich ihres kolloidchemischen Aufbaus und ihres

Beitrags zu den mit der epikutanen Applikation verfolgten Zielstellungen betrachtet werden.

Mikroemulsionen. Die sogenannten Mikroemulsionen sind aus Wasser, Ol, einem
hydrophilen Tensid und einem hydrophoben Kotensid bestehende Systeme, in denen die
Grenzflichenspannung zwischen Ol und Wasser gegen Null tendiert. Der Begriff
Mikroemulsion, der aufgrund der Vorstellung geprigt wurde, dass es sich hierbei um feinste
Dispersionen von Ol in Wasser oder Wasser in Ol handelt, ist irrefiihrend und steht mit den
Eigenschaften dieser Systeme nicht im Einklang. Der geringe Durchmesser der dispergierten
Tropfchen, wiirde eine sehr groBe Oberfliche der inneren Phase und eine extrem hohe
Grenzflichenenergie nach sich ziehen. Dementsprechend miisste fiir die Dispergierung eine
hohe Energie aufgewendet werden und eine sofortige Destabilisierung eines solchen
Emulsionssystems resultieren, die sich in einem ZusammenflieBen der kleinen Trépfchen
duBern wiirde. Dies ist jedoch praktisch nicht der Fall. Der kolloidale Zustand von Mikro-
emulsionen entsteht vielmehr bei geeigneter Zusammenstellung der Komponenten spontan
ohne Energieaufwand und ist thermodynamisch stabil. Durch Variation von Tensid und
Kotensid kann in bestimmten Grenzen der Temperaturbereich, in dem die Mikroemulsion
stabil ist, eingestellt werden. Oberhalb und unterhalb dieser Bildungstemperatur liegt das
System als echte Emulsion (milchig triib und salbenartig) vor, bildet sich jedoch im Bereich
der Bildungstemperatur sofort von selbst zur Mikroemulsion zuriick, die eine klare bis

opaleszente, stark tyndallisierende, auffallend diinnfliissige, kolloidale Losung darstellt.

Mikroemulsionen besitzen sowohl Eigenschaften von Emulsionen, z. B. lassen sich mit
Laserstreulicht Teilchen mit einem Durchmesser von 10 bis 200 nm messen, als auch von
Losungen. So zeigen z. B. Wirkstoffe in Mikroemulsionen eine Séattigungsloslichkeit und

keinen Verteilungskoeffizienten wie in Emulsionen und sind diese Systeme wie erwihnt
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durch eine praktisch nicht messbare Grenzflichenspannung zwischen Ol- und Wasserkompo-
nente sowie durch ihre thermodynamische Stabilitit gekennzeichnet. Sie werden deshalb auch
als kritische Losungen” beschrieben (vgl. [140]) und den einphasigen, fliissigen Systemen
zugeordnet [141]. Das Ol ist dabei im Wasser geldst und umgekehrt das Wasser im Ol. Im
Nanosekundenbereich bilden sich Oltropfen und zerfallen wieder unter Bildung von
wasserreichen Bereichen (s. Abb. 8). In einem groBeren Zeitfenster kann das System dagegen
besser als eine “kritische Losung® beschrieben werden. Der hohe Wasser- und Olanteil
(> 80 %) verleiht den Mikroemulsionen ideale Eigenschaften als Universallosungsmittel fiir
hydrophile und lipophile Substanzen. Bedingt durch die praktisch gegen Null tendierende
Grenzflichenspannung penetriert eine Mikroemulsion relativ schnell in das SC und tritt in
Wechselwirkungen mit den Barrierestrukturen, wobei sowohl Wirkungen auf die
Lipiddomidnen (Fluidititsdnderungen) als auch im Bereich der polaren Kopfgruppen
(Hydratisierung) des SC resultieren konnen. Ein darin geloster Wirkstoff wird mit der
Mikroemulsion in die Haut gezogen und geht deshalb in kiirzester Zeit praktisch vollstindig
in das SC {iber. Dies konnte mit Hilfe von radioaktiv markierten und fluoreszierenden

Modellsubstanzen (vgl. [140]) nachgewiesen werden.

Abb. 8 Vereinfachte Darstellung des thermodynamischen Gleichgewichts zwischen 61- und
wassereichen Bereichen einer Mikroemulsion (nach [140])

Mit Mikroemulsionen ergeben sich Mdglichkeiten einer Steuerung des Wirkstofftransports
in der Haut [140]. Lost man einen lipophilen Wirkstoff in einer Mikroemulsionsgrundlage
(definiert als Mikroemulsion ohne Wasser), so lisst sich eine Séttigungsloslichkeit feststellen.

Gibt man nun schrittweise Wasser zu dem System, so bleibt zwar das kolloidale System
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Mikroemulsion bis zu einem bestimmten Wasseranteil erhalten, es kommt aber zu einer
Erhohung der Hydrophilie des Systems und zu einer Abnahme der Sattigungskonzentration
fiir die lipophile Substanz. Die resultierende Ubersittigung fithrt zu einer erhdhten thermo-
dynamischen Aktivitdt des Wirkstoffs und verstirkt sein Bestreben, das System zu verlassen.
Dadurch nehmen die Geschwindigkeit der Penetration in tiefere Hautschichten und die
Resorption erheblich zu. So zeigen Diclofenac-Mikroemulsionen mit zunehmender Uber-
sttigung eine enorm steigende Hautpenetration und hinsichtlich der Permeationsgeschwin-
digkeit eine deutliche Uberlegenheit gegeniiber Voltaren® Emulgel [140]. Andererseits lasst
sich auch gezielt die Resorption eines Wirkstoffs bei topischer Anwendung reduzieren.
Hierzu verwendet man eine wasserreiche Mikroemulsion, in der der Wirkstoff in
Konzentrationen eingesetzt wird, bei denen keine Ubersittigung eintreten kann. AuBerdem
besteht die Moglichkeit, den Wassergehalt der Mikroemulsion so einzustellen, dass eine
weitere Aufnahme von ungebundenem Wasser im SC zu einem Umkippen der
Mikroemulsion in eine O/W-Makroemulsion fiihrt. In diesem Fall wird der Wirkstoff, auch
wenn vorher ein iibersittigtes System vorgelegen hat, langsam aus den Oltropfchen der O/W-
Emulsion freigesetzt. Der Vorteil gegeniiber Zubereitungen, die auf der Haut aufliegen und
den Wirkstoff langsam an das SC abgeben, wie z. B. Cremes, besteht darin, dass nach
Anwendung einer Mikroemulsion viel hohere Konzentrationen des Wirkstoffs im SC zur

Verfiigung stehen und hier langer fixiert werden kénnen.

Ein bereits zugelassenes topisches Mikroemulsionspriparat ist Contrafungin® Mikromuls
mit dem Wirkstoff Clotrimazol. Dieser liegt weit unter der Séttigungskonzentration vor. Der
Wassergehalt ist so eingestellt, dass das System in der Haut durch weitere Wasseraufnahme in
eine Makroemulsion umschldgt, aus der der Wirkstoff langsam freigesetzt wird. Diese
Mikroemulsion bewirkt also eine schnelle Penetration in das SC, eine langere Fixierung des
Arzneistoffs, verbunden mit einer Wirkungsverldngerung in der Haut und eine geringere

systemische Belastung durch eine stark verlangsamte Resorption.

Ein topisches Diclofanac-Mikroemulsionspriparat befindet sich in der Zulassung. Mit
diesem Priparat sollen eine verbesserte Wirkstoffpermeation durch die Haut und hoéhere
Konzentrationen in subkutanen Bereichen erzielt werden. Dieses Ziel kann durch eine

Minimierung der Wasserphase und eine hohe Wirkstoffkonzentration in der Mikroemulsion
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erreicht werden. Nach dem Auftragen auf die Haut kommt es zur schnellen Penetration und
durch weitere Wasseraufnahme im SC zu einer Ubersittigung des Systems. Daraus resultiert
eine hohe thermodynamische Aktivitit des Wirkstoffs im SC, die zu einer erheblich

schnelleren Permeation fihrt.

Ebenfalls eine Mikroemulsion ist das als kosmetisches Hautpflegeprodukt auf dem Markt
befindliche Capsoft® mit 0,2 % Zinkpyrion als Wirkstoff. Durch die Mikroemulsion
penetriert der Wirkstoff tiefer in das SC und kann so besser seine Wirkung entfalten.
Klinische Studien belegen positive Effekte auf den Heilungsprozess der durch Psoriasis oder

Neurodermitis geschadigten Haut.

Nanoemulsionen. Nanoemulsionen sind O/W-Emulsionen, bei denen die Tropfen der
dispergierten fliissigen Lipidphase einen Durchmesser von 50 — 100 nm haben. Nicht
eindeutig von diesen abzugrenzen sind die Submikron-Emulsionen, die liberlicherweise eine
TropfengroBe von 100 bis 500 nm aufweisen [142]. Haufig werden beide Begriffe synonym
gebraucht. Solche Emulsionen werden seit lidngerer Zeit zur parenteralen Erndhrung
eingesetzt [143]. Weiterhin finden sie vermehrt als parenterale Arzneistofftrager Verwendung
(vgl.[144]). Nanoemulsionen werden zwar noch nicht in dermatologischen Formulierungen
genutzt, diirften jedoch fiir den Transport lipophiler Arzneistoffe besser geeignet sein als
Liposomen. Im kosmetischen Bereich finden sie zunehmende Beachtung, da sie die
Penetration von Wirkstoffen verbessern und positive Eigenwirkungen auf die Haut haben
sollen, in dem sie durch Einschleusung geeigneter Lipide die Barrierefunktion des SC stirken
und den transepidermalen Wasserverlust (TEWL) gilinstig beeinflussen [145]. Nanoemul-
sionen weisen allgemein einen Olgehalt von 10 bis 20 % auf und sind mit 0,5 bis 2 %
Phospholipiden (meist Soja-Lecithin) stabilisiert. Sie werden durch Hochdruckhomogeni-
sation hergestellt. Die hierbei gebildeten Tropfchen besitzen einen fliissigen lipophilen Kern,
der nach auBlen zur Wasserphase durch eine monomolekulare Phospholipidschicht abgegrenzt
wird (Abb. 9). Damit ist die Struktur solcher phospholipidstabilisierter Oltropfen mit der von
Chylomikronen vergleichbar [146] und unterscheidet sich von Liposomen, bei denen eine

bimolekulare Phospholipidmembran einen hydrophilen Innenraum abgrenzt (s. u).
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fluissiges Lipid

Phospholipid

Abb. 9 Struktur eines durch Phospholipide stabilisierten Oltropfchens einer Nanoemulsion
nach [147]

Alternativ zu den phospholipidhaltigen Nanoemulsionen sind auch tensidfreie Submikron-

O/W-Emulsionen beschrieben worden [148, 149].

Feste Lipidnanopartikel (SLN). Hierbei handelt es sich um Partikel der Gréfenordnung
50 — 100 nm mit einer Matrix aus festen, meist physiologischen Lipiden, die in wéssriger
Dispersion durch Tenside stabilisiert werden [150]. Daneben ist eine tensidfreie Stabilisierung
der Dispersion mit viskositdtserhohenden Polymeren moglich. SLN werden u.a. als poten-
zielle Trager fiir hydrolyseempfindliche Wirkstoffe in wasserhaltigen Formulierungen in der
Dermatologie und Kosmetik vorgeschlagen (vgl. [150]). Sie sollen aufgrund eines okklusiven
Effektes zu einer Erhohung der Hautfeuchtigkeit und Senkung des TEWL sowie zu einer
gesteigerten Wirkstoffpenetration fithren. Zur Charakterisierung des Verhaltens der SLN bei

epikutaner Anwendung sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Multiple Emulsionen. Multiple Emulsionen vom Typ W/O/W kommen bereits im kosme-
tischen Bereich zum Einsatz [151, 152]. Hierbei handelt es sich um komplexe Systeme, bei
denen die Tropfen der dispergierten Phase ihrerseits zusétzlich kleinere Tropfchen enthalten,
deren Polaritit derjenigen der dulleren, kontinuierlichen Phase dhnelt. Prinzipiell sind neben
W/O/W auch O/W/O-Emulsionen moglich. Obwohl das Phdnomen der multiplen Tropfen-
bildung bereits seit mehr als 100 Jahren bekannt ist, wurde erst 1965 als erste Verwendung

einer multiplen Emulsion ein Verfahren entwickelt, das eine verbesserte Applikation von
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Vaccinen ermdglichte, die bis dahin nur in Form von 6ligen bzw. Wasser-in-Ol-artigen
Formulierungen injiziert werden konnten [153]. Dabei handelt es sich um ein Zweischritt-
verfahren, mit dem ein W/O/W-Emulsionssystem erhalten wurde, das nicht thrombotisch
wirkte und eine erheblich verbesserte lokale Vertraglichkeit zeigte. Bei diesem Verfahren
wird in einem ersten Schritt eine W/O-Emulsion hergestellt, die in einem zweiten Emulgier-
schritt als Olphase eingesetzt und in einer weiteren Wasserphase mit einem hydrophilen
Emulgator reemulgiert wird. Die Zweischrittverfahren und verschiedene beschriebene
Einschrittverfahren zur Herstellung multipler Emulsionen erwiesen sich allgemein als
groltechnisch schwer umsetzbar und lieferten Produkte mit mangelhafter Stabilitét
(vgl.[152]). Diese Probleme wurden durch ein neuartiges Verfahren, als partielle Phasen-
Solubilisierungs-Inversionstechnologie (PPSIT) bezeichnet, iiberwunden [154]. Dieses
Verfahren beruht auf der Eigenschaft hydrophiler Emulgatoren (nichtionische, ethoxylierte
Tenside), bei steigenden Temperaturen zunehmend lipophil zu reagieren (Verlust ihrer
Hydrathiillen). Damit hergestellte O/W-Emulsionen zeigen daher beim Erwdrmen eine
Phasenumkehr unter Bildung von W/O-Emulsionen. Die hierfiir erforderliche Temperatur
wird als Phaseninversionstemperatur (PIT) bezeichnet. Bei der PPSIT werden eine elektro-
lythaltige Wasserphase und eine Lipidphase, bestehend aus einem polaren Ol, einem
hydrophilen nichtionischen Emulgator und einem Stabilisator, getrennt iiber die PIT erwirmt.
Beim Vereinigen beider Phasen bildet sich eine intermedidre W/O-Emulsion, aus der bei
Temperaturabsenkung eine W/O/W-Emulsion entsteht, die schlieBlich durch Ausbildung
eines Gelnetzwerks, das die einzelnen multiplen Tropfen umschlieBt, stabilisiert wird (vgl.
[152]). Die partielle Phaseninversion zur W/O/W-Emulsion wird durch die Verwendung
hydrophiler Emulgatoren in einer polaren Olphase begiinstigt, wenn diese mit Wasserphasen
umgesetzt werden, die definierte Mengen eines Elektrolyten enthalten. Dabei kommt es zu
einem partiellen Aussalzen des bei Raumtemperatur hydrophilen Emulgators, so dass dieser

an allen Lipid-Wasser Grenzflachen stabilisierend wirken kann.

Die Vorteile multipler Emulsionen vom Typ W/O/W in kosmetischen Hautpflegepriparaten
beruhen auf den folgenden Effekten. Unmittelbar nach dem Auftragen wird zunichst das
Wasser der duBleren, kontinuierlichen Phase an die Haut abgegeben. Dies fiihrt zu einer

Kiihlung und Feuchtigkeitsaufnahme. Gleichzeitig legt sich ein Schutzfilm aus den zuriick-
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bleibenden fusionierenden Oltropfen auf die Haut, der den TEWL reduziert und aus dem dann
iiber einen ldngeren Zeitraum das Wasser der darin eingeschlossenen Wassertropfchen an die
Haut abgegeben wird. Das Ergebnis ist eine langfristig verbesserte Hautbefeuchtung und eine

normalisierende Wirkung auch bei extrem trockener Haut.

Die PPSIT kommt bereits bei der Herstellung der ersten auf dem Markt befindlichen
Gesichtspflegeprodukten auf der Basis von stabilen W/O/W-Emulsionen zum Einsatz (z.B. La
Prairies Time Management Moisturizer, Nivea® Visage Optimale 3 bzw. Nivea® Visage

Optimal Eye Care).

Denkbar ist weiterhin der Einsatz multipler Emulsionen als verzogerte Freigabesysteme fiir
Wirkstoffe oder zum Schutz empfindlicher Inhaltsstoffe. Die PPSIT erlaubt z. B. die Einarbei-
tung von Arzneistoffen, die iiber einen lingeren Zeitraum mit der Haut in Kontakt gebracht

werden sollen, in die innerste disperse Phase, aus der eine langsame Freisetzung erfolgt.

Hydrolipid-Dispersionen. Hierbei handelt es sich um disperse Systeme mit einer
hydrophilen kontinuierlichen Phase und einer lipophilen dispersen Phase. Im allgemeinen
sind es emulsionsartige Systeme mit einem Gehalt an fliissiger Lipidphase zwischen 2 und
20%. Abweichend von den klassischen Emulsionen erfolgt die aufgrund der
Grenzflichenspannung zwischen Ol- und Wasserphase notwendige Stabilisierung bei
Hydrolipid-Dispersionen nicht mit amphiphilen, tensidartigen Emulgatoren, sondern mit Hilfe
von geeigneten Polymeremulgatoren. Besonders effektiv sind grenzflichenaktive Polymere
wie Copolymere der Acrylsdure mit Cjg30-Alkylacrylaten, die zusitzlich quervernetzt sind
(Pemulen®), oder Methylhydroxypropylcellulose. Diese bilden wie die klassischen
Emulgatoren einen stabilen Grenzflichenfilm aus und verhindern so eine Koaleszenz der

Lipidtropfen.

Ein bevorzugtes Einsatzgebiet der Hydrolipid-Dispersionen sind Sonnenschutzmittel (vgl.

[155]). Sonnenschutzmittel auf der Basis von Hydrolipid-Dispersionen werden hiufig als
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emulgatorfrei ausgelobt. Dies ist physikalisch-chemisch nicht korrekt und widerspricht der
IUPAC-Definition fiir Emulgatoren. Zutreffend ist allerdings, dass sie sich hinsichtlich ihres
Irritationspotenzials deutlich von den mit klassichen Emulgatoren stabilisierten Emulsionen
unterscheiden, da die Polymeremulgatoren nicht in das SC penetrieren. Sie gehen daher keine
Wechselwirkungen mit den Bestandteilen der Hornschichtbarriere ein und kénnen dement-
sprechend nicht zu Hautirritationen und ,,Mallorca-Akne* fithren. Hydrolipid-Dispersionen
werden auch von Personen mit empfindlicher Haut gut vertragen. Da sie einen relativ
geringen Lipidgehalt aufweisen, wird ihre Anwendung bevorzugt auf normaler oder fett-

feuchter Haut empfohlen.

Pemulene® bestehen iiberwiegend aus dem hydrophilen Acrylsdureanteil und werden iiber die
hydrophoben Alkylketten ihrer Alkylacrylat-Komponenten in der Phasengrenze der Lipid-
tropfen verankert. Es sind Makromolekiile mit einer relativen Molmasse von ca. 4-10°. Das
Polymer quillt nach Neutralisation mit einer geeigneten Base auf das 1000fache seines
urspriinglichen Volumens. In wissrigem, salzarmem Milieu bilden Pemulene® dicke
schiitzende Gelschichten um jeden Oltropfen. Bereits ein Anteil von 0,1 bis 0,3 % dieses
Polymeremulgators ist ausreichend, um bei einem Lipidgehalt von 20 % lagerstabile Zuberei-
tungen zu formulieren. Bei Kontakt mit dem elektrolythaltigen Milieu der Hautoberfldche
wird die Dispersion destabilisiert, da die schiitzenden Gelschichten kollabieren. Infolge der
Koaleszenz der Oltropfen scheidet sich daraufhin ein diinner Olfilm auf der Hautoberfliche

ab.

Im Unterschied dazu sind Hydrolipid-Dispersionen mit Methylhydroxypropylcellulose als
Polymeremulgator wenig elektrolytempfndlich. In diesem Fall kommt es beim Auftragen auf
die Haut infolge der mechanischen Einwirkung zu einem partiellen Brechen der Emulsion mit
Abscheiden eines Olfilms. Der Rest der Emulsion verbleibt teilweise als geschmeidiger Film

mit in die Polymermatrix eingebetteten Oltropfen auf der Haut.

Liposomen. Liposomen sind Vesikel, die von einer bimolekularen Schicht amphiphiler

Lipide (Lipiddoppelschicht, Membran) umhiillt sind. Die polaren Kopfgruppen der Lipide
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sind jeweils zum wissrigen Innenraum bzw. zur kontinuierlichen wissrigen Auflenphase
ausgerichtet. Die lipophilen Molekiilteile der beiden Lipidschichten sind einander zugewandt
und bilden den hydrophoben Innenbereich der Membran (vgl. Abb. 10). Zur Herstellung
konventioneller Liposomen werden hauptsidchlich Phosphatidylcholine (PC; héufig in
hydrierter Form) oder Phospholipid-Mischungen, die hauptsidchlich PC enthalten (meist Soja-
Lecithin) und geringere Anteile an Cholesterol und Glykolipiden verwendet. Strukturell
dhnlich aufgebaute Vesikel, deren Membranen vorwiegend aus nichtionischen Tensiden oder
Sphingolipiden bestehen, werden als Niosomen® bzw. Sphingosomen bezeichnet. Je nach
Herstellungsverfahren und chemischer Zusammensetzung erhdlt man kleine unilamellare
(SUV = small unilamellar vesicles), groB3e unilamellare (LUV = large unilamellar vesicles),
oligolamellare groe (OLV = oligolamellar large vesicles) multivesikulare (MVV =
miltivesicular vesicles) oder multilamellare groBBe (MLV = multilamellar large vesicles) Lipo-
somen (s. Abb. 10). SUV haben einen Durchmesser bis zu 50 nm und besitzen im Unterschied

zu den groferen Liposomen eine erhebliche Membranspannung.

Bei den kleinstmoglichen SUV mit einem Durchmesser von 23 nm, die durch Ultraschall aus
Eilecithin hergestellt werden [156], ist der Lipidanteil in der d&uBBeren Monolayer fast doppelt
so gro3 wie in der Innenschicht. Das Volumen der hydratisierten Doppelschicht ist etwa 4,5
mal so gro3 wie der wdssrige Innenraum. Sie besitzen dementsprechend eine geringe
Beladungskapazitit und eine hohe Permeabilitit ihrer Membran fiir hydrophile Wirkstoffe
sowie einen metastabilen Membranzustand mit starker Neigung zur Fusion. LUV haben einen
Durchmesser von > 50 nm und nahezu spannungsfreie Membranen. Durch geeignete
Herstellungsverfahren kann eine ausreichende Grofenhomogenitit erreicht werden. Sie
besitzen ein giinstiges Verhéltnis von wissrigem Innenvolumen zum Lipidvolumen und damit
eine im Vergleich zur eingesetzen Lipidmenge hohe Beladungskapazitit fiir hydrophile
Wirkstoffe. Bei der Herstellung von LUV entstehen hiufig OLV, die einige Lipidlamellen
enthalten, durch die eine Verzogerung der Freisetzung von Wirkstoffen resultiert. Bei der
Herstellung von MLV entstehen dagegen héufig Liposomen mit mehreren Vesikeln in einem
groBeren Vesikel (MVV). Der Durchmesser von MLV kann 100 nm bis zu einigen 1000 nm
betragen. Sie besitzen eine groflere Zahl konzentrischer Bilayer. Hydrophile Wirkstoffe

werden aus MLV sehr langsam freigesetzt. Sie werden im Organismus nach parenteraler
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Applikation bevorzugt von phagozytierenden Zellen, die vor allem in den RES-Organen

auftreten, aufgenommen.

Hydriertes Phosphatidylcholin

R —
S

O

O

Abb. 10 Schematische Darstellung des Aufbaus von Liposomen (SUV = small unilamellar
vesicles, LUV = large unilamellar vesicles, MLV = multilamellar vesicles, MVV = multi-
vesicular vesicles) nach [147]

Die spontane Bildung von Vesikeln aus Phospholipiden und Wasser wurde bereits 1911 von

Lehmann [157] beschrieben und durch mikroskopische Aufnahmen dokumentiert. Bangham
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at. al. [158, 159] haben 1964 erstmalig mit der Elektronenmikroskopie die Struktur von
multilamellaren Phospholipid-Vesikeln sichtbar gemacht und als erste deren Bedeutung als
Modell fiir biologische Membranen erkannt. Mit den an diesem Modell gewonnenen Ergeb-
nissen konnten wichtige Eigenschaften von Biomembranen aufgeklart werden. Diese Erkennt-
nisse bildeten gleichzeitig eine der Grundlagen fiir die Entwicklung liposomaler Arzneimittel
[160]. Die Bezeichnung Liposomen fiir diese Vesikel geht auf Weismann (1965) zuriick.
Obwohl seit ldngerer Zeit bekannt ist, dass die Wirkungen von konventionellen Liposomen in
biologischen Systemen entscheidend durch PC als Hauptbestandteil der Membran bestimmt
werden, findet in der kaum noch zu {iberblickenden Literatur zu diesem Gebiet der Begriff
Liposomen auch fiir Vesikel anderer Amphiphiler Verwendung. Da diese héufig mit
Phospholipiden lediglich die Fahigkeit zur Ausbildung vesikuldrer Strukturen gemeinsam
haben, ist die Forderung erhoben worden, nur Vesikel, die mit einer Doppelmembran aus PC

umhiillt sind, als Liposomen zu bezeichnen [161].

Die Entwicklung liposomaler Arzneimittel wurde entscheidend von der Vision geprigt,
dass sich damit eine Mdglichkeit erdffnet, Arzneistoffe in zellihnliche Vesikel zu inkorpo-
rieren und nach parenteraler Applikation gezielt an den Wirkort zu bringen. Ein solches Drug
Targeting sollte durch Modifizierung der Liposomenmembran und Funktionalisierung der
Vesikeloberfliche erreichbar sein. Dariiber hinaus wurde die Moglichkeit erkannt, Liposomen
als Transportmittel fiir wasserunldsliche Wirkstoffe und als Freigabesystem mit Depoteffekt
(Permeationsbarriere) fiir hydrophile Substanzen zu nutzen. So kdnnen lipophile Molekiile in
die inneren Membranbereiche, hydrophile Molekiile im wéssrigen Innenraum eingekapselt
und amphiphile sowie geladene Molekiile an die Membranen adsorbiert werden. Durch die
Wahl der Membranlipide, der Lamellenzahl und Vesikelgroe lassen sich die Beladungs-

kapazitit und Wirkstofffreisetzung variieren.

Vorteilhaft fiir die Entwicklung von PC-Liposomen im pharmazeutischen und kosmetischen
Bereich waren neben ihren interessanten funktionellen Eigenschaften folgende Gesichts-
punkte. PC ist das in biologischen Membranen am haufigsten vorkommende Lipid, das
einzige Phospholipid, das industriell zu einem vertretbaren Preis gewonnen werden kann, und
im Gegensatz zu mehreren hundert anderen amphiphilen Substanzen, die in Wasser ebenfalls

Vesikel mit bimolekularen Membranen bilden, toxikologisch gut dokumentiert. PC aus
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Sojabohnen wird seit den 50er Jahren als Wirkstoff in der Humanmedizin zum Schutz der
Leber gegeniiber toxischen Substanzen und zur Verminderung der Plaquebildung durch
Veresterung von Cholesterol mit der Linolsdurekette eingesetzt (Essentiale®, Lipostabil®).
PC-reiche Fraktionen aus Hiihnereiern werden ebenfalls seit dieser Zeit als Emulgatoren fiir
Ole im Rahmen der parenteralen Fetternihrung eingesetzt (Intralipid®, Lipofundin®). Seit den
70er Jahren wird PC zusammen mit Gallensduren als Losungsvermittler fiir Arzneistoffe in
Parenteralia benutzt (z. B. Valium® MM). Fiir die topische Anwendung kommt seit den 60er
Jahren eine Soja-PC-Fraktion als Penetrationshilfe fiir Heparin-Na und Aescin zum Einsatz

(Essaven” Gel).

Die Entwicklung von Liposomenpréiparaten wurde andererseits durch die Bereitstellung von
gereinigtem PC vorangetrieben. Erst seit Beginn der 80er Jahre wird PC aus Sojabohnen und
Hiithnereiern in groferen Mengen auf dem Markt angeboten (Lipoid, Lucas Meyer,
Nattermann), und heute im MafBstab von mehreren tausend Tonnen jahrlich produziert, wobei
Hauptabnehmer die Nahrungsmittelindustrie ist. Hydriertes PC ist seit Mitte der 80er Jahre
verfiigbar. Synthetisches PC und andere Phospholipide mit definierten Fettsduren stehen im

Kilogramm-MaBstab erst seit 1990 zur Verfiigung und sind nach wie vor relativ teuer.

Pevaryl®-Lipogel* mit dem Wirkstoff Econazol war das erste liposomale Arzneimittel, das
1988 nach nur vierjdhriger Entwicklungszeit fiir die lokale Behandlung von Dermatomykosen
zugelassen wurde. In den 90er Jahren folgten weitere liposomale Topika, wie die Heparin-Na-
Priparate Hepaplus®30 Emgel, Hepaplus®60 Emgel (seit 1995 Hepaplus®Liposom) sowie
Heparin Pur- und Heparin Pur-forte-ratiopharm® Spriihgel®, und liposomale Parenteralia,
wie Am Bisome® mit Amphotericin B zur Behandlung schwerer Systemmykosen, Epaxal-
Berna® mit inaktivierten Hepatitis A-Viren als erster liposomaler Impfstoff, Dauno Xome®
und Doxil® mit den Anthracyclinen Daunorubicin bzw. Doxorubicin zur Behandlung des
spiten Stadiums des Karposi-Sarkoms bei AIDS-Patienten sowie Alveofact®, ein liposomales
Surfactant-Prédparat, das bei kritischer Sauerstoffversorgung beatmeter Friihgeborener in die

Lunge instilliert wird.

* Die gekennzeichneten Priparate sind inzwischen wieder vom Markt genommen worden
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Andere in den 90er Jahren neu zugelassene PC-haltige Fertigarzneimittel, in denen PC nicht
in Liposomen-Form vorliegt, sind Abelect®, das einen PC-Amphotericin B-Komplex enthlt
und eine mit Am Bisome” vergleichbare reduzierte Nephrotoxizitit aufweist, sowie
Hametum®Creme, die Hamamelis-Extrakt mit PC in einer O/W-Emulsion enthilt und

erfolgreich zur Behandlung der entziindeten Haut verwendet wird.

Daneben sind weitere liposomale Priparate in der Entwicklung und kommen in zahlreichen

Kosmetika sowohl beladene als auch leere Liposomen zum Einsatz (s.u.).

Im folgenden soll auf einige Aspekte der topischen Anwendung von Liposomen nédher

eingegangen werden.

Obwohl die Wechselwirkungen zwischen Liposomen und der Haut in vielen Punkten noch
unklar sind, kann davon ausgegangen werden, dass konventionelle PC-Liposomen als intakte
hydrophile Vesikel nicht durch die Haut permeieren konnen. Dies wird durch die Ergebnisse
mehrerer Untersuchungen belegt (z. B. [162 - 165]) und auf die Enge des polaren Transport-
weges zuriickgefiihrt, fiir den ein virtueller Porendurchmesser von < 30 nm angenommen
wird (vgl. [166]). Elektronenmikroskopische Untersuchungen nach topischer Applikation von
Liposomen zeigten zwar Vesikel in tieferen Bereichen des SC [167], jedoch diirften diese das
Ergebnis der Diffusion und Wechselwirkungen freier Lipidmolekiile und Membranfragmente
mit SC-Lipiden sein [167-169]. Ahnliche Befunde wurden mit bestimmten Vesikeln nicht-

ionischer Tenside erhalten [170].

Andererseits lassen sich mit der Anwendung liposomaler Wirkstoffpraparate auf der Haut
indirekte Penetrationsenhancer-Effekte und eine bessere Fixierung von Wirkstoffen im SC
erzielen (drug localizing effect). Hierfiir scheint allerdings nicht unbedingt die Liposomen-
form erforderlich zu sein, sondern allein die Anwesenheit von PC auszureichen. Fiir diese
Effekte werden in der Literatur mehrere Erkldrungen herangezogen (vgl. [166, 171]).
Einerseits diirfte der Mikrookklusionseffekt der auf der Haut auftrocknenden
Phospholipidlamellen die Penetration von hydrophilen und lipophilen Wirkstoffen in das SC
fordern. Elektronenmikroskopisch konnte nach topischer Applikation von Liposomen

zeitabhéngig eine massive Fusion der Vesikel beobachtet werden [172,173]. Die
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Vesikelstruktur geht aufgrund des abnehmenden Wassergehalts offensichtlich bereits in den
obersten Bereichen des SC verloren [162, 174]. Als Ergebnis des Auftrocknungsprozesses
kommt es in diesen Bereichen und fortschreitend auf der Haut zu einer Reorganisation und
Verschmelzung der Vesikel (Koaleszenz) unter Ausbildung multipler bimolekularer
Lamellenstapel. Neben dem daraus resultierenden Mikrookklusionseffekt diirfte bei schwer
16slichen Wirkstoffen, die im lipophilen Innenbereich der Liposomenmembran vorliegen,
dabei die Ausbildung eines Wirkstoffdepots eine Rolle spielen, aus dem wegen der grofleren
Oberfliache eine effektivere Freisetzung in die Haut erfolgen kann. Dariiber hinaus werden
eine Erhohung der Fluiditdt der Permeationsbarriere und/oder die Bildung von Defekten in
oberen SC-Bereichen infolge der Diffusion von liposomalen Komponenten und deren
Wechselwirkungen mit SC-Lipiden diskutiert [166]. Eine weitere Erklarung ist die
erleichterte Penetration durch Bildung niedermolekularer Komplexe des Wirkstoffs mit

liposomalen Lipiden [171].

Ausgangspunkt fiir die ersten Uberlegungen, Krankheiten der Haut mit liposomalen
Arzneimitteln zu behandeln, war der Befund, dass in Liposomen verkapselte Steroide iiber
lingere Zeit im SC fixiert werden [175]. Diese Uberlegung fiihrte zur Entwicklung von
Pevaryl®-Lipogel (s.0.). Bei diesem Priparat ist das wasserunldsliche Econazol stabil in die
lipophile Phase der PC-Doppelmembran inkorporiert [176]. Im Vergleich zu einer ent-
sprechenden Creme ergibt sich eine doppelt so hohe Eindringtiefe in die Haut und eine

iberlegene Wirksamkeit [177].

Als wesentlicher Effekt der in zahlreichen Kosmetika eingesetzten Leerliposomen wird die
verbesserte Hydratation der Haut angesehen [178]. Gestiitzt wird die Annahme einer
giinstigen Beeinflussung der Barrierestrukturen der Haut durch PC-Liposomen u.a. durch den
Befund, dass sich die lichtinduzierte Erythem-Schwelle nach Vorbehandlung mit Liposomen
verdoppelt [179]. Dieser Befund unterstreicht auerdem auch die positiven Ergebnisse, die
mit Hametum®Creme bei der Behandlung der entziindeten Haut erzielt werden [180]. Diese

enthdlt Hamamelis-Extrakt und PC in einer O/W-Emulsion (s.0.).

Die mit liposomalen Zubereitungen offensichtlich realisierbare Fixierung von Wirkstoffen in

den obersten Hautschichten ist auch fiir Sonnenschutzpriparate mit einer minimierten
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systemischen Belastung durch die Lichtschutzsubstanzen und einer verbesserten Wasser-
festigkeit von Interesse (s.o.; vgl. [181, 182]).

Auch im Bereich der Kosmetik wird in den letzten Jahren zunehmend diskutiert, ob die
positiven Wirkungen zwingend an die vesikuldren Strukturen gebunden sind oder ob die
Anwesenheit der entsprechenden Lipide (Phospho-, Sphingolipide) in der Formulierung zum
gleichen Ergebnis fiihrt [147]. Fiir den Einsatz in der Kosmetik ist die allgemein als sehr gut
eingestufte Hautvertréglichkeit der Phospholipide sowie die in Bezug auf ihre Verwendung in
Lebensmitteln und Kosmetika festgestellte toxikologische Unbedenklichkeit gem. Richtlinien
der EG und FDA (GRAS-Status) besonders wichtig. Allerdings ist bekannt, dass sehr hohe
Dosen an Phospholipiden, die iiber langere Zeit topisch angewandt werden, bei trockener und
normaler Haut zu Irritationen und Veridnderungen des dermalen Lipidstoffwechsels flihren

konnen (Feedback-Mechanismus) [183].

Gele mit Heparin-Na und PC als Hilfsstoff sind seit mehr als drei Jahrzehnten im Einsatz
(Essaven”Gel, s.0.). Bei den in den 90er Jahren zugelassenen Priparaten Hepaplus“30 Emgel,
Hepaplus®60 Emgel (seit 1995 aus Marketinggriinden Hepaplus“Liposom) und Heparin PUR
ratiopharm®“Sprithgel handelt es sich um liposomale Formulierungen zur Behandlung von
Blutergiissen und Stauungen. Diese sollen gegeniiber PC-freien Prdparaten eine deutliche
Verbesserung der Mikrozirkulation in der Dermis bewirken. Voraussetzung dafiir ist ein
Eindringen von Heparin in tiefere Hautschichten. In diesem Zusammenhang wird eine
Diffusion kleinerer Heparin-PC-Aggregate durch das SC diskutiert, die durch die Alkohol-
komponenten und den Mikrookklusionseffekt der Formulierungen unterstiitzt werden diirfte
(vgl. [170]). Bei Anwendung des Spriihgels von ratiopharm verdampfen nach dem Auf-
sprithen der fliissigen Liposomendispersion auf die Haut das darin enthaltene Ethanol und
Wasser teilweise. Dabei dndert sich der Dispersititsgrad der Liposomen von kleinen uni- bzw.
oligolamellaren Vesikeln iiber grofe multilamellare Vesikel bis hin zu einer lamellaren
Mesophase mit gelartiger Konsistenz [184]. Nach den vorliegenden Ergebnissen scheint sich
der kolloidale Zustand der Phospholipide beim Auftrocknungsprozess nicht zu &ndern,
sondern lediglich das Ausmal} der Verteilung der fliissig-kristallinen Phase. Auch in diesem
Fall diirfte demnach nicht der Dispersititsgrad der Liposomen fiir den Wirkstofftransport

durch das SC maBgeblich zu sein, sondern allein die Anwesenheit von PC.
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Inzwischen liegen zahlreiche experimentelle und z. T. auch klinische Studien zum Einsatz
topischer Wirkstoffzubereitungen mit Liposomen oder PC vor (vgl. [165]). Diese betreffen
neben den bereits erwidhnten zugelassenen liposomalen Arzneimitteln weitere Antimykotika-
Praparate, Antibiotika, Virustatika, Antineoplastika, Cyclosporin, Lokalanésthetika, nicht-
steroidale Antiphlogistika, Steroide, photoaktive Substanzen (Psoralene, Porphyrine) sowie
einige biologische Makromolekiile und sollen im folgenden beschrinkt auf eine Auswahl

wichtiger Ergebnisse zusammengefasst werden.

Antimykotika. Econazol und Econazol-Nitrat in liposomalen Formulierungen zeigen eine
deutliche Uberlegenheit gegeniiber konventionellen Creme- und Gel-Zubereitungen oder
Lotionen des Wirkstoffs [185 - 187]. Neben Pevaryl®Lipogel (Cilag) sind inzwischen ein
weiteres Econazol-Priparat, Ifenec®Lipogel (Italfarmaco), und die Miconazol-Priparate

Micotef*Lipogel (LPB) sowie Daktarin® in Lipsosomenform auf dem Markt.

Antibiotika. Zur Behandlung von Akne und Infektionen im Bereich der Haut und angren-
zenden Gewebe eingesetzte Antibiotika wie Clindamycin [188] und Tobramycin [189]
erweisen sich in liposomaler Form als deutlich besser wirksam als Zubereitungen mit den

freien Wirkstoffen.

Virustatika. An Meerschweinchen konnte bei topischer Anwendung von liposomalem
Aciclovir und Interferon im Vergleich mit Zubereitungen der freien Substanzen eine

verbesserte Wirksamkeit gegen Herpes genitalis festgestellt werden [190, 191].

Antineoplastika. Versuche an Nacktmiusen zeigen nach epikutaner Applikation von lipo-
somalem Methotrexat eine 3- bis 4fach lingere Retention in der Haut als nach Anwendung

einer Losung [192].

Cyclosporin. Untersuchungen mit verschiedenen Cyclosporin-Formulierungen zeigen nach

epikutaner Applikation eine Wirkstoffakkumulation im SC in der Reihenfolge: Hautlipid —
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Liposomen > PC-Liposomen > O/W-Emulsion > wissrig-ethanolische Losung. Die
Permeation durch die Haut wird dagegen am besten durch eine wéssrig-ethanolische Losung
gefordert, wobei die in tieferen Hautschichten auftretenden Wirkstoffmengen in der
Reihenfolge wissrig-ethanolische Losung >> PC-Liposomen > Hautlipid-Liposomen > O/W-

Emulsion abnehmen.

Beriicksichtigt man verschiedene Liposomen-Typen, so ist das Riickhaltevermdgen von
Cyclosporin im SC in folgender Reihenfolge ausgepriagt: Hautlipid-MLV > PC-MLV ~ Haut-
Lipid-LUV > PC-LUV >> O/W-Emulsion [193 - 195].

Lokalanisthetika. Die epikutane Applikation von Lidocain [196-198] oder Tetracain [196,
199, 200] in Liposomenform fiihrt zu einer verldngerten Wirkung in der Haut. Autoradio-
grafische Untersuchungen mit '*C-Lidocain an Meerschweinchen dokumentieren im Ver-
gleich zu einer Creme hohere Aktivititen in der Epidermis und Dermis bei Anwendung von

Liposomen [197].

Nichtsteroidale Antiplogistika. Untersuchungen an der Ratte mit einer PC-haltigen Indo-
methacin-Formulierung demonstrieren eine 4fache Steigerung der Penetration [201]. Mit der
Stripping-Technik konnte nach epikutaner Anwendung kleiner unilamellarer oder grofBer
multilamellarer Soja-PC-Liposomen mit 10 — 20 % des antiphlogistischen Wirkstoffs
2-(t-Butyl)-4-cyclohexylphenylnicotinat-N-oxid eine Eindringtiefe der Substanz in das
humane SC von 10 pm festgestellt werden. Mit einer O/W-Emulsion betrug diese nur 3 pm.

Am Miuseohr-Odem-Modell waren jedoch beide Formulierungen gleich wirksam [202].

Nach epikutaner Applikation von Diclofenac-Liposomen konnte im Vergleich zu einer
Arzneistofflosung in vivo eine Sfach hohere Bioverfiigbarkeit im Serum (25 vs. 5 %) fest-
gestellt werden. Auch in diesem Fall zeigten sich in vitro keine Wirksamkeitsunterschiede

[203, 204].
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Steroide. Liposomales Hydrocortison ist in Bezug auf die rdumliche Verteilung in der Haut
und das zeitliche Penetrationsprofil konventionellen Salben deutlich iiberlegen. Mit liposo-
malen Formulierungen konnen iiber langere Zeit hohe Konzentrationen des Wirkstoffs im SC
ohne eine systemische Belastung des Organismus erzielt werden [205 - 207]. Bei Anwendung

von Corticosteroiden in Liposomen wurde eine verlangerte Wirkung beobachtet [208].

Die perkutane Resorption von Estradiol kann in dhnlicher Weise durch Inkorporation in
Liposomen veridndert werden [209]. Dagegen ist Sa-Dihydrotestosteron nach epikutaner
Applikation nur bei Anwendung einer Losung in Aceton, jedoch nicht in liposomaler Form

wirksam [210].

Liposomales Progesteron und eine Dispersion des Wirkstoffs in einer Agarose-Matrix
unterscheiden sich in ihrer Freigabe. Wihrend aus der Dispersion mit schnell abnehmender
Geschwindigkeit 90 % des Wirkstoffs in 24 h freigesetzt werden, erfolgt die Freigabe aus der
liposomalen Form mit einer Kinetik nullter Ordnung [211]. Liposomen, die aus Phospho-
lipiden mit geséttigten Ketten (Dimyristoyl- oder Dipalmitoylphopatidylcholin) hergestellt
werden, zeigen eine 10fach langsamere Progesteron-Freigabe als Liposomen aus Lipiden des
gleichen Typs mit ungesattigten Ketten [212]. In einem Bericht iiber die epikutane Behand-
lung von Hirsutismus mit einer liposomalen Progesteron-Zubereitung wird auf eine 2/3-

Erfolgsquote hingewiesen [213].

Photoaktive Substanzen. In Studien zur photodynamischen Therapie wird auch iiber den

Einsatz liposomaler Formulierungen mit Psoralenen und Porphyrinen berichtet [214, 215].

Biologische Makromolekiile. Die subkutane Injektion von liposomal verkappselter Super-
oxiddismutase (SOD) hemmt die Entstehung einer durch y-Strahlen induzierten Fibrose
[216]. Es wire interessant, zu priifen, ob vergleichbare Effekte auch mit epikutan applizierten

Liposomenpréparaten der Cu-/Zn-SOD erzielt werden kénnen.
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UV-Bestrahlung fiihrt in der Haut zu einer Abnahme der SOD-Aktivitit. Eine epikutane
Vorbehandlung von Midusen mit liposomal verkapselter SOD bewirkte eine Hemmung des

UV-induzierten Aktivititsverlustes der SOD in der Haut [217].

Nach epikutaner Applikation von Insulin in ultraflexiblen Lipidvesikeln (Transfersulin®), die
allgemein als Transfersomen bezeichnet werden [165, 218], konnten in Tierversuchen und
beim Menschen iiberzeugende Senkungen der Glucose-Blutspiegel nachgewiesen werden,
wiahrend Insulin-Zubereitungen mit konventionellen PC-Liposomen oder Mischmizellen

keine systemischen Effekte zeigten [165, 219, 220].

Mit Hilfe des kutanen Meerschweinchen-Herpes-simplex-Modells konnte eine verbesserte
Penetration von Interferon nach Anwendung liposomaler Formulierungen festgestellt werden
[190, 191, 221]. Bei Untersuchungen an Menschen, Nacktmiusen und Hamstern lieBen sich
24 h nach epikutaner Applikation von liposomalem y-Interferon noch 70 bis 80 % des Inter-
ferons auf und in der Haut nachweisen, davon 25 bis 30 % im SC und nur 0,9, 0,3 bzw. 6,1 %
in tieferen Hautschichten [222]. Eine erhebliche Steigerung der Hautpermeation von '*I-y-

Interferon konnte an Miusen mit Transfersomen erzielt werden [165].

Die Assoziation monoklonaler Antikorper mit PC-Liposomen bewirkte unter Okklusion
eine schnelle Penetration der Schweinehaut [223]. In einer weiteren Studie an Ratten konnte
durch eine epikutane Applikation von liposomalen Anti-Doxorubicin-Antikérpern die durch
das Zytostatikum induzierte Alopezie gehemmt werden [224]. Damit wird belegt, dass bei
epikutaner Applikation entsprechender liposomaler Zubereitungen die Penetration von Anti-

korpern ermoglicht wird (Follikel-Weg?), ohne dass deren biologische Aktivitét verlorengeht.

Weiterhin wird {iber die Hautpenetration des DNA-Reparaturenenzyms T4-Endonuclease V
nach Anwendung einer lipsomalen Zubereitung und die dadurch bedingte Stimulation der
Elimination von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren, deren Bildung in der Haut durch UV-

Strahlen induziert wird, berichtet [225].
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die heute vorliegenden Ergebnisse die
Moglichkeiten und Grenzen des Einsatzes von Liposomen oder PC in topischen
Zubereitungen erkennbar werden. Konventionelle PC-Liposomen bzw. PC als Hilfsstoff
diirften danach vor allem fiir die Fixierung von Wirkstoffen in den oberen Bereichen der
Epidermis und aufgrund gewisser penetrationsfordernder Eigenschaften eine aussichtsreiche

Perspektive haben.

Als potenzielle Wirkstofftréger fiir einen transdermalen Transport sind dagegen in den letzten
Jahren ultraflexible Lipidvesikel, Transfersomen, entwickelt worden. Diese sollen sich auf-
grund ihrer ausgepriagten Deformierbarkeit besser an die engen interzelluldren Transportwege
des SC anpassen konnen und diirften wegen ihres hohen Gehalts an oberflichenaktiven
Komponenten wihrend ihres Durchtritts durch die Haut auch die SC-Lipide fluidisieren. Wie
bereits gezeigt wurde, ermdglichen Transfersomen die Permeation groflerer Mengen kleiner
(Diclofenac, Tamoxifen, Hormone) sowie selbst groBer und hydrophiler Molekiile (Anti-
korper, Calcitonin, Insulin) durch die Haut mit einer Effizienz von > 50 bis 100 % (vgl. [165,
218 - 220]). Obwohl bereits erste ermutigende Ergebnisse von Humanuntersuchungen mit
diesem Vesikel-Typ vorliegen, ist eine seridse Bewertung gegenwairtig noch nicht moglich.

Insbesondere sind weitere Studien zur Hautvertriglichkeit von Transfersomen erforderlich.
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3 Untersuchungen, Ergebnisse und Diskussion

3.1 Herstellung von Liposomen zum Einsatz in ESR-Untersuchungen

3.1.1  Lipidgrundlagen fiir die Liposomenherstellung

Die am héufigsten zur Liposomenherstellung eingesetzten Grundlagen sind Sojabohnen-
Lecithinfraktionen unterschiedlicher Reinheit [226]. Daneben werden auch Ei-Lecithine ver-
wendet, die wegen ihrer geringeren Allergenitit von der FDA generell fiir die Herstellung von
Parenteralia empfohlen werden [227]. Der Begriff ,,Lecithin“ wird heute in der Regel fiir die
Bezeichnung des komplexen Gemisches in Aceton unldslicher ,,polarer” Lipide verwendet,
das hauptsdchlich aus Phosphatidylcholin-Derivaten (PC) und anderen Phospholipiden, z.B.
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol, besteht. Bei den in den natiirlichen
Diacylglycerinphosphatiden enthaltenen Fettsduren handelt es sich um die gleichen Sduren,
die auch in Neutralfetten vorkommen. Meist liegt in sn-1-Position eine gesittigte Fettsdure
(vorwiegend Palmitinsiure), in sn-2-Position eine ungesittigte Siure (Olsiure, Linolsiure
oder hohere Homologe) vor. Bei der Extraktion aus biologischem Material erhédlt man immer
Gemische. Daneben stehen auch Diacylglycerinphosphatide mit hydrierten Fettsduren und

partialsynthetische Phospholipide mit definierten Fettsduren zur Verfiigung.

Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit wurden die Sojabohnenlecithine Phospholipon 80 (P80)
und Phospholipon 80H (P8OH) sowie die partialsynthetischen Grundlagen Dioleyl- und
Dipalmitoylphosphatidylcholin bzw. Dipalmitoylphosphatidylglycerol ausgewihlt (DOPC,
DPPC bzw. PG, vgl. 5.1.1). Der Vergleich von Zubereitungen aus diesen Grundlagen sollte
Aussagen zur Bedeutung der natiirlichen Begleitsubstanzen wie z.B. Lysophosphatidylcholin

auf die untersuchten Eigenschaften von Liposomen erlauben.

Dariiber hinaus fanden die kommerziellen Liposomensysteme Presomen® C1 und Presomen®
PPG-I Verwendung, bei denen es sich um pulverformige Lipidgrundlagen handelt, die direkt

in Losungen der zu verkapselnden Substanzen dispergiert werden konnen.
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3.1.2  Herstellung von Liposomen durch Membranextrusion

Die Liposomenherstellung wird dadurch moglich, dass sich Vesikel mit bimolekularen
Membranen spontan als Ergebnis von Wechselwirkungen zwischen den eingesetzten
Phospholipiden und Wasser formieren. Das Hauptaugenmerk bei der Herstellung von Lipo-
somen liegt auf der Erzielung der gewiinschten Gréfe und Struktur sowie auf dem effizienten
Einschluss des zu verkapselnden Wirkstoffs und der ausreichenden Stabilitdt in der Zuberei-

tung.

Die Verringerung der Grofle und Lamellaritit primér gebildeter multilamellarer Liposomen
kann {iber verschiedene Verfahren erfolgen, wie z.B. die Membranextrusion, Hochdruckho-
mogenisation, Ultraschallbehandlung und Homogenisation mit dem Ultra-Turrax. Dabei
sollen mdoglichst Liposomen mit definierter Grofe und geringer Grofenverteilungsbreite ent-

stehen, welche die gewlinschten biopharmazeutischen Eigenschaften besitzen (vgl. 2.2.3.).

Anhand von Vorversuchen wurde das Verfahren der Membranextrusion mit dem Liposo-
Fast®-Membranextruder (AVESTIN®, Canada) als Herstellungsmethode ausgewihlt. Aus-
wahlkriterien waren dabei die Moglichkeit einer Variation der Liposomengrof3e durch Verén-
derung der Herstellungsbedingungen und das geringe Mindestvolumen der zu homogenisie-
renden Probe, da die eingesetzten Spinsonden und z.T. auch die Phospholipide relativ teuer
sind. Mit dem verwendeten LiposoFast-Membranextruder konnen unilamellare Liposomen
erhalten werden, indem man eine multilamellare Liposomendispersion mit einer gasdichten
Spritze durch eine Polycarbonatmembran mit definierten Porenweiten in eine andere gas-
dichte Spritze des Gerdtes extrudiert. Der Vorgang kann aufgrund der selbstreinigenden
Wirkung der Vor- und Zuriickextrusion durch den gleichen Filter mehrfach wiederholt

werden, ohne dass dieser verstopft.

Die LiposoFast®-Stabilizer-Vorrichtung erméglicht den wiederholten Gebrauch des Membra-
nextruders und das Extrudieren hochkonzentrierten Probenmaterials. Auf diese stabilisierende
Vorrichtung passen 0,5 ml- und 1,0 ml-Spritzen. Sie ermdglichen die Extrusion von Formu-
lierungen mit Volumina zwischen 0,1 und 1,0 ml. Je nach Formulierung sind 11 bis 21 Zyklen

ausreichend, um Liposomen uniformer Gréfle und Verteilung herzustellen. Die Liposo-
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mengrofe ldsst sich durch die Auswahl geeigneter Membranfilter und Rezepturen variieren.
Eine Temperierung kann durch Eintauchen des gesamten Extruders in ein Wasserbad erfolgen

[228].

3.1.2.1 Herstellung von Liposomen mit variierendem Dipalmitoylphosphatidylglycerol-
Gehalt in der Lipiddoppelmembran

In Liposomenzubereitungen kénnen wéahrend der Lagerung Aggregationen bzw. Fusionen der
Vesikel in erheblichem Ausmal} auftreten und Verdnderungen der urspriinglichen Liposo-
mengrofle und -lamellaritit nach sich ziehen. Aggregation und Sedimentation von neutralen
Liposomen kann durch Van der Vaals-Wechselwirkungen verursacht werden. Sie sind in
grolen Vesikeln stirker ausgeprdgt, in denen die verringerte Kurvatur der Membranen
grofleren Bereichen gestattet, in Kontakt miteinander zu treten. Die sich daraus ergebende
Instabilitit der Vesikel kann am leichtesten durch die Einfiihrung einer kleinen Menge negativ
geladener Bestandteile (z.B. 10 % Phosphatidsdure oder Phosphatidylglycerol) in die Lipid-
mischung behoben werden [226].

Im folgenden Versuch sollte der Einfluss steigender Anteile von Phosphatidylglycerol (PG) in
der Liposomenmembran auf die Grofse, den Polydispersititsindex und das Zetapotenzial
(vgl.5.2.3) und damit auf die zu erwartende Stabilitdt von extrudierten Liposomen untersucht

werden.

Hergestellt wurden Liposomen aus den Lipidgrundlagen DOPC, DPPC, P80 und P8OH mit
einem molaren Anteil von 0; 2,5; 5,0; 10,0 und 20,0 % PG in den Membranen nach der unter
6.3.1. beschriebenen Methode. Der Lipidgehalt der Formulierungen betrug 5 %. Die
Extrusion der Vesikel erfolgte durch zwei Membranfilter mit der Porengrofe 200 nm. Die
Vermessung der Teilchen erfolgte mit der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) und
Laserdoppleranemometrie (vgl. 5.2.2. und 5.2.3.).

Der Einbau von steigenden Anteilen an Phosphatidylglycerol in die Membranen fiihrt zu einer

Abnahme des Durchmessers von Liposomen aus den Lipidgrundlagen DOPC, DPPC und
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P8OH (Abb. 11). Der Durchmesser von DPPC- und P8OH-Liposomen wird durch den Zusatz
von 20 % PG um mehr als 40 nm reduziert, wihrend der Zusatz der gleichen Menge an PG zu
DOPC-Liposomen nur eine geringe Abnahme des Durchmessers (ca. 20 nm) zur Folge hat.
Die GroBe von Liposomen aus der Grundlage P80 wird durch den Zusatz von PG nur

geringfiigig verdndert.

Bei der Vermessung von TeilchengréBen durch die Photonenkorrelationsspektroskopie erfolgt
neben der Berechnung eines mittleren Teilchendurchmessers die Bestimmung des Polydisper-
sititsindex, der ein Maf} fiir die GroBenverteilungsbreite der Teilchen ist (vgl. 5.2.2.).
Liposomen aus DOPC bzw. P80 weisen unabhidngig von der Konzentration an PG in ihren
Membranen einen niedrigen Polydispersititsindex und damit eine enge VesikelgroBenvertei-

lungsbreite auf.

Der Zusatz von PG zu DPPC hat dagegen einen deutlichen Einfluss auf den Polydispersitit-
sindex. DPPC-Liposomen ohne Zusatz von PG bilden nach der Extrusion ein Gel aus, das
nicht resuspendiert werden kann. Ein PG-Zusatz von 2,5 % fiihrt zu einer breiten Verteilung
der VesikelgroBen, die ab einer Konzentration von mehr als 5% in eine enge Verteilung
iibergeht. P8OH-Liposomen weisen keine deutliche Abhéngigkeit von der Konzentration an

PG in thren Membranen auf.

Inwieweit die Verdnderungen des Liposomendurchmessers und des Polydispersitdtsindex von

der Viskositdt der Membranen abhdngig sind, sollte nachfolgend untersucht werden.

Zur Charakterisierung der Fluiditdt der Membranen von Liposomen kdnnen die Polarisati-
onsindizes der Fluoreszenzmarker DPH und DPH-TMA verwendet werden. Aufgrund ihrer
verschiedenen Struktur und Ladung (vgl. 5.2.4) werden sie in unterschiedlichen Positionen
der Lipiddoppelmembranen eingelagert. Wahrend fiir das ungeladene DPH-Molekiil ein Auf-
enthaltsort im Bereich der Alkylketten der Phospholipide angenommen wird, befindet sich
das positiv geladene DPH-TMA aufgrund seiner Ladung nahe der Kopfgruppen der
Phospholipide an der Membranoberfldche [229]. Die Bestimmung der Polarisationsindizes

erfolgte nach der unter 7.5.4 beschriebenen Methode.
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Abb. 11 Liposomendurchmesser und Polydispersititsindex in Abhingigkeit von der Kon-
zentration an PG in den Membranen von Liposomen aus den Grundlagen DOPC, DPPC, P80,
P8OH (x £R,n=23)

Die Polarisationsindizes der Fluoreszenzmarker in den untersuchten Liposomen weisen
erwartungsgeméil deutliche Unterschiede auf (Abb. 12). In Liposomen mit den Grundlagen
DOPC bzw. P80, deren Membranen sich im Zustand der Fliissig-Phase befinden, haben die
Fluoreszenzmarker niedrige Polarisationsindizes (<0,25). Dagegen weisen die Marker in
Liposomen aus DPPC bzw. P80H, deren Phaseniibergangstemperaturen oberhalb der

Messtemperatur liegen, hohe Polarisationswerte auf (>0,35), da sich die Membranen im
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Zustand der Gel-Phase befinden. Deutliche Unterschiede zwischen den Polarisationsindizes
ergeben sich ebenfalls durch den Einsatz der verschiedenen Fluoreszenzmarker. Wahrend die
Werte der Polarisationsindizes von DPH in Liposomen aus DOPC bzw. P80 unter denen von
DPH-TMA liegen, treten diese Unterschiede in Liposomen aus DPPC bzw. P8OH nicht auf.
Diese Unterschiede sind auf die Struktur der verwendeten Phospholipide zuriickzufiihren.
Durch Cis-Doppelbindungen im Fettsdureanteil der Phospholipide von DOPC bzw. P80
entstehen Storungen in der Packung der Molekiile, sogenannte Kinken, die einen erhohten
Platzbedarf der Einzelmolekiile nach sich ziehen [226]. Da die Doppelbindungen meist ab
Position 9 der Fettsdureketten auftreten, ist die Beweglichkeit von DPH ab dieser Position be-
sonders erhoht, wihrend die Packungsdichte der Phospholipide und damit die Beweglichkeit
von DPH-TMA im Bereich der Kopfgruppen weniger stark beeinflusst wird.

Da Doppelbindungen durch Hydrierung der Lipide in Liposomen aus DPPC bzw. P80H voll-
stindig fehlen und keine Kinkenbildung auftritt, sind nur geringe Unterschiede in den Polari-
sationsindizes der Fluoreszenzmarker DPH bzw. DPH-TMA messbar und die Werte sind

gegeniiber denen der Marker in Liposomen aus DOPC bzw. P80 generell erhoht.

Der Zusatz von PG zu den Lipidmembranen zieht nur geringe Anderungen der Polarisations-
indizes und damit der Membranfluidititen der Liposomen nach sich. Die groBte Anderung des
Polarisationsindex tritt nach dem Zusatz von 20 % PG zu P8OH-Liposomen auf, wodurch der
mit DPH bestimmte Polarisationsindex ansteigt. Dieser Anstieg belegt eine Erhohung der
Membransteifigkeit im Bereich der Fettsdureketten der Phospholipiddoppelmembranen von

P80H-Liposomen.

Eine Abhingigkeit zwischen den mit steigenden Anteilen von PG einhergehenden Verdnde-
rungen der Liposomendurchmessern bzw. Polydispersititsindizes und dem Polarisationsindex
konnte {iber eine Regressionsanalyse mit P als Einflussgrof3e und dem Liposomendurchmes-

ser bzw. PI als ZielgroBe nicht nachgewiesen werden.

Die beschriebene Abnahme der Liposomendurchmesser mit steigendem PG-Anteil ist daher
wahrscheinlich auf die steigende Anzahl negativer Ladungstrager in der Membran zuriickzu-

fithren.

Nachfolgend wird der Einfluss steigender PG-Anteile auf das Zetapotenzial untersucht.
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Abb. 12 Polarisationsindex der Fluoreszenzmarker DPH bzw. DPH-TMA in Abhingigkeit
vom PG-Anteil in der Membran von Liposomen mit den Lipidgrundlagen DOPC, DPPC, P80
bzw. PSOH (X £ R, n=3)

Durch den Zusatz von PG zu den Lipidgrundlagen wird die Dichte negativer Ladungstrager
auf der Oberfldche von Liposomen erhdht. Die Folge ist ein verringertes Nernst- und Zetapo-
tenzial und daher eine verbesserte Stabilitit der Formulierung. Hohe Elektrolytkonzentratio-
nen im Messmedium ziehen eine Kompression der diffusen Schicht nach sich, wodurch die

Unterschiede der Zetapotenziale kleiner werden. Um vorhandene Zetapotenzialunterschiede
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optimal zu detektieren, wurden daher vergleichende Messungen im Originaldispersionsme-
dium (14,6 mS-cm™) und in Wasser durchgefiihrt, dessen Leitfihigkeit mit NaCl-Losung auf
einen Wert von 50 pS-cm™ eingestellt wurde. Die Verwendung von Leitfahigkeitswasser zieht
eine Ausdehnung der diffusen Schicht nach sich, wodurch die Unterschiede der Zetapotenzi-
ale stirker ausgeprigt vorliegen. Die Abschitzung der Stabilitdt erfolgte nach der unter 7.5.3

aufgefiihrten Tabelle.

Die im Originaldispersionsmedium gemessenen Zetapotenziale der Liposomen ohne PG-
Zusatz weisen die hergestellten Systeme als sehr instabile Formulierungen aus, bei denen mit
einer Ausflockung gerechnet werden muss (Abb. 13). Liposomen aus partialsynthetischen
Grundlagen (DOPC, DPPC), bei denen Begleitsubstanzen wie z.B. Phosphatidylethanolamin
fehlen, weisen erwartungsgemal ein hoheres Zetapotenzial auf als Liposomen aus den natiir-
lichen Sojalipiden (P80, PSOH). Der Zusatz von PG fiihrt im Originaldispersionsmedium zwar
zu einer kontinuierlichen Absenkung des Zetapotenzials der Liposomen, jedoch erfolgt kein
Ubergang zu Werten, ab denen mit einer méBigen bis mittleren Stabilitiit gerechnet werden

kann (<-30 mV).

Durch die Vermessung der Formulierungen in Leitfahigkeitswasser wurden die Verdnderun-
gen der Oberflichenladungen durch den Zusatz von PG deutlich. Liposomen aus DOPC und
DPPC ohne Zusatz von PG weisen im Leitfdhigkeitswasser die gleichen Zetapotenziale auf
wie im Originaldispersionsmedium. Durch den Zusatz von 2,5 % PG wird im Gegensatz zum
Originaldispersionsmedium eine Absenkung des Zetapotenzials um 15 bis 20 mV erreicht.
Die Erhohung des PG-Anteils um weitere 2,5 % fiihrt ebenfalls zu einer deutlichen Absen-
kung des Zetapotenzials. Wihrend die Erh6hung des PG-Anteils auf 10 % bzw. 20 % im Leit-
fihigkeitswasser nur noch geringfiigige Anderungen nach sich zieht, kommt es im Original-

dispersionsmedium zu einer weiteren Absenkung des Zetapotenzials.

Der Einbau von PG in die Membranen von Liposomen aus P80 bzw. P80H fiihrt im Vergleich
zu Liposomen aus DOPC und DPPC nur zu einer geringen Abnahme des Zetapotenzials
(<20 mV). Dagegen sind die Absolutwerte des Zetapotenzials aufgrund der in den Grundla-
gen vorhandenen negativ geladenen Begleitsubstanzen geringer. Mit und ohne den Zusatz von
PG ist fiir diese Zubereitungen bei einer moglichen Lagerung in Leitfdhigkeitswasser eine

mafige bis geringe Stabilitdt zu erwarten.
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Abb. 13 Zetapotenzial in Abhdngigkeit von der Konzentration an PG in der Membran von
Liposomen aus den Grundlagen DOPC, DPPC, P80, PSOH bestimmt im Originaldispersions-
medium und in 50 pS-Leitfahigkeitswasser (X £ R, n=3)

Aus dem steigenden Zusatz von Phosphatidylglycerol zur Lipidmembran von DOPC-, DPPC-
und P80H-Liposomen resultieren Liposomen mit abnehmenden Durchmessern und sinkenden
Zetapotenzialen. Ob ein Zusammenhang zwischen den beiden GroBen besteht, sollte durch
eine lineare Regressionsanalyse mit dem Zetapotenzial als EinflussgroBe und dem Liposo-
mendurchmesser als ZielgroBe tiberpriift werden. Die Bestimmung ergab Korrelationskoeffi-

zienten von 0,885 bis 0,962, durch die eine Korrelation dieser Faktoren miteinander belegt
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wird. Der Durchmesser von P80-Liposomen erwies sich dagegen als unabhéngig vom Zeta-

potenzial.

Grundsatzlich gilt: je hoher der Anteil an PG, desto niedriger das Zetapotenzial und um so
besser die zu erwartende Stabilitét der Zubereitung. Fiir die folgenden Untersuchungen wurde
der Anteil an PG in den Membranen der Liposomen aus den partialsynthetischen Lipiden auf
5 % fiir DOPC bzw. 10 % fiir DPPC festgelegt. Bei den Grundlagen PSOH und P80 wurde auf
einen Zusatz von PG verzichtet. Der Gehalt wurde als Kompromiss aus den erhaltenen Daten,
dem relativ hohen Preis von PG und der nicht vorhandenen Notwendigkeit zur Lagerung der

Liposomen liber sehr lange Zeitrdume festgelegt.

Zur ndheren Charakterisierung der Bedeutung von einzelnen Bestandteilen der Liposomen-
grundlage fiir das Zetapotenzial von Liposomen wurden die verschiedenen Formulierungen in
Abhdngigkeit vom pH-Wert des Messmediums vermessen (Abb. 14). Als Messmedium dienten
Britton-Robinson-Puffer mit definierten pH-Werten. Der Vorteil dieser Zetapotenzial-pH-
Profile gegeniiber Ein-Punkt-Messungen besteht in der Erfassung samtlicher auf der

Oberfldche dissoziierbarer Gruppen in Abhédngigkeit der pH-Werte.

Aufgrund der zuriickgedrangten Dissoziation der Phosphatgrupppe und der positiv geladenen
Aminogruppe des Phosphatidylcholins nehmen die Zubereitungen der Lipidgrundlagen
DOPC/PG, DPPC/PG und P80H/PG bei einem pH-Wert von 2,5 positive Zetapotenzialwerte
an. Ausgenommen sind die Zubereitungen mit einem PG-Anteil von 20 %, deren Zetapoten-

ziale durch die negative Ladung des PG dominiert werden und daher negativ sind.

Die Zetapotenziale der genannten Formulierungen nehmen in der Reihenfolge der PG-Anteile
0; 2,5; 5,0; 10,0 und 20,0 % ab. Die Formulierungen aus der Lipidgrundlage P80 weisen bei
einem pH-Wert von 2,5 und einem PG-Anteil von 0 bis 5 % ein schwach positives Zetapoten-
zial auf. Fiir Liposomen mit einem PG-Anteil von 10 % bzw. 20 % wurde dagegen bei
gleichem pH-Wert ein negatives Zetapotenzial bestimmt. Die zuriickgedrédngte Dissoziation
der Phosphatgruppe und positive Ladung der Aminogruppe wird in dieser Formulierung im
Gegensatz zu den Formulierungen aus DOPC/PG, DPPC/PG und P80H/PG durch negativ
geladene Bestandteile der Membranen teilweise bzw. vollstdndig kompensiert. Nach Herstel-

lerangaben sind in der Grundlage 1,9 % Kephaline (z.B. Phosphatidylserin, Phosphatidyletha-
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nolamin) enthalten und weitere nicht ndher quantifizierte bzw. spezifizierte Bestandteile. Es

ist daher davon auszugehen, dass neben Phosphatidylserin weitere negativ geladene Bestand-

teile enthalten sind, die zu der Absenkung des Zetapotenzials bei diesem pH-Wert beitragen.
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Abb. 14 Zetapotenzial von Liposomen aus den Grundlagen DOPC/PG, DPPC/PG, P80/PG,
P8OH/PG in Abhingigkeit vom pH-Wert des Messmediums (X £ R, n = 3)

Die Erh6éhung des pH-Werts im Messmedium von 2,5 auf 4,0 zieht in allen Formulierungen
eine ausgeprigte Absenkung des Zetapotenzials nach sich, die auf die Dissoziation der Phos-
phatgruppe der Phosphatidylcholine zuriickzufiihren ist. Bei einer weiteren Erhdhung des pH-

Werts veridndern sich die Zetapotenziale der untersuchten Formulierungen uneinheitlich.

Das Zetapotenzial der Liposomen aus DOPC ohne PG-Zusatz ist in einem pH-Wert-Bereich
von 4,0 bis 10,0 nur schwach geladen, woraus auf die Abwesenheit von dissoziierbaren Grup-
pen wie z.B. freien Fettsduren geschlossen werden kann. Liposomen dieser Grundlage mit

PG-Zusatz zeigen ein erniedrigtes Zetapotenzial, dessen GroB3e von der Konzentration an PG
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in der Liposomenmembran abhéngig ist und das oberhalb eines pH-Werts von 4,0 unabhéngig

von diesem verlauft.

Liposomen aus DPPC ohne PG-Zusatz zeigen ein mit steigendem pH-Wert geringfligig ab-
nehmendes Zetapotenzial, das auf die Anwesenheit von dissoziierbaren Bestandteilen
schliefen ldsst. Bei diesen handelt es sich wahrscheinlich um Palmitinsdure-Molekiile, die aus
der wéhrend der Liposomenherstellung auftretenden Spaltung von DPPC in Palmitinséure und
Lysophosphatidylcholin hervorgehen. Der Zusatz von PG fiihrt zu einer Abnahme der Zeta-
potenziale, deren Werte sich mit den entsprechenden Zetapotenzialen der DOPC-Liposomen
nahezu in Ubereinstimmung befinden. Wie auch bei Liposomen aus der Grundlage DOPC
verlaufen die Zetapotenzialprofile der DPPC-Liposomen oberhalb eines pH-Werts von 4,0
unabhédngig von diesem. Das Ergebnis zeigt, dass das Zetapotenzial von DOPC- und DPPC-
Liposomen mafgeblich durch den PG-Zusatz und nicht durch Begleitsubstanzen der Lipide
gepragt wird.

Durch die Erh6hung des pH-Werts auf 6,0 nimmt das Zetapotenzial von Liposomen aus der
Grundlage P8OH/PG im Vergleich zu Liposomen aus DOPC/PG bzw. DPPC/PG stark ab.
Daher kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass es zu einer Deprotonierung der vor-
handenen Carboxyl- bzw. anderer funktioneller Gruppen kommt. Ahnlich wie bei der Grund-
lage DPPC ist zu vermuten, dass wéhrend der Hydratisierung der Lipidgrundlage die Lipide
teilweise hydrolytisch gespalten werden. Daneben sind wahrscheinlich in dem vom Hersteller
mit 25 % angegebenen, jedoch nicht néher spezifizierten Anteil an Begleitsubstanzen weitere
Molekiile enthalten, die bei steigendem pH-Wert negative Ladungen tragen z.B. Phosphati-
dylserin, Phosphatidsdure und freie Fettsduren. Der Zusatz von PG zur Lipidgrundlage fiihrt
im Vergleich zu DOPC/PG bzw. DPPC/PG nur zu einer geringen zusitzlichen Absenkung des

Zetapotenzials.

Das Zetapotenzial von Liposomen aus der Grundlage P80 ist im Gegensatz zu den Zetapoten-
zialen der ilibrigen Formulierungen nur schwach positiv. Dieser Befund deutet auf einen
grolen Anteil an negativen Ladungstrigern in der Lipidmembran hin (s.0.). Ebenso wie bei
den {iibrigen Liposomen-Formulierungen sinkt das Zetapotenzial bei der Erhohung des pH-
Werts von 2,5 auf 4,0 aufgrund der Dissoziation der Phosphatgruppe stark ab. Im Vergleich
zu den Liposomen mit anderen Grundlagen kommt es aber bei einer Erh6hung des pH-Wertes

von 4,0 auf 6,0 zu dem groBeten Abfall des Zetapotenzials, der wahrscheinlich auf die Disso-
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ziation von freien Fettsduren in der Liposomenmembran zuriickzufiihren ist. Die Erh6hung
des PG-Anteils in der Lipidmembran von P80-Liposomen fiihrt nur bis zu einem pH-Wert
von 4,0 zu einer generellen Absenkung des Zetapotenzials. Ab einem pH-Wert von 7,0 sind
die Zetapotenziale der Liposomen mit PG-Zusatz groBler als die Zetapotenziale der
Liposomen ohne PG-Zusatz. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass die in der Membran vorhan-
denen Ladungstrager mehr als eine dissoziierbare funktionelle Gruppe aufweisen. Diese
Annahme wird dadurch belegt, dass der Austausch von Teilen der Lipidgrundlage gegen PG,
das nur eine negative Ladung tragt, nicht zu einer Abnahme des Zetapotenzials, sondern zu

einer Zunahme fiihrt.

3.1.2.2 Herstellung von Liposomen mit variierendem Cholesterol-Gehalt in der Lipiddoppel-

membran

Im folgenden Versuch sollte der Einfluss von steigenden Cholesterolanteilen auf die Grofe,
den Polydispersitdtsindex, das Zetapotenzial und die Membranviskositit von extrudierten
Liposomen aus den Lipidgrundlagen DOPC/PG/CH; DPPC/PG/CH, P§80/CH und PSOHCH
untersucht werden. Dazu wurden Liposomen mit einem Cholesterolanteil von 0, 10, 20, 30,
40 und 50 % (mol/mol) in der Lipiddoppelmembran nach der unter 6.3.1 beschriebenen
Methode hergestellt. Zur Herstellung von unilamellaren Liposomen wurden multilamellare
Liposomen durch einen Membranfilter mit einer Porengrofle von 200 nm in 25 Zyklen

extrudiert. Der Gesamtgehalt der Lipide betrug 5 %.

Cholesterol selbst ist nicht in der Lage, Doppelmembranen auszubilden. Es kann aber in
groem Umfang in Phospholipid-Membranen integriert werden und dadurch Verdnderungen
in den Membraneigenschaften verursachen. Die amphiphilen Eigenschaften des Cholesterols
sind fiir eine Ausrichtung der Hydroxylgruppe in Richtung der polaren Kopfgruppen und der
aliphatischen Kette in Richtung der Acylketten der Phospholipide verantwortlich. Die 3[3-
Hydroxylgruppe befindet sich in der Membran auf gleicher Hohe mit den Carboxylresten der
Esterbindungen der Phospholipide. Das starre Grundgeriist des Cholesterols, das sich parallel
zu den ersten zehn Kohlenstoffatomen der Acylketten der Phospholipide befindet, schriankt
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die Beweglichkeit dieser Kohlenstoffatome stark ein, fordert aber gleichzeitig die Beweglich-
keit der terminalen Kohlenstoffatome [226]. Der beschriebene Effekt fiihrt zu einer Erhohung
der Mikroviskositdt der Lipiddoppelmembranen. Die Mikroviskositét liposomaler Membra-
nen kann als Stabilitdtsparameter herangezogen werden, da eine erhohte Festigkeit der
Phospholipid-Doppelschichten der Fusion von Liposomen entgegenwirkt. Zu einer Erhohung
der Mikroviskositit von Membranen mit steigendem Cholesterolanteil kommt es jedoch nur
bei Vesikeln aus Lipiden mit niedrigen Phaseniibergangstemperaturen. Bei Vesikeln, deren
Phospholipid-Doppelschichten aufgrund héherer Ordnungsgrade hohe Phaseniibergangstem-
peraturen aufweisen, wird die Membranviskositidt durch Cholesterol unterhalb der Phasen-

iibergangstemperatur vermindert und oberhalb erh6ht [230-233].

Die Verdnderung des Cholesterolanteils in den Lipidmembranen von Liposomen erlaubt
daher die Herstellung von Vesikeln mit unterschiedlichen Membranviskosititen. Die Mog-
lichkeit zur Herstellung solcher Vesikel ist fiir die Untersuchung von Verdnderungen der
Penetrationsbarriere der Haut durch epikutan applizierte Liposomen mit rigiden und fluiden
Lipidmembranen von Bedeutung. Fiir die Liposomenherstellung werden {iblicherweise

Cholesterol-Konzentrationen zwischen 30 und 50 mol% eingesetzt [234 - 236].

Herstellung von multilamellaren Liposomen

Ausgangspunkt zur Herstellung von SUV, LUV und anderen Liposomen mit reduzierter
Lamellenzahl und definiertem Durchmesser sind meist multilamellare Liposomen. Diese ent-
stehen durch die Hydratisierung von Lipiden bzw. Lipidmischungen mit dem Dispersionsme-
dium (vgl. 5.3.1). Nachfolgend sollte die Grofie der aus der Hydratisierung der Lipidgrund-
lagen resultierenden multilamellaren Liposomen in Abhdngigkeit von dem Cholesterolgehalt
ihrer Phospholipiddoppelmembranen untersucht werden. Bei den untersuchten multilamella-
ren Liposomen wurden zur Reduzierung der Lamellaritdt fiinf Frier-Tau-Zyklen nach der
Hydratisierung durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Formulierungen eine Minute lang mit
einem Minishaker intensiv durchmischt, um die Vesikelgrofle zu reduzieren. Dadurch sollte
bei der nachfolgenden Extrusion der multilamellaren Liposomen das Vestopfen einzelner

Poren der Membranfilter des LiposoFast-Membranextruders mit besonders grolen Liposomen
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verhindert werden.

Aufgrund der erwarteten VesikelgroBen im Mikrometerbereich wurden die multilamellaren
Liposomen 24 Stunden nach der Herstellung mit einem Laserdiffraktometer (LS) und nicht

mit einem Photonenkorrlationsspektometer vermessen (vgl.5.2.2 und 5.2.5).

Die Vermessung der Liposomen mit Hilfe des Laserdiffraktometers ergab deutliche Unter-
schiede zwischen Liposomen mit fluiden (DOPC/CH/PG, P80/CH) wund rigiden
(DPPC/CH/PG, P80H/CH) Lipidmembranen (Tab. 2). Die Auswertung der VesikelgroBen
nach ihren Volumenanteilen zeigt, dass 50 % der Liposomen mit fluiden Membranen kleiner
waren als 0,4 um und 99 % der Vesikel Durchmesser von weniger als 2,4 um hatten. Die
Durchmesser von Liposomen mit rigiden Membranen waren dagegen deutlich grofler. Der
Durchmesser von 50 % der Liposomen lag in einem Bereich von 7,7 bis 16 um. Unterschiede
ergaben sich auch zwischen den Vesikeln aus DPPC/CH/PG und PSOH/CH hinsichtlich dem
Durchmesser bei einem Volumenanteil von 99 %. Wiéhrend die Formulierungen aus
DPPC/CH/PG mit einem Cholesterolanteil von weniger als 20 % sehr groBe Vesikel mit
Durchmessern in einem Bereich von 135 bis 166 pum enthielten, waren in Formulierungen aus

P8OH/CH 99 % der Vesikel kleiner als 66 pm.

Die Unterschiede der Durchmesser von Liposomen mit fluiden und rigiden Membranen sind
auf die Rigiditdt der Membranen und die damit notwendige Energie zur Zerteilung der Memb-

ranen zurickzufuhren.

Eine Abhéngigkeit der mittleren Vesikeldurchmesser vom Cholesterolgehalt der Membranen
konnte jedoch nicht festgestellt werden. Eine Ausnahme bilden Vesikel mit der Lipidgrund-
lage DOPC/CH/PG, bei denen ein Cholesterogehalt von 50 % zu einer erheblichen Zunahme

der Vesikeldurchmesser fiihrte.
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Tabelle 2 Groflen von multilamellaren Liposomen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG,
DPPC/CH/PG, P80/CH und PS8OH/CH in Abhingigkeit vom Cholesterolanteil in der
Lipidmembran

CH- | Anteil | DOPC/CH/PG | DPPC/CH/PG | P80/CH | P80H/CH
Anteil | (Vol. %) Partikeldurchmesser
pm <

0 10 0,084+ 0,004 | 4,897+0,155 | 0,088+0,002 | 3,166+ 0,003
50 0,254 +0,026 | 15397 +1,452 | 0,269+0,010 | 8,123 +0,057
90 1,664 +0,119 |89,520+ 10,647 | 1,523 +0,077 | 29,503 + 0,422
95 1,990 + 0,050 | 124,50 + 14,27 | 1,889+0,039 | 35,777 +0,319
99 2,374+0,023 | 165,50 +19,60 | 2,307 +0,026 | 43,717 +0,177

10 10 0,090 + 0,004 | 4,408+0,048 | 0,086+0,002 | 3,400+ 0,005
50 0,281 +0,015 | 11,623 +0,563 | 0,257+0,012 | 8,611+0,044
90 1,300 + 0,375 | 62,347+6,565 | 1217+0,104 | 28,847 + 0,424
95 1,899 0,042 | 95,037+6,225 | 1,796+0,020 | 35,277 + 0,378
99 2,320+ 0,025 | 134,733 +5,604 | 2,244+ 0,015 | 43,603 + 0,164

20 10 0,089+ 0,002 | 4,630+0,082 | 0,086+0,0007 | 4,192+0,012
50 0,279 £ 0,006 | 10,947 +0,067 | 0,250+ 0,006 | 11,080+ 0,293
90 1,224+0,186 | 30,387 +1,082 | 1,551+0,027 | 29,727 + 1,780
95 1,798 £ 0,030 | 39,800+ 1,666 | 1,913+0,013 | 39,703 + 3,230
99 2241 +0,026 | 54,727+1,941 | 2,327+0,008 | 56,770 + 2,582

30 10 0,098+ 0,012 | 4,804+0,072 | 0,087+0,003 | 4,217+0,038
50 0,319+ 0,037 | 12,070+0,135 | 0,257+0,018 | 9,932+0.,018
90 1,666 0,116 | 35,017 +1,006 | 1,580+ 0,090 | 26,800 + 0,477
95 1,969 + 0,065 | 46,080+ 1,560 | 1,935+0,039 | 36,453 + 0,950
99 2,356 +0,034 | 66,107+ 1,696 | 2,340+0,023 | 63,920+ 1,537

40 10 0,089 +0,0004 | 4,763+0,004 | 0,098+0,005 | 5,011+0,031
50 0,266+ 0,010 | 11,670 +0,040 | 0,305+0,015 | 11,727 + 0,038
90 1,674 + 0,066 | 29,770+ 0,586 | 1,737+0,016 | 29,410 + 1,324
95 1,975+ 0,032 | 40,443+ 1,641 | 2,008 +0,010 | 40,773 + 2,432
99 2,362+0,019 | 59,587 +3.480 | 2,382+0,004 | 65,550+ 3,311

50 10 11,138 £ 1,401 | 4,465+0,041 | 0,116+0,002 | 3,823 +0,103
50 125,46 £ 16,11 | 10,940 +£0,046 | 0,397 +0,001 | 7,716 £0,051
90 328,86 +49.47 | 26,087 +0,545 | 1,812+0,006 | 17,320+ 0,750
95 381,20+ 60,12 | 33,093+ 1,106 | 2,050+ 0,006 | 23,487 + 1,449
99 466,76 + 94,82 | 52,457 +0,446 | 2.396+0,002 | 35,733 + 1,947

Herstellung von unilamellaren Liposomen

Aus den multilamellaren Liposomen sollten in einem weiteren Schritt unilamellare Liposomen
hergestellt und die vom Cholesterolgehalt abhdingigen Verdnderungen der Grofse, des

Polydispersitdtsindex und Zetapotenzial sowie der Membranviskositdt untersucht werden.
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Mit steigenden Cholesterolanteilen in den Lipiddoppelmembranen von DOPC/CH/PG-,

DPPC/CH/PG- und P80/CH-Liposomen resultierten aus der Extrusion der multilamellaren

Ausgangsvesikel Liposomen mit zunehmenden Durchmessern (Abb. 15). Dieser Effekt von

Cholesterol auf die GroBe von Phospholipidliposomen wurde bereits in der Literatur

beschrieben [237].
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Dagegen zieht die Erhhung des Cholesterolanteils in der Lipiddoppelmembran von P8OH-
Liposomen nur bis zu einem Anteil von 20 % einen zunehmenden Liposomendurchmesser
nach sich. Mit weiter steigenden Anteilen von Cholesterol sinkt der Durchmesser der extru-
dierten Liposomen ab. Dieses Ergebnis wird darauf zurtickgefiihrt, dass durch den Zusatz von
Cholesterol die Ordnung innnerhalb der Lipidmembran gestort wird und es wahrscheinlich
gleichzeitig zu einer Abnahme der Mikroviskositit der Lipidmembranen kommt. Dies fiihrt
zu einer verbesserten Extrusionsfihigkeit der Vesikel unterhalb ihrer Phaseniibergangstempe-
ratur, die aufgrund der fehlenden Moglichkeit zur Temperierung des LiposoFast-Membran-
extruders wéhrend der Extrusion nicht {iberschritten werden kann. Durch die erhéhten Stro-
mungsgeschwindigkeiten kommt es zu einer fritheren Abtrennung der SUV von den MLV

und damit zu kleineren Vesikeldurchmessern.

Die verbesserte Extrusion der Vesikel mit einem Cholesterolgehalt von mehr als 20 mol%
fiihrt neben der Abnahme der VesikelgroBen zu einer engen VesikelgroBenverteilungsbreite.
Dagegen bleibt der Polydispersititsindex von Liposomen mit den Grundlagen DOPC/CH/PG,
DPPC/CH/PG, P80/CH durch Veridnderungen des Cholesterolanteils nahezu unbeeinflusst.

Messungen des Zetapotenzials ergaben, dass das Zetapotenzial von DOPC/CH/PG-,
DPPC/CH/PG- und P80H/CH-Liposomen mit steigendem Chlosterolanteil geringfligig
abnimmt, wihrend das Zetapotenzial von Liposomen aus der Grundlage P80 durch den

Cholesterolzusatz kaum verdndert wird (Abb. 16).

Die Bestimmung der Polarisationsindizes von DPH und DPH-TMA in Liposomen bestdtigt
nur teilweise die in der Literatur beschriebenen Effekte von Cholesterol auf die Mikrovisko-
sitdit der Phospholipiddoppelmembranen (s.0.). Durch die Erhohung der Cholesterolkon-
zentration in Liposomen aus Lipidgrundlagen mit niedrigen Phaseniibergangstemperaturen
(DOPC/CH/PG; P80/CH) werden sowohl die Polarisationsindizes von DPH-TMA als auch
die von DPH erhoht (Abb 17).

Die Zunahme der P-Werte von DPH-TMA wird durch die Einschrinkung der Mobilitit der
ersten zehn Kohlenstoffatome der Acylkette der Phospholipide durch Cholesterol [226] und
die dadurch sinkende Mobilitit des Fluoreszenzmarkers hervorgerufen. Dagegen finden sich
in der Literatur Hinweise auf eine mit steigendem Cholesterolanteil zunehmende
Beweglichkeit der terminalen Kohlenstoffatome der Phospholipide. In der Folge sollten mit

steigendem Cholesterolanteil abnehmende P-Werte von DPH registriert werden. Da sich die
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Membranen aus DOPC/CH/PG bzw. P80/CH aufgrund der Struktur der Phospholipide bei
32 °C im Zustand der Fliissig-Phase und damit in einem ungeordneten Zustand befinden, ist
eine weitere Fluidisierung durch den Cholesterol-Zusatz unwahrscheinlich. Vielmehr belegen
die steigenden P-Werte von DPH eine Abnahme der Mobilitit des Fluoreszenzmarkers in

dieser Region der Phospholipidmembran und damit eine Erhdhung der Viskositit seiner

Mikroumgebung.
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Abb. 16 Zetapotenzial im  Originaldispersionsmedium in Abhéngigkeit von der
Konzentration an Cholesterol in der Membran von Liposomen aus den Grundlagen
DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG, P80/CH bzw. PSOH/CH (x £ R,n=23)

In DPPC/CH/PG- und P8OH/CH-Liposomen, deren Grundlagen hohe Phaseniibergangstempe-
raturen aufweisen, fiihrt der steigende Zusatz von Cholesterol zu abnehmenden Polarisati-
onsindizes des Fluoreszenzmarkers DPH-TMA. Wihrend in Liposomen mit der Grundlage
P8OH/CH auch der Polarisationsindex von DPH mit steigendem Cholesterolgehalt abnimmt,
lasst sich fiir die Polaristionsindizes in Liposomen aus DPPC/CH/PG keine eindeutige
Aussage ableiten. Die Ergebnisse bestitigen jedoch die in der Literatur vorliegenden Anga-
ben. Danach fiihrt die Erhohung der Cholesterolkonzentration in Liposomen aus Lipiden mit
hohen Phaseniibergangstemperaturen und hohen Ordnungszustinden der Membranen unter-
halb der Phaseniibergangstemperatur zu einer Verminderung der Ordnungszustéinde und damit

zu einer Abnahme der Mikroviskositdt der Membranen [226, 233].



90 Herstellung von Liposomen zum Einsatz in ESR-Untersuchungen

0,45
o404 o e
1 P S *8*%ﬁ
035+ -
» 0,30
(0]
3 ]
5 0,25 ]
ksl 1 - %
2 0,20 5/
= L
2 0,15 $/
o 1 & — &
0,10 é/ —m— DOPC/PG
. O DPPCIPG
0,05 - P80
1DPH —7---P80H
0,00 — 17
0 10 20 30 40 50
Chole sterolanteil (%)
0,45
0404 S . .
[ — ?@*@_% ffffff ;
0,35 %
0,30 B ‘
x ’ A--
> T
o |
S 0,254 1 4 g/'/
£ 0,20
@ ]
©
2 0,15
o ]
0,104 —m— DOPC/PG
- O DPPCIPG
0,05 --A-- P80
1DPH-TMA —7--P80H
0,00 ———
0 10 20 30 40 50

Chole sterolanteil (%)

Abb. 17 Polarisationsindex der Fluoreszenzmarker DPH bzw. DPH-TMA in Abhidngigkeit
vom Anteil an CH in der Membran von Liposomen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG,
DPPC/CH/PG, P80/CH bzw. PSOH/CH (x =R, n=23)

Aus den gemessenen Polarisationsindizes von DPH sollten nach der Methode von Shinitzky
und Barenholz [238] Mikroviskositidtswerte berechnet werden. Eine Umrechnung der P-Werte
in Mikroviskositdten nach dieser Methode ist nur bedingt zuléssig, da die Autoren in dem von
thnen entwickelten Modell von einer isotropen kugelformigen Beweglichkeit des linearen

DPH-Molekiils ausgehen [239]. Dennoch sollte das nur fiir DPH geeignete Modell herange-
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zogen werden, um Aussagen zu dem Bereich zu machen, in dem sich die Mikroviskositét der

Membranen befindet.

Die Umrechnung der P-Werte in Mikroviskosititen machte den Unterschied zwischen den
Membranviskositidten der Liposomen aus DOPC/CH/PG bzw. P80/CH und DPPC/CH/PG
bzw. P8OH/CH deutlich (Abb. 18). In Abhédngigkeit vom Cholesterolgehalt der Membranen
wurden fiir DOPC/CH/PG- bzw. P80/CH-Liposomen, deren Membranen sich bei einer
Messtemperatur von 32 °C in der Fliissig-Phase befinden, Werte zwischen etwa 70 bis

200 mPa-s bestimmt.

Fiir die Membranen von Liposomen aus DPPC/CH/PG bzw. PSOH/CH, die sich bei 32 °C in
der Gel-Phase befinden, wurden dagegen deutlich erhohte Mikroviskosititswerte bestimmt.
Diese liegen in Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt zwischen etwa 580 und 1125 mPa-s. Die
Ergebnisse machen deutlich, dass durch den Einbau von Cholesterol in Liposomenmembra-

nen deren Mikroviskositdt gezielt modifiziert werden kann.
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Abb. 18 Mikroviskositit von Liposomen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG,
DPPC/CH/PG, P80/CH bzw. PSOH/CH in Abhéngigkeit vom Anteil an Cholesterol in der
Membran (X £ R,n=3)
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3.1.2.3 Herstellung von Liposomen unter Verwendung von Membranfiltern mit variierender

Porengrofie

Ziel der Herstellung von Liposomen fiir Penetrationsversuche ist es, Vesikel zu erhalten, die
eine definierte Grofe und eine moglichst enge VesikelgroBenverteilungsbreite aufweisen.
Dariiber hinaus sollte es mit dem gewéhlten Herstellungsverfahren moglich sein, Liposomen
mit unterschiedlichen GroBen herzustellen, um Aussagen iiber die Bedeutung der Liposo-
mengrdfe fiir den penetrationsverstirkenden Effekt von Liposomen treffen zu konnen. Durch
den Einsatz von Membranfiltern mit variierenden Porendurchmessern konnen mit Hilfe des
LiposoFast-Membranextruders Liposomen unterschiedlicher Grof3e hergestellt werden. Dabei
muss der aus der Extrusion resultierende Vesikeldurchmesser nicht zwangsldaufig mit dem
Porendurchmesser der verwendeten Polycarbonatfilter iibereinstimmen [240, 241]. In den
folgenden Versuchen sollte daher der Einfluss des Porendurchmessers der verwendeten
Membranfilter sowie deren Anzahl auf die Grofle, den Polydispersitdtsindex und das Zetapo-
tenzial von extrudierten Liposomen untersucht werden. Zur Extrusion wurden Liposomen-
formulierungen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG, P80 bzw. PSOH/CH
eingesetzt. Von diesen wurden jeweils 0,5 ml in 25 Zyklen durch einen bzw. zwei

Polycarbonat-Filter mit den PorengréBen 100, 200, 400 und 800 nm extrudiert.

Weiterhin sollte der Einfluss der Konzentration der Lipidgrundlage auf die Extrusionsfihig-

keit sowie die Grofse und den Polydispersitdtsindex von Liposomen bestimmt werden.

In Abb. 19 sind die GroBen von Liposomen in Abhingigkeit von der Porengrofle des einge-
setzten Membranfilters dargestellt. Die Vesikelgroe nimmt mit steigender Porengrof3e unter
Verwendung sowohl von einem als auch von zwei Membranfiltern stetig zu. Die beste Steu-
erbarkeit der VesikelgroBen wurde mit der Grundlage PSOH/CH (6:4 mol/mol) erzielt, deren
Liposomen mittlere Durchmesser von 145 nm bis 376 nm aufwiesen. Ahnlich verhielten sich
Liposomen mit der Grundlage DPPC/CH/PG (4,0: 5,0: 0,5 mol/mol), deren GroBen zwischen
131 nm und 307 nm lagen. Der maximal zu erwartende Durchmesser von DOPC/CH/PG-
(6,5:0,5:3,0) bzw. P80-Liposomen wurde durch die Gréfe der zur Extrusion verwendeten
multilamellaren Liposomen begrenzt, deren mittlere Durchmesser 319 nm bzw. 269 nm
betrugen (s.0.). Durch die auftretenden Scherkrifte wihrend der Extrusion wurden die Vesi-

kelgréen weiter vermindert, woraus maximale Durchmesser von 199 nm bzw. 180 nm
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resultierten.
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Abb. 19 Abhingigkeit der Grofle von Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen von der
Porengréfle und der Anzahl (1 bzw. 2 Filter) zur Extrusion eingesetzter Membranfilter
(X £tR,n=3)

Durch die Verwendung von zwei Membranfiltern traten zusétzliche Scherkrifte auf, die zu
einer Abnahme der mittleren Liposomendurchmesser aller Zubereitungen fiihrten. Daneben
wurde die Variationsbreite der VesikelgroBen ebenfalls eingeschrénkt. Die maximale Steuer-
barkeit der VesikelgroBen wurde unter Verwendung von zwei Membranfiltern ebenfalls fiir
die Grundlage PSOH/CH festgestellt, deren Liposomen hier Gréf3en zwischen 141 nm und 303

nm in Abhingigkeit von der Porengréfie des Filters annahmen.

Im Gegensatz zur Verwendung von nur einem Membranfilter konnte die Gefahr des

Zerreiflens des Filters wihrend der Extrusion und damit der Verlust der Zubereitung durch die
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Verwendung von zwei Membranfiltern deutlich verringert werden.
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Abb. 20 Abhidngigkeit des Polydispersititsindex von Liposomen mit verschiedenen
Lipidgrundlagen von der PorengréBe und der Anzahl (1 bzw. 2 Filter) zur Extrusion
eingesetzter Membranfilter (x + R, n=3)

Ein weiterer Vorteil der Extrusion von Liposomen durch zwei Membranfilter besteht in der
deutlichen Reduktion der Polydispersititsindizes und damit der VesikelgroBenvertei-
lungsbreiten der Liposomen in den untersuchten Formulierungen (Abb. 20). Dies gilt beson-
ders flir Liposomen mit den Lipidgrundlagen DPPC/CH/PG und P8OH/CH, die durch Memb-

ranfilter mit Porengrofen von 400 bzw. 800 nm extrudiert wurden.

Nach Extrusion der DPPC/CH/PG- bzw. P80OH/CH-Liposomen durch nur einen
Membranfilter charakterisierten die zugehdrigen Polydispersititsindizes Zubereitungen mit

einer breiten Verteilung der Vesikelgrofen. Dagegen wurden nach Extrusion durch zwei
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Membranfilter mit einer Porengrofle 400 nm bzw. 800 nm Polydispersitdtsindizes bestimmt,

die eine engen VesikelgroBenverteilungsbreite belegen.

Sowohl die Anzahl als auch die Porengréfle der zur Extrusion verwendeten Membranfilter
hatten auf die gemessenen Zetapotenziale der Liposomen keinen erkennbaren Einfluss

(Abb. 21).
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Abb. 21 Abhidngigkeit des Zetapotenzials von Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundla-
gen von der PorengréBe und der Anzahl (1 bzw. 2 Filter) zur Extrusion eingesetzter
Membranfilter (x £ R, n=3)

Dieses gilt auch fiir die Polarisationsindizes der Fluoreszensmarker DPH und DPH-TMA in
den Liposomen, und dass, obwohl aufgrund der steigenden Liposomendurchmesser mit einer
Abnahme der Kurvatur der Membranen und damit mit einer Abnahme der Membranspannung

und zunehmenden Beweglichkeit der Lipide gerechnet worden war (Abb. 22).



96 Herstellung von Liposomen zum Einsatz in ESR-Untersuchungen

0,45 —

IDPH
0,40 . -
] 5©\7777 Rt e
0,35
< 0130_' —m—DOPC/CH/PG
K9 ] ~-O—DPPCICH/PG
£ 0251 A P80
£ | --57--- PBOH/CH
= 020
© |
2 - e *®
T 015 u
o 1 e e
o 0,10 1 A R ol e 4
0,05 -
000 +—+7-—-"—F-"T"FT""FT""T""T""T"T"
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Porendurchmesser (nm)
0,45
| DPH-TMA
0,40 = B e
] Qe )
0,35
x ]
S 030
o 0
D] - 8 *
® - ’
@ 020 | J
5 ]
5 0,15
o -
0,10 —m— DOPC/CH/PG
] ~-O-~ DPPCI/CH/PG
0,05 - A - P80
] --<7-- PBOH/CH
0,00 —Tt rr 1 1 T 1 T 1T ~ 1T " 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Porendurchmesser (nm)

Abb. 22 Abhingigkeit des Polarisationsindex von DPH bzw. DPH-TMA in Liposomen mit
verschiedenen Lipidgrundlagen von der Porengrof3e des zur Extrusion eingesetzten Membran-
filters (x £ R,n=3)

Herstellung von Liposomen mit steigendem Anteil der Lipidgrundlage

Fiir einen mdglichen okklusiven Effekt von Liposomen auf der Hautoberfldche, die penetrati-
onsfordernden Eigenschaften und die Wirkstoffreservoirbildung ist evtl. die Konzentration an
Phospholipiden von Bedeutung. Neben Autoren, die keine Angaben zu der Konzentration von
Lipiden in den untersuchten Zubereitungen machen [242, 243], finden sich je nach Experi-
mentator Liposomenformulierungen mit sehr niedrigen (0,1 — 0,2 % [244]), mittleren 3 %
[245]; 5 % [246, 247]) und sehr hohen (10 % [223]) Lipidkonzentrationen. Die Verschieden-

artigkeit der eingesetzten Lipidkonzentrationen schrinkt die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
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von Studien zusammen mit der stark unterschiedlichen Auswahl der Liposomenzusammen-

setzung weiter ein.

Nachfolgend sollten die Auswirkungen der Konzentration der Lipidgrundlage auf die Extrusi-
onsfahigkeit von Liposomen sowie die Grofe und den Polydisperisitdtsindex der extrudierten
Vesikel untersucht werden. Dazu wurden Liposomenformulierungen aus den Grundlagen
DOPC/CH/PG (6,5:0,5:3,0); DPPC/CH/PG (4,0:5,0:1,0); P80, PS8OH/CH (6,0:4,0) bzw.
Presomen® C1 mit steigendem Lipidanteil (5, 10, 15 und 20 %) nach der unter 7.6 beschrie-
benen Methode hergestellt. Die Extrusion erfolgte liber 25 Zyklen mit zwei Membranfiltern

der PorengroB3e von 200 nm.

Mit steigender Konzentration der Grundlage wurden die Vesikelgro8en von Liposomen aus
DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG und P80 nur geringfiigig verdndert (Abb. 23). Dagegen nahm
der Durchmesser von Liposomen aus den Grundlagen PSOH/CH und Presomen® Cl mit
steigenden Lipidkonzentrationen zu. Dies ist auf die mit steigender Konzentration der
Lipidgrundlage abnehmnende Extrusionsgeschwindigkeit und die dadurch wahrscheinlich

verminderte Zerteilung der multilamellaren Liposomen zuriickzufiihren.
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Abb. 23 Abhingigkeit des Durchmessers von Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen
von der Konzentration der Lipidgrundlage (x £ R, n=3)
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Bei P80H und Presomen® C1 handelt es sich um hydrierte Soja- bzw. Ei-Lecithine, die sehr
hohe Phaseniibergangstemperaturen (>80 °C) aufweisen. Aufgrund der unzureichenden
Moglichkeiten zur Temperierung des LiposoFast-Membranextruders, konnen diese Lipide nur
unterhalb ihrer Phaseniibergangstemperatur extrudiert werden. In der Folge steigt der, mit
zunehmenden Lipidgehalt in der Formulierung, notwendige Extrusionsdruck stark an,
wodurch es zum Zerreilen der Membranfilter kommen kann. Aus diesem Grund sind Zube-
reitungen mit Lipsomen aus der Grundlage PSOH/CH mit einem Lipidgehalt von 20 % nicht

und Zubereitungen aus Presomen® C1 nur sehr schlecht extrudierbar.

Nach der Membranextrusion weisen die Liposomen mit den verschiedenen Lipidgrundlagen
einen Polydispersititsindex auf, der fiir Zubereitungen mit einer engen VesikelgroBBenvertei-
lungsbreite charakteristisch ist (Abb 24). Durch die Erh6hung des Lipidanteils in der Formu-
lierung steigen die Polydispersititsindizes mit Ausnahme der Formulierungen aus
DPPC/CH/PG an. Ab einem Lipidgehalt von 15 % liegen Liposomen der Grundlagen
P80H/CH und Presomen® C1 mit einer breiten VesikelgroBenverteilungsbreite in der

Formulierung vor.

0,50 -

I DOPC/CH/PG
0,45 - [ 1DPPC/CH/PG
I P80

0404 JP80H/CH
I Presomen C1

0,35 +

0,30

Polydispersitatsindex

5 10 15 20
Anteil der Lipidgrundlage (%)

Abb. 24 Abhingigkeit des Polydispersititsindex von Liposomen mit verschiedenen
Lipidgrundlagen von der Konzentration der Lipidgrundlage (X £ R, n=3)

Bei Liposomen der Grundlage DPPC/CH/PG nimmt der Polydispersititsindex mit steigender

Konzentration in der Lipidgrundlage ab. Ab einem Lipidanteil von 20 % liegen die Vesikel
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unimodal verteilt vor.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung belegen, dass Liposomen-Prédparationen aus den Grund-
lagen DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG und P80 mit hohen Lecithinkonzentrationen hergestellt
werden konnen, ohne dass die Vesikelgrofe und die GroBenverteilungsbreite stark verdndert
werden. Der Lipidgehalt von Zubereitungen aus den Lipidgrundlagen PSOH/CH und
Presomen® C1 sollte jedoch auf maximal 10 % begrenzt werden, um die Entstehung einer
breiten VesikelgroBenverteilungsbreite bzw. das Zerreilen der zur Extrusion verwendeten

Polycarbonatmembranen zu verhindern.

3.1.3  Beladung von Liposomen mit Nitroxylradikalen

Mit Hilfe der ESR-Spektroskopie und —Tomografie lassen sich bei Verwendung geeigneter
Nitroxylradikale als Spinsonden Informationen iiber die Sondenumgebung (z.B. Mikropola-
ritdt, Mikroviskositdt und pH-Wert, s. auch 6.2.1.) gewinnen. Daraus ergeben sich u.a. Mog-
lichkeiten der nichtinvasiven Untersuchung struktureller und dynamischer Eigenschaften von
Arzneitragersystemen in vitro und in vivo. Unter diesem Gesichtspunkt sollten fiir die
weiteren Untersuchungen Liposomen mit entsprechenden Spinsonden beladen und die Lipo-

someneigenschaften untersucht werden.

3.1.3.1 Eingesetzte Nitroxylradikale

Nachfolgend sollten die fiir die Untersuchungen ausgewdhliten Nitroxylradikale mit Piperidin-
bzw. Oxazoldininstruktur kurz charakterisiert und ihre Auswahlkriterien dargestellt werden.
Diese N,N-disubstituierten Verbindungen verfiigen {liber ein ungepaartes Elektron und sind
somit paramagnetisch. Einige ausgewihlte Eigenschaften sind in Tab. 3 dargestellt. Aus den
Strukturen der verwendeten Spinsonden ergeben sich entsprechende Unterschiede in Bezug
auf ihre Lipophilie, die fiir die Beladung von Liposomen von besonderer Bedeutung ist
(Abb. 25). Als MaB fir die Lipophilie der verwendeten Nitroxylradikale kann der n-

Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient herangezogen werden.
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Tabelle 3 Liste der verwendeten Nitroxylradikale sowie ihr n-Octanol/Wasser-Verteilungs-
koeffizient P (bei pH 7,4 nach [27])

Nr. Nitroxid IUPAC-Bezeichnung MM P
1 |CAT-1 2,2,6,6-Tetramethyl-4-trimethylammonium- 214,3 ~0
piperidin-1-oxyl-iodid
2 | TEMPO 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl 156,2 63
3 |"N-TEMPO |'"°N-2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl 156,2 --
4 | TEMPOL 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1- 172,2 3,7
oxyl
5 | TEMPOL- 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1- 276,31 >>100
benzoat oxyl-benzoat ~300 [3]
6 |5-Doxyl- 5-2 (4,4-dimethyl-1,3-oxazolidin-3-oxyl) 372,56 --
palmitinsdure |hexadecansédure

Den kleinsten Verteilungskoeffizienten der verwendeten Spinsonden weist CAT-1 auf. Fiir
diese ist aufgrund ihrer positiven Ladung eine geringe Membrangéngigkeit und daher dauer-
hafte Verkapselung im wéssrigen Innenraum von Liposomen erwarten. Fiir Untersuchungen
der Fragestellung, ob eine Penetration intakter Vesikel in die Haut stattfindet ist dieser Punkt
von besonderer Bedeutung. Spinsonden, die im Inneren von intakten Liposomen verkapselt
vorliegen, sind vor einer Reduktion durch Reduktionsmittel (z.B. Ascorbinsdure) bzw.
Enzyme (z.B. Thioredoxinreduktase) in der Haut geschiitzt. Dagegen werden Spinsonden, die
aus zerfallenen Liposomen freigesetzt wurden, durch diese zu diamagnetischen, also ESR-
stummen Verbindungen reduziert. Aus dem Reduktionsverhalten der Spinsonden kann daher
auf den Zustand der Vesikel in der Haut geschlossen werden. Der Riickschluss auf die
Integritdt der Liposomen ist jedoch nur dann erlaubt, wenn die Freisetzung der Spinsonde aus
intakten Liposomen weitgehend ausgeschlossen und von einer schnellen Reduktion der

Sonden nach dem Zerfall der Vesikel ausgegangen werden kann.

TEMPO bzw. TEMPOL sind amphiphile Sonden, die aufgrund ihrer Verteilungskoeffizienten
eine unterschiedlich stark ausgeprigte Affinitit zu den Lipiddoppelmembranen von Liposo-
men aufweisen. Durch die Auswertung ihrer polarititsabhéngigen Hyperfeinaufspaltungen
werden von diesen Sonden in besonderem Mafle Aussagen zur Beeinflussung der Mikropola-

ritdt ihrer Umgebung nach epikutaner Applikation von topischen Formulierungen erwartet.
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Abb. 25 Strukturformeln der verwendeten Spinsonden

Neben Penetrationsuntersuchungen mit hydrophilen [248] und amphiphilen Wirkstoffen [249]
wurde die Penetration lipophiler Substanzen aus liposomalen Formulierungen in die Haut
untersucht [250, 251]. Besonderes Interesse gilt den Steroiden (z.B. Hydrocortison,
Betamethason dipropionat) [252]. Daher schien es naheliegend, fiir Penetrationsversuche
strukturverwandte Spinsonden wie z.B. das 5-a-Doxylcholestan heranzuziehen. Vorversuche
mit dieser Spinsonde zeigten jedoch, dass aufgrund des hohen Immobilisierungsgrades der
Sonde in Liposomenmembranen und der damit einhergehenden Verbreiterung der Linien des
ESR-Signals nur mit geringen Signalamplituden gerechnet werden kann. Fiir die ESR-Tomo-
grafie, bei der nur jeweils ein Teil der zur Verfiigung stehenden Spinsonden zur Resonanz
gebracht wird, sind vergleichsweise hohe Signalamplituden zur Verminderung des Signal-

Rausch-Verhiltnis von Vorteil. Daher wurde die Spinsonde TEMPOL-benzoat, bei der eine
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vergleichsweise geringere Immobilisierung auftrat, als lipophile Modellsubstanz ausgewahlt.
Fiir Untersuchungen an Liposomenmembranen und den Lipiden des Stratum corneum wurde
die Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure ausgewéhlt. Im Gegensatz zu Stearinséure, deren Derivat
5-Doxylstearinsdure von anderen Autoren als Spinsonde verwendet wurde, ist Palmitinsdure
in hohen Konzentrationsen in den Phospholipiden der natiirlichen Soja- und Eilecithine bzw.

den Phospholipiden der Haut enthalten [226].

3.1.3.2 Verteilung von CAT-1, TEMPO, TEMPOL und TEMPOL-benzoat in Liposomen-

formulierungen

Im folgenden Versuch sollte die Moglichkeit zur Beladung von Liposomen aus den Grundla-
gen DOPC/CH/PG,; DPPC/CH/PG, P80, PSOH/CH bzw. Presomen® CI1 mit den Spinsonden
CAT-1, TEMPO, TEMPOL bzw. TEMPOL-benzoat iiberpriift werden (vgl. 5.3.5.). Dazu
wurden die Lipidgrundlagen mit Spinsonden-Losungen der Konzentration 2,5; 10; 20 bzw. 30
mM in Phosphatpuffer hydratisiert und nach der unter 5.3.5 beschriebenen Methode herge-
stellt. Aufgrund der sehr geringen Ldslichkeit von TEMPOL-benzoat wurde die Spinsonde
zundchst in die Lipide inkorporiert und die Mischung anschlieBend mit Phosphatpuffer
hydratisiert. Die Konzentration der Spinsonde in den Formulierungen betrug 2,5; 5,0; 10,0

bzw. 20 mM. Alle untersuchten Liposomenformulierungen hatten einen Lipidgehalt von

100 mg/ml.

Erwartungsgemil konnten aus allen Lipidgrundlagen Liposomenformulierungen hergestellt
werden, die mit den Spinsonden CAT-1, TEMPO bzw. TEMPOL in einer Konzentration von
2,5 mM bis 30 mM beladen waren. Im Gegensatz dazu konnte die lipophile Spinsonde
TEMPOL-benzoat nur in den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG bzw. P80 im gesamten Kon-
zentrationsbereich verkapselt werden. Bei der Herstellung von Liposomen aus den Grundla-
gen DPPC/CH/PG bzw. P80H/CH kristallisierte die Spinsonde wéhrend der Durchfiihrung
der Frier-Tau-Zyklen aus und konnte auch durch eine anschlieBende Erwdrmung der
gesamten Probe iiber die Phaseniibergangstemperatur der Lipidgrundlagen nicht mehr in
Losung gebracht werden. Die geringe Beladungskapazitit von DPPC/CH/PG- bzw.
P8OH/CH-Liposomen geht auf den hoheren Ordnungszustand der Lipidmembranen aufgrund
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der fehlenden Doppelbindungen in den Alkylketten der Fettsdurereste der Phospholipide und
Begleitstoffe zuriick (vgl. 3.1.2.1). Oberhalb der Phaseniibergangstemperatur ist der
Ordnungsgrad der Lipide vermindert, wodurch die initiale Loslichkeit von hohen Konzen-
trationen der Spinsonde in den Lipiddoppelmembranen erkldrt werden kann. Durch die
Abkiihlung der Zubereitung in fliissigem Stickstoff kommt es jedoch zu einem Ubergang der
Lipidmembran von der Fliissig-Phase zur Gel-Phase und damit zu einer Zunahme des
Ordnungsgrades der Lipide und zu einer Abnahme der Membranflexibilitdt, wodurch die
Spinsonde aus der Membran gedringt wird und aufgrund ihrer geringen Loslichkeit im Phos-
phatpuffer kristallisiert. Das ESR-Spektrum dieser Zubereitungen besteht, im Gegensatz zu
Formulierungen aus DOPC/CH/PG bzw. P80, nicht aus einem einfachen Drei-Linien-
Spektrum (Abb. 26, links), sondern aus einer Uberlagerung eines breiten Singuletts und eines
Tripletts (Abb. 26, rechts). Wihrend das Singulett auf die kristalline bzw. aggregierte Spin-
sonde zuriickzufiihren ist, kann das Triplett dem mobilien Anteil der Spinsonde zugeordnet
werden, der sich anteilig in der Liposomenmembran bzw. dem im Dispersionsmedium

befindet.

Die Verteilung der eingearbeiteten Spinsonden zwischen der Lipidmembran von Liposomen

und dem Dispersionsmedium sollte nachfolgend untersucht werden.

Die ESR-Spektroskopie bietet die Moglichkeit, mit Hilfe von Spinsonden, die eine polaritéts-
abhingige Hyperfeinkopplungskonstante (ax) besitzen, Verteilungen zwischen hydrophilen
und lipophilen Phasen direkt und ohne weitere Aufbereitungen der Probe bestimmen zu
konnen. Die Beeinflussung der Hyperfeinkopplungskonstante erfolgt durch die Verdnderung
der Spindichte am Stickstoff der NO-Gruppe (vgl. [27]). In polarer Umgebung ist die Spin-
dichte des ungepaarten Elektrons am Stickstoff ebenso wie die zugehorige Hyperfeinkopp-
lungskonstante grofer als in apolarer Umgebung. Im Vergleich zu dieser ist daher das
Spektrum weiter aufgespalten. In Zubereitungen, in denen beide Zustinde nebeneinander
vorliegen, kommt es zu einer Uberlagerung der Einzelspektren der lipophilen bzw.
hydrophilen Komponente zu einem Gesamtspektrum, das in Abb. 27 exemplarisch fiir die
Spinsonde TEMPO in Liposomen aus der Grundlage P80 dargestellt ist. Mit Hilfe von Aus-
wertungsprogrammen [253] konnen die Anteile der Einzelspektren am Gesamtspektrum und
damit die Anteile der Spinsonde in der Lipidmembran und im Dispersionsmedium bestimmt

werden. Diese Mdglichkeit ist besonders fiir amphiphile Proben von Interesse, deren Phasen-
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verteilung mit anderen Techniken nur schwer ermittelt werden kann.

TB-Konzentration TB-Konzentration

2,5 mM

m 2,5 mM
5 mM
e f/%

10 mM H\f
20 mM

DOPC/CH/PG DPPC/CH/PG

T T T T T T T T T T T T T . |

30 32 34 36 30 32 34 36

magnet. Induktion (mT) magnet. Induktion (mT)

Abb. 26 X-Band ESR-Spektren von TEMPOL-benzoat (TB) in Liposomen aus den
Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG in Abhéngigkeit von der Konzentration
der Spinsonde (2,5; 5,0; 10 und 20 mM)

Die beladenen Liposomenformulierungen wurden mit der X-Band-ESR (9,5 GHz) vermessen
und die erhaltenen Spektren mit dem Auswertungsprogramm PEST [253] analysiert. Die
Auswertung der Verteilung der inkorporierten Spinsonden erfolgte lediglich fiir die Formulie-
rungen mit einer Spinsondenkonzentration von 2,5 mM. Bei hoheren Sondenkonzentrationen
nimmt die Linienbreite der ESR-Spektren stark zu, wodurch die Differenzierbarkeit zwischen

dem lipophilen bzw. hydrophilen Anteil des Gesamtspektrums stark abnimmt (Abb 27).

Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tab. 4 dargestellt. Aufgrund der positiven Ladung der
Spinsonde CAT-1 und ihres Verteilungskoeffizienten befinden sich ~ 100 % der Spinson-
denmolekiile in allen Zubereitungen im wissrigen Dispersionsmedium. Es kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass die Aufenthaltswahrscheinlichkeit an der Oberfldche der Liposo-

men aufgrund von ionischen Wechselwirkungen zwischen negativen Ladungstrigern der
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Membran und CAT-1 erhoht ist. Anhand von veridnderten Mikroviskositdten der CAT-1-
Umgebung konnte dies bereits fiir Formulierungen mit negativ geladenen Mizellen gezeigt
werden. Trotz der entgegengesetzten Ladungen kommt es jedoch nicht zu einer gerichteten

Adsorption an die Oberflidche dieser Mizellen [254].

2 a lipophiler Anteil

P80 2 a hydrophiler Anteil
T T T T T T T T T T T
31 32 33 34 35 36

magnet. Induktion (mT)

Abb. 27 ESR-Spektrum der Spinsonde TEMPO (2,5 mM bzw. 10 mM) in Liposomen aus der
Lipidgrundlage P80

Der Austausch der quartiren Ammoniumgruppe in Position 4 des Piperidinringes von CAT-1
gegen eine Hydroxylfunktion fiihrt zu einem Anstieg des Verteilungskoeftizienten von = 0
auf 3,7. In der Folge konnten geringe Anteile (1,1 %bzw. 2,7 %) der ungeladenen Spinsonde
TEMPOL in der Membran von Liposomen aus DOPC/CH/PG bzw. P80, nicht aber in
Liposomen mit rigiden Membranen (vgl. 3.1.2.2) nachgewiesen werden. Steigt der Vertei-
lungskoeffizient durch den Wegfall des Substituenten in Position 4 weiter an, konnen geringe
Mengen der Sonde (1,9; 2,6 bzw. 3,5 %) in den rigiden Membranen von DPPC/CH/PG,
P80H/CH bzw. Presomen® C1 nachgewiesen werden. Diese sind jedoch erheblich geringer
als die Anteile von TEMPOL in Liposomen der Grundlagen DOPC/CH/PG und P80, deren

Membranen sich in der Fliissig-Phase befinden.

Aufgrund des hohen Verteilungskoeffizienten (>>100 bzw. >300) der Spinsonde TEMPOL-
benzoat wurde erwartet, dass bei einer Konzentrationen von 2,5 mM und einem Verhéltnis

von etwa 1:35 bis 1:50 (TB/Lipide) nahezu 100 % der Spinsonde in der Liposomenmembran
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verkapselt vorliegen. Diese Annahme trifft fiir Formulierungen mit den Grundlagen
DOPC/CH/PG bzw. P80 zu. Die Spektrenauswertung ergab, dass rund 90 % der Spinsonde in
den Lipidmembranen dieser Liposomen vorlagen. In Liposomen mit den Grundlagen
DPPC/CH/PG, P80H/CH bzw. Presomen® C1 wurde dagegen nur ein Anteil von 51 bis 60 %
in der Lipidmembran geldst. Da sich die Membranen dieser Grundlagen bei Raumtemperatur
in der Gel-Phase befinden, kann davon ausgegangen werden, dass die verminderte Loslichkeit
auf die Struktur der Membranlipide zuriickzufiihren ist. Dieses bekannte Phdnomen kann zur
Bestimmung der Phaseniibergangstemperatur von Lipiden mit Hilfe von Spinsonden herange-
zogen werden [255]. Der Verteilungskoeffizient der Sonde steigt bei der Phaseniibergangs-
temperatur und dem damit verbundenen Ubergang der Membranen von der Gel-Phase in die
Fliissig-Phase stark an. Aus der Bestimmung des Verteilungskoeffizienten als Funktion der

Temperatur kann dann die Lipidphasen-Umwandlungstemperatur bestimmt werden.

Tabelle. 4 Anteile und Hyperfeinkopplungskonstanten ay der lipophilen und hydrophilen
Komponenten des Gesamtspektrums von Spinsonden in Liposomenformulierungen
24 Stunden nach der Herstellung

Spinsonde | Lipidgrundlage aN lipophiler |aN hydrophil | hydrophiler
lipophil Anteil (mT) Anteil
(mT) (%) (%)
CAT-1 DOPC/CH/PG -- 0 1,546 100
DPPC/CH/PG -- 0 1,546 100
P80 - 0 1,546 100
PSOH - 0 1,546 100
Presomen® C1 - 0 1,546 100
TEMPO | DOPC/CH/PG 1,460 28,6 £4.,6 1,590 71,4146
DPPC/CH/PG 1,450 1,9£3,2 1,590 98,1 £3,2
P80 1,460 34,8 +£5,0 1,590 65,2+5,0
PSOH 1,450 2,6 +3.,8 1,590 97,4 +£3,8
Presomen® C1 1,400 3,5+45 1,594 96,5 + 4,5
TEMPOL |DOPC/CH/PG 1,450 L1+ 1,6 1,570 98,7+ 1,6
DPPC/CH/PG 1,450 0 1,570 100 £ 0,0
P80 1,450 2,7+2,4 1,570 973+24
P8OH 1,450 0 1,570 100 £ 0,0
Presomen® C1 1,450 0 1,570 100 + 0,0
TEMPOL- |DOPC/CH/PG 1,454 88,2+4,7 1,568 11,8 +4,7
benzoat | DPPC/CH/PG 1,470 55,7+4,9 1,566 443+49
P8O 1,470 88,9+ 3,0 1,570 11,1+£3,0
P8OH 1,470 51,4£3,4 1,566 48,6 £3,4
Presomen® C1 1,470 60,3 +0,9 1,566 39,74+0.9
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Die Formulierungen wurden im Kiihlschrank 90 Tage gelagert und anschlieend erneut ver-
messen. Die Auswertung der ESR-Spektren zeigte, dass sich die Verteilung der Sonde wih-

rend der Lagerung nicht verdndert hat (Tab. 5).

Tabelle. 5 Anteile und Hyperfeinkopplungskonstanten ay der lipophilen und hydrophilen
Komponenten des Gesamtspektrums von Spinsonden in Liposomenformulierungen nach 90
Tagen

Spinsonde | Lipidgrundlage aN lipophiler |aN hydrophil | hydrophiler
lipophil Anteil (mT) Anteil
(mT) (%) (%e)
CAT-1 DOPC/CH/PG -- 0 1,550 100
DPPC/CH/PG -- 0 1,550 100
P80 -- 0 1,550 100
PSOH -- 0 1,550 100
Presomen® C1 - 0 1,550 100
TEMPO |DOPC/CH/PG 1,464 36,0 1,590 64,0
DPPC/CH/PG 1,450 0 1,590 100
P80 1,460 34,3 1,590 65,7
PS8OH 1,450 0 1,594 100
Presomen® C1 1,400 0,0 1,594 100
TEMPOL |DOPC/CH/PG 1,450 1,7 1,570 98,3
DPPC/CH/PG 1,450 0 1,570 100
P80 1,450 95,7 1,570 4,3
PS8OH 1,450 0 1,570 100
Presomen® C1 1,450 0 1,570 100
TEMPOL- |DOPC/CH/PG 1,454 82,4 1,568 17,6
benzoat DPPC/CH/PG 1,470 50,3 1,566 49,7
P80 1,470 94,1 1,570 59
P8OH 1,470 38,3 1,566 61,7
Presomen® C1 1,470 56,5 1,566 43,5

Als Ergebnis dieser Untersuchung kann festgehalten werden, dass Spinsonden in Abhéngig-
keit von ihrem Verteilungskoeffizienten und der Auswahl der Lipidgrundlagen mit der
Membran von Liposomen wechselwirken. Diese Wechselwirkungen sollten bei der Auswer-
tung der durchzufithrenden Transportstudien mit der ESR-Tomografie (vgl. 3.5) und der
Diskussion mdoglicher penetrationsférdernden Eigenschaften von Liposomen bzw. dem ggf.

auftretenden Co-Transport der Sonden mit den Membranlipiden in die Haut beachtet werden.
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3.1.3.3 Kurzzeitstabilitit beladener Liposomen

Zur Uberpriifung des Zeitraums, iiber den die liposomalen Zubereitungen fiir die vorgesehe-
nen Untersuchungen ohne gravierende Verdnderungen ihrer Eigenschaften verwendbar sind,
wurde deren Kurzzeitstabilitit getestet. Dies erfolgte an Systemen mit den Grundlagen
DOPC/CH/PG (6,5:0,5:3,0); DPPC/CH/PG (4,0:5,0:1,0); P80, P8OH/CH (6,0:4,0) bzw.
Presomen® Cl und den inkorporierten Spinsonden CAT-1, TEMPO, TEMPOL bzw.
TEMPOL-benzoat iiber einen Zeitraum von 90 Tagen. Die Spinsonden lagen in den Formu-
lierungen in folgenden Konzentrationen vor: CAT-1, TEMPO bzw. TEMPOL jeweils 30 mM,
TEMPOL-benzoat in DOPC/CH/PG- bzw. P80-Liposomen je 10 mM und in DPPC/CH/PG-,
P8OH/CH- bzw. Presomen® C1-Liposomen aufgrund der geringeren Verkapselungseffizienz
je 2,5 mM. Als Stabilititsparameter der physikalischen Stabilitit wurden die Liposo-
mengrofle, der Polydispersititsindex und das Zetapotenzial herangezogen. Unbeladene
Liposomen der jeweiligen Grundlagen dienten als Referenz. Dariiber hinaus wurde die
Signalintensitit des Mittelpeaks der ESR-Spektren als Maf} fiir die Stabilitdt der Spinsonden
in den jeweiligen Zubereitungen herangezogen. Es wurden Liposomendispersionen mit einem
Lipidgehalt von 5 % in isotonischem Phosphatpuffer untersucht, die mit einem Membranfilter
der Porengrofle 200 nm iiber 25 Zyklen extrudiert wurden. Die Lagerung der Proben erfolgte
im Kiihlschrank bei 4 °C.

Partikelgrofien, Polydispersititsindex und Zetapotenziale

Durch die Beladung von Liposomen mit Spinsonden wurden die untersuchten Parameter der

Vesikel unterschiedlich stark beeinflusst.

Die Liposomengroflen der Systeme unterlagen in Abhingigkeit von der Lipidgrundlage und
der inkorporierten Spinsonde z.T. erheblichen Verdnderungen (Abb. 28 —32). Wihrend die
Vesikelgrofen von Liposomen mit der Grundlage P80 nur iiber einen Grofenbereich von ca.
25 nm variierten, waren die Verdnderungen des Liposomendurchmessers in den iibrigen Lipo-
somenzubereitungen stirker ausgeprégt, und zwar in der Reihenfolge PS8OH > Presomen® C1

> DOPC > DPPC.
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Abb. 28 Abhingigkeit der GroB3e und des Polydispersititsindex von der Lagerdauer und der
Beladung von DOPC/CH/PG-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (X + R, n = 3)
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Abb. 29 Abhingigkeit der Grofle und des Polydispersititsindex von der Lagerdauer und der
Beladung von DPPC/CH/PG-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (X = R, n = 3)

Eine einheitliche Verdnderung der Liposomendurchmesser durch die Inkorporation einer

bestimmten Spinsonde konnte nicht festgestellt werden. Die positiv geladene Spinsonde

CAT-1 fiihrt z.B. bei Liposomen mit fluiden Lipidmembranen im Vergleich zu unbeladenen

Liposomen zu einer VergroBerung des Vesikeldurchmessers. In Liposomen mit rigiden

Membranen dagegen héngt die Verschiebung des Vesikeldurchmessers von der Lipidgrund-

lage ab. Wihrend der Durchmesser von Liposomen aus DPPC/CH/PG und Presomen® C1

vergrofert wird, nimmt der von PSOH/CH ab.

Im Vergleich zu CAT-1 werden die Vesikeldurchmesser durch die Spinsonde TEMPOL-
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benzoat relativ einheitlich verschoben. Bei der Herstellung von TB-beladenen Liposomen aus
Grundlagen, die keine Doppelbindungen in den Alkylketten der Fettsdurereste aufweisen,
werden die Vesikeldurchmesser erhoht. Dagegen werden die Durchmesser von Liposomen
mit fluiden Membranen im Vergleich zu unbeladenen Liposomen vermindert. Diese Vermin-
derung ist in Liposomen der Grundlage DOPC/CH/PG besonders stark ausgeprigt, ihr

Durchmesser nimmt durch den TB-Zusatz um ca. 60 nm ab.
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Abb. 30 Abhingigkeit der Grofe und des Polydispersititsindex von der Lagerdauer und der
Beladung von P80-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (X + R, n = 3)
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Abb. 31 Abhingigkeit der Groe und des Polydispersitdtsindex von der Lagerdauer und der
Beladung von PSOH/CH-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (X = R, n = 3)
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Abb. 32 Abhingigkeit der Grofle und des Polydispersititsindex von der Lagerdauer und der
Beladung von Presomen® C1-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (¥ + R, n = 3)

Wihrend der Lagerung iiber 90 Tage verdnderten sich die mittleren Durchmesser der Lipo-
somen aus den unterschiedlichen Grundlagen nur geringfiigig, mit einer Ausnahme. Der
Durchmesser von P80-Liposomen, die mit der Spinsonde CAT-1 beladen wurden, nahm im
Zeitraum zwischen 30 und 90 Tagen um ca. 20 nm zu, was die Umlagerung kleiner

Liposomen zu grof3en Liposomen andeutet.

Die Polydispersititsindizes der liposomalen Systeme kennzeichneten in den ersten 30 Tagen
des Untersuchungszeitraumes Systeme mit engen VesikelgroBenverteilungen. Ab dem
30. Tag der Lagerung zeigte sich besonders in den Formulierungen mit Liposomen aus
DPPC/CH/PG, P80H/CH und Presomen® C1 ein Ubergang von eng verteilten zu breit
verteilten VesikelgroBen. Die Polydispersititsindizes von Liposomen aus DOPC/CH/PG
blieben im Gegensatz zu den Polydispersititsindizes der anderen Formulierungen nahezu

konstant im Bereich einer engen Vesikelgroenverteilungsbreite.

Die Zetapotenziale der Zubereitungen wurden durch den Zusatz von Spinsonden nur unwe-
sentlich verdndert (Abb. 33 — 35). Die gemessenen Abweichungen vom Potenzial der unbela-
denen Referenz-Liposomen waren in allen Zubereitungen kleiner als £ 10 mV. Die fehlenden
Unterschiede der Zetapotenziale unbeladener und beladener Formulierungen sind wahr-
scheinlich auf die Verdiinnung der Probe vor der Vermessung zuriickzufiihren (vgl. 5.2.3).
Durch den Uberschuss an Puffer sollte es bei Liposomen, die mit hydrophilen bzw.

amphiphilen Proben beladen wurden, zu einer raschen Entfernung der Sonden aus den Lipid-
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doppelschichten bzw. der Absorptionsschicht auf der Oberfliche der Vesikel kommen.
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Abb. 33 Abhidngigkeit des Zetapotenzials von der Lagerdauer und der Beladung von
DOPC/CH/PG- bzw. DPPC/CH/PG-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (x = R, n = 3)
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Abb. 34 Abhingigkeit des Zetapotenzials von der Lagerdauer und der Beladung von P80-
bzw. P8OH/CH-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (X + R, n=3)

Da die Zetapotenziale iiber den gesamten Untersuchungszeitraum nahezu konstant blieben,
kann auch von einer weitgehenden chemischen Stabilitdit der Membranlipide ausgegangen
werden. Deren hydrolytische Spaltung in Lysolecithine und freie Fettsduren wiirde im umge-
kehrten Fall eine Zunahme negativer Ladungstriger in der Lipidmembran und damit eine

Absenkung des Nernst- und folglich des Zetapotenzials nach sich ziehen [256].

Nach diesen Ergebnissen kann von einer ausreichenden Lagerstabilitdt der Liposomen fiir die
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weiteren Untersuchungen ausgegangen werden. Einzelne Formulierungen sollten allerdings in

einem Zeitraum von 30 Tagen ihre Verwendung finden.
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Abb. 35 Abhingigkeit des Zetapotenzials von der Lagerdauer und der Beladung von
Presomen® C1-Liposomen mit verschiedenen Spinsonden (X + R, n=3)

Stabilitit von CAT-1, TEMPO, TEMPOL und TEMPOL-benzoat

Neben der physikalischen Stabilitit der Vesikel ist die Stabilitit der inkorporierten Spinson-
den fiir die Verwendungsfahigkeit der hergestellten Liposomenformulierungen von grof3er
Bedeutung. Im folgenden Versuch sollte daher die Stabilitit von CAT-1, TEMPO, TEMPOL
und TEMPOL-benzoat in Liposomen anhand der Intensitdt der zugehorigen ESR-Signale iiber
einen Zeitraum von 90 Tagen untersucht werden. Dazu wurden die unter 3.1.3.2 untersuchten
Formulierungen mit einer Spinsonden-Konzentration von 2,5 mM im Kiihlschrank bei 8 °C
gelagert und 24 Stunden nach der Herstellung sowie nach 7, 14, 30 bzw. 90 Tagen mit der X-
Band-ESR vermessen. Die relative Intensitdt der Amplitude des Mittelpeaks der ESR-
Spektren, die in dem untersuchten Konzentrationsbereich proportional zur Konzentration der
Spinsonde ist, wurde zur Bestimmung der Stabilitit der Spinsonden in Liposomenzubereitun-

gen herangezogen.

Wihrend der ersten 14 Tage der Lagerung erwiesen sich die Spinsonden in den Liposomen-
formulierungen als relativ stabil (Abb. 36). Danach nahm die Spinsonden-Konzentration in
einigen Zubereitung ab. Dieses wurde auf eine einsetzende, auch makroskopisch erkennbare
Verkeimung der Proben in Folge von fehlenden Konservierungsmitteln und der guten Néhr-

stoffgrundlage fiir Bakterien und Pilze zuriickgefiihrt. Kann die Verkeimung ausgeschlossen
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werden, erweisen sich die Nitroxylradikale in Liposomenzubereitungen iiber lange Zeitrdume

als stabil. Dies konnte bereits fiir Nitroxylradikale in Losungen nachgewiesen werden [27].

Die Verwendungsfihigkeit der Zubereitungen wurde aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse

auf 14 Tage beschrinkt.
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Abb. 36 Abhidngigkeit der relativen Signalintensititen der Spinsonden CAT-1, TEMPO,
TEMPOL bzw. TEMPOL-benzoat von der Lagerdauer der Liposomenformulierungen (n =5,
X*s)

3.1.3.4 Verkapselungseffizienz fiir CAT-1

Neben der Grofse, dem Zetapotenzial und der Membranrigiditdt ist die Verkapselungseffizienz
ein weiterer Parameter zur Charakterisierung von Liposomen, der in dem folgenden Versuch
fiir die Spinsonde CAT-1 bestimmt werden sollte. Dazu wurden die Liposomenformulierungen
mit einer Losung aus Natriumascorbat in Phosphatpuffer versetzt. Durch das Ascorbatanion
wird der nicht verkapselte Anteil der Spinsonde zum entsprechenden Hydroxylamin reduziert
(vgl. 5.3.6). Das Hydroxylamin ist diamagnetisch und wird mit der ESR nicht erfasst. Der
verkapselte Anteil wird aus dem Verhéltnis der durch Doppelintegration bestimmten ESR-
Signalintensititen der Kontrolle und der Proben nach Zugabe von Natriumascorbat berechnet.

Der Lipidanteil der untersuchten Liposomenformulierungen betrug 5 %.
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Aus der Bestimmung ging hervor, dass die Verkapselungseffizienz von multilamellaren
Liposomen grofer war als die von unilamellaren Liposomen (Tab. 6). Wéhrend die Verdnde-
rung des Cholesterolanteils keine Auswirkungen auf die Verkapselungseffizienz von MLV
aus DOPC/CH/PG hat, nimmt der verkapselte Anteil an CAT-1 in Liposomen aus P80/CH
durch die Erhdhung des Cholesterol-Anteils von 0 % auf 30 % um ca. 10 % ab. Eine weitere
Erhohung auf 50 % fiihrt dagegen zu keiner weiteren Abnahme. In multilamellaren Liposo-
men aus DPPC/CH/PG und P8OH/CH fiihrt die Veranderung des Cholesterolanteils zu unein-
heitlichen Verdnderungen der Verkapselungsraten. Wahrend MLV aus DPPC/CH/PG mit
einem Cholesterolanteil von 0% bzw. 50 % eine Verkapselungseffizienz von ca. 35 %
aufweisen, ist diese bei einem Cholesterolanteil von 30 % um ca. 9 % vermindert. Dagegen
fiihrt der Zusatz von 30 % Cholesterol zu den Lipidmembranen von Liposomen aus PSOH/CH
zu einer deutlichen Erhohung des verkapselten Anteils, und zwar von ca. 5 % (0 % CH) bzw.
13 % (50 % CH) auf ca. 24 %. Ebenso wie multilamellare Liposomen weisen unilamellare
Liposomen aus der Grundlage P80H mit einem Cholesterolanteil von 30 % in ihrer Lipiddop-
pelmembran die groBite Verkapselungseffizienz auf. Dagegen konnten fiir die unilamellaren
Liposomen der anderen Lipidgrundlagen deutliche Unterschiede zu den entsprechenden MLV
festgestellt werden. Fiir DOPC/CH/PG-Liposomen, deren Verkapselungseffizienz von MLV
durch den Zusatz von Cholesterol nicht beeinflusst wurde, konnte eine Abnahme des verkap-
selten CAT-1-Anteils durch den Zusatz von 30 % bzw. 50 % Cholesterol verzeichnet werden.
Dagegen wurde die Verkapselungseffizienz von P80/CH-Liposomen durch den Zusatz von
Cholesterol nur geringfiigig beeinflusst. Im Gegensatz zu den MLV aus DPPC/CH/PG weisen
die korrespondierenden unilamellaren Liposomen die hochste Beladung der Liposomen mit

CAT-1 bei einem Cholesterolanteil von 30 % in der Membran auf.

Sowohl die multilamellaren als auch die unilamellaren Liposomen aus der kommerziellen
Lipidgrundlage Presomen® C1 wiesen geringere Verkapselungsraten als die untersuchten

eigenen Liposomengrundlagen auf.

Zur Uberpriifung der Verkapselungsraten der unilamellaren Liposomen wurde deren theoreti-
sche Beladung anhand eines Nomogramms nach New [226] berechnet. Danach fiihrt ein Lipi-
danteil von 5 % und eine Liposomengrofe zwischen 180 und 220 nm zu einer Verkapselung
von ca. 70 bis 85 % des gesamten Volumens der Zubereitung. Da diese Ergebnisse mit den

eigenen Befunden nicht im Einklang stehen, sollte die Verkapselungsetfizienz ausgewéhlter
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Zubereitungen durch die Abtrennung nicht verkapselter Anteile iiber eine Dialyse bestimmt

werden.

Tabelle. 6 Verkapselungseffizienz von CAT-1 in multilamellaren bzw. unilamellaren
Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen (X £s;n=3)

Lipidgemisch | Cholesterolanteil | Verkapselungseffizienz | Verkapselungseffizienz
(%) MLV (%) LUV (%)
DOPC/CH/PG 0 25,32 £ 0,66 17,36 + 1,88
30 25,03 £ 0,48 11,65 £ 1,25
50 27,39 £ 0,67 11,12 £ 0,81
DPPC/CH/PG 0 3433 £0,47 14,64 £ 0,88
30 26,47 £ 2,05 16,81 + 0,39
50 35,55 +1,83 11,92 £1,94
P80/CH 0 31,55 +£091 13,20 £ 1,57
30 21,39 £ 1,04 11,70 + 0,69
50 21,22 +£0,05 13,32+ 0,62
P8OH/CH 0 4,57 £ 0,57 8,9+ 0,54
30 244+ 0,32 16,37 £ 0,83
50 12,91 £ 0,73 9,85+1,7
Presomen® C1 50 10,57 + 1,57 7,43 £ 0,38

Die Bestimmung der Verkapselungseffizienz der untersuchten unilamellaren Liposomenfor-
mulierungen ergab eine Beladung der Liposomen mit CAT-1 zwischen 18 % und 41 % in
Abhéngigkeit von der Lipidgrundlage (Abb. 37). Aus diesem Bestimmungsverfahren ergeben
sich somit deutlich hohere Werte der Verkapselungseffizienz als durch die Reduktion nicht
verkapselter Anteile mit Natriumascorbat. Dabei ist jedoch zu beachten, dass auch aus der
Kontroll-Zubereitung die geloste Spinsonde nicht quantitativ entfernt wurde. Nach Abzug des
Kontrollwertes von der Verkapselungseffizienz sind die mittels Reduktion bzw. Dialyse be-
stimmten Werte des verkapselten Anteils von CAT-1 in DOPC/CH/PG- bzw. DPPC/CH/PG-
Liposomen vergleichbar. Dies gilt jedoch nicht fiir Zubereitungen aus P80, P80/CH bzw.
Presomen® C1, deren durch Dialyse bestimmte Verkapselungseffizienz deutlich iiber den
durch Reduktion bestimmten Werten liegt. Griinde dafiir konnten eine erhdhte Permeabilitit
der Membranen dieser Liposomen fiir Ascorbat-Ionen oder die unvollstindige Abtrennung
der Spinsonde durch ionische Wechselwirkungen mit den Bestandteilen der Liposomen-
membran sein. Da es sich bei P8OH um Liposomen mit sehr rigiden Membranen handelt,
kann die erhohte Permeabilitit fiir Ascorbat-lonen nahezu ausgeschlossen werden

(vgl. 3.1.3.5). Im Vergleich zu Liposomen aus DOPC/CH/PG bzw. P80H/CH weisen
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Liposomen aus P80 bzw. P80H/CH kein stark verringertes Zetapotenzial auf, das fiir
gesteigerte ionische Wechselwirkungen und die damit verbundene geringere Abtrennung der
Spinsonde aus der Zubereitung verantwortlich sein konnte (Abb. 37). Es konnten ebenfalls
nur sehr geringe Unterschiede zwischen den Zetapotenzialen der Liposomen vor bzw. nach
der Dialyse bzw. zwischen beladenen und unbeladenen Liposomen festgestellt werden
(Abb. 38). Fiir die erhohten Werte der Beladungseffizienz konnte keine abschlieende

Erklarung gefunden werden.
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Abb. 37 Verkapselungseffizienz von CAT-1 in unilamellaren Liposomen mit verschiedenen
Lipidgrundlagen (x £ R, n=3)
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3.1.3.5 Freisetzung von CAT-1

Zur weiteren Charakterisierung von Liposomen, deren Einsatz in Transportstudien geplant
war, sollten Untersuchungen zur Freisetzung der Nitroxidspinsonde CAT-1 aus der inneren
wdssrigen Phase von multilamellaren bzw. unilamellaren Liposomen mit variierenden Memb-
ranrigiditditen bei 37 °C durchgefiihrt werden. Die Freisetzunggeschwindigkeit wurde anhand
der Reaktion von CAT-1 und Ascorbinsdure, die der Formulierung zugesetzt wurde,
bestimmt. Dabei wird davon ausgegangen, dass CAT-1 im Moment der Freisetzung durch
Ascorbinsiure, die im Uberschuss vorliegt, reduziert wird und Ascorbinsiure, wie bereits in
der Literatur beschrieben [255], nicht in der Lage ist, die Liposomenmembran zu iiberwinden.
Der Verlauf der Reaktion und die Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt der Liposomen-
membran ist in Abb. 39 exemplarisch fiir multilamellare Liposomen aus der Lipidgrundlage

DPPC/CH/PG dargestellt.
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Abb.39 Abhédngigkeit der ESR-Signalintensitit von CAT-1 verkapselt in multilamellaren

DPPC/CH/PG-Liposomen von der Zeit nach Zugabe einer Natriumascorbat-Losung (X =+ s,
n = 3)

Die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten (kredukion) Wurden nach logarithmischer
Darstellung der relativen Signalintensitidten durch lineare Kurvenanpassung bestimmt. Der

Korrelationskoeffizient der Anpassungen lag in der Regel zwischen 0,978 und 0,999.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Reduktionskonstanten von CAT-1 in Zubereitungen aus
DOPC/CH/PG bzw. P80 deutlich groBer sind als die Reduktionskonstanten in Zubereitungen
aus DPPC/CH/PG bzw. P8OH/CH (Abb. 40). Demzufolge erfolgt eine schnellere Freisetzung
der Spinsonde aus Liposomen mit fluiden Membranen im Vergleich zu Liposomen, deren

Membranen rigide sind (vgl. 3.1.2.2).
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Abb. 40 Abhingigkeit der Reduktionsrate (kreguktion (h'l) von CAT-1 verkapselt in uni-
lamellaren Liposomen vom Cholesterol-Gehalt der Liposomenmembran

In Kapitel 3.1.2.2 wurde der Einfluss von Cholesterol auf die Lipidmembran anhand der Pola-
risationsindizes P von DPH bzw. DPH-TMA untersucht. Dabei wurde mit steigendem
Cholesterolgehalt der Membranen eine Zunahme der Polarisationsindizes und der damit ver-
bundenen Membranrigiditit von DOPC/CH/PG bzw. P80 beobachtet. Die Polarisationsindi-
zes der Fluoreszenzmarker in DPPC/CH/PG- bzw. PSOH/CH-Liposomen wurden dagegen nur
geringfiigig verdndert. Mit zunehmendem Cholesterolanteil wird auch die Freisetzung von
CAT-1 aus DOPC/CH/PG- bzw. P80-Liposomen vermindert. Die korrespondierenden
Reduktionskonstanten sind entsprechend kleiner als die Reduktionskonstanten von CAT-1 in
Cholesterol-freien Liposomen. Die Reduktionskonstanten von CAT-1 in DPPC/CH/PG- bzw.
P80H/CH-Zubereitungen blieben dagegen, in Analogie zu den Polarisationsindizes durch den
steigenden Cholesterolanteil nahezu unverdndert. Durchgefiihrte lineare Regressionsanalysen

mit der EinflussgroBBe Pppy bzw. Ppprrma und Kredukiion @ls ZielgroBen bestitigen fiir einige
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Zubereitungen den Einfluss der Membranrigiditit auf die Freisetzung bzw. Reduktion von

CAT-1.

Fiir Zubereitungen mit der Lipidgrundlage DOPC/CH/PG konnte in Abhéngigkeit von der
EinflussgroBe Pppy bzw. Pppitva eine gute (R = 0,967) bzw. sehr gute (R = 0,999) Korrela-
tion” ermittelt werden (Abb.41). Die Regressionsanalysen der Zubereitungen aus
DPPC/CH/PG bzw. PSOH/CH belegen eine sehr schlechte Korrelation fiir die Einflussgrofie
Poprtma (R =0,130) bzw. schlechte Korrelation fiir Pppy (R = 0,580 - 0,696). Dagegen ist die
méfBige Korrelation flir Zubereitungen aus P80/CH unabhingig von der Einflussgrofe

(R =0,750 - 0,793).
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Abb. 41 Regressionsanalyse zur Reduktion von CAT-1 in Formulierungen mit unilamellaren
DOPC/CH/PG-Liposomen (Cholesterolanteil 0, 30 bzw. 50 %): EinflussgroBBe Ppprtma,
ZielgréBe kReduktion

Der Vergleich von unilamellaren und multilamellaren Liposomen zeigt, dass die Freisetzung
von CAT-1 aus multilamellaren Liposomen deutlich langsamer verldauft (Abb. 42). Dieses

kann auf die hohere Anzahl an Lipidlamellen in multilamellaren Liposomen und die damit

® Die Korrelation wird als Korrelationskoeffizient R ausgedriickt, der ein Mal} fiir die Abhéngigkeit zwischen

Pppy bzw. Ppprrma und Kgedukion 1St, wobei R zwischen 0 (keine Korrelation) und 1 (vollstdndige Korrelation)

liegen kann.
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erhohte Anzahl an Permeationsbarrieren fiir CAT-1 zuriickgefiihrt werden.

Fiir multilamellare Liposomen der Grundlage DOPC/CH/PG konnte ebenfalls die gute
Korrelation zwischen Pppy bzw. Pppr.tma und Kreduktion Nachgewiesen werden (R = 0,895 bzw.
0,979). Auch fiir die anderen Grundlagen wurden die an unilamellaren Liposomen erzielten
Ergebnisse bestitigt, wobei fiir Zubereitungen aus DPPC/CH/PG bzw. P80H/CH fiir Pppy.tma

etwas hohere Korrelationskoeffizienten (R = 0,827 bzw. 0,859) ermittelt wurden.
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Abb. 42 Abhingigkeit der Reduktionsrate (Krequkion (h™') von CAT-1 verkapselt in multila-

mellaren Liposomen vom Cholesterol-Gehalt der Liposomenmembran

3.1.4  Diskussion

Zunichst wurden Liposomen fiir den Einsatz in Transportstudien mit dem Verfahren der
Membranextrusion hergestellt, und ihre Eigenschaften in Abhdngigkeit von der Zusammen-
setzung der Lipidmembranen charakterisiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein zuneh-
mender Anteil von Phosphatidylglycerol in der Membran nicht nur zu einer Absenkung des
Zetapotenzials, sondern z. T. auch zu einer Verminderung des Durchmessers der extrudierten
Liposomen fiihrt. Steigende Cholesterolanteile ziehen dagegen eine Zunahme der Liposo-

mendurchmesser nach sich und fiihren dariiber hinaus zu Anderungen der Viskositit der
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Lipiddoppelmembranen. Wihrend Cholesterol auf die Membran von Liposomen aus nicht
hydrierten Phospholipiden einen kondensierenden Effekt ausiibt, durch den die Membranvis-
kositdt zunimmt, haben steigende Cholesterolanteile in Liposomen aus hydrierten Phospholi-
piden eine Abnahme der Membranviskositit zur Folge. Die GroBle der Liposomen ist nicht
nur liber die Zusammensetzung ihrer Lipidmembranen, sondern vor allem {iber die Poren-
groBe der zur Extrusion verwendeten Membranfilter steuerbar. Einen nur geringen Einfluss
auf die Durchmesser der extrudierten Liposomen hat dagegen der Anteil der Lipidgrundlage
in der Formulierung. Der Liposomendurchmesser steigt erst mit einer stark eingeschriankten

Extrusionsféhigkeit der Formulierungen an.

Fir die Untersuchungen mit Hilfe der ESR-Spektroskopie und Tomografie wurden die
Nitroxylradikale CAT-1, TEMPO, "N-TEMPO, TEMPOL, TEMPOL-benzoat und 5-Doxyl-
palmitinsdure ausgewdhlt. Die Beladungsfihigkeit der Liposomen mit ESR-Spinsonden ist
stark abhédngig von deren Hydro-/ Lipophilie und fiir die lipophile Spinsonde TEMPOL-
benzoat stark eingeschrinkt. Die Beladung der Liposomen mit Spinsonden hat Anderungen
threr Durchmesser und Zetapotenziale zur Folge, deren Richtung von der ausgewéhlten
Liposomengrundlage und der ESR-Spinsonde abhingig ist. Die Kurzzeitstabilitit von
Liposomen wird durch die Beladung nicht verdndert. Als limitierender Faktor fiir die
Lagerung der beladenen Liposomen ist dagegen die Stabilitdt der ESR-Spinsonden in den

Formulierungen anzusehen.

Zur weiteren Charakterisierung der Liposomen, deren Einsatz in Transportstudien geplant
war, wurden die Verkapselungseffizienz von CAT-1 und die Freisetzung der Spinsonde in
Abhingigkeit von der Lamellaritit und den Membraneigenschaften der Vesikel bestimmt. Die
Verkapselungseffizienz der Spinsonde ist in multilamellaren Liposomen erwartungsgemal
hoher als in unilamellaren Liposomen und wird durch den Gehalt an Cholesterol in den
Lipidmembranen nicht beeinflusst. Dagegen konnte eine mit steigendem Cholesterolanteil
verminderte Freisetzungsgeschwindigkeit der Spinsonde aus Liposomen mit nicht hydrierten
Phospholipiden nachgewiesen werden. Die Freisetzung von CAT-1 ist aus Liposomen, deren
Membranen aus nicht hydrierten Phospholipiden bestanden, gegeniiber solchen, deren

Membranen aus hydrierten Phospholipiden bestanden, generell erhdht.
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3.2 Stabilitit von Liposomen nach epikutaner und subkutaner Applikation

Seit die Erforschung der Wechselwirkungen zwischen Liposomen und Haut mit den Arbeiten
von Mezei und Gualeskharam [257] begann, steht die Penetrationsverstarkung von hydro- und
lipohilen Wirkstoffen durch Liposomen bzw. Phospholipide im Vordergrund des Interesses.
Neben dem Einfluss der Zusammensetzung der Lipidmembranen auf die Wirkstoffpenetration

wurde untersucht, ob Liposomen intakt in die Haut penetrieren konnen.

Ahnlich wie Mezei und Gualeskharam, die die verwendeten Liposomen als ,,Transdermale
Transporter* bezeichneten, gingen auch andere Autoren von einer Penetration intakter Vesikel
aus [36, 53 - 55]. Unter der Annahme, dass intakte Liposomen das SC nicht im nennenswer-
ten Umfang penetrieren konnen, lassen sich fiir ihr Verhalten zunéchst folgende Moglichkei-

ten diskutieren:
a) Verbleiben intakter Liposomen auf der Hautoberfldche

b) Fusion kleiner Liposomen zu groferen Vesikeln und Ausbildung multilamellarer
Lipidstapel aufgrund des Wasserverlustes unter Verdnderung des Dispersitéitsgrades

der urspriinglichen Liposomen und ggf. partieller Freigabe des Inhalts

c) Fusion liposomaler Lipidkomponenten mit den Lipiddoppelschichten des Stratum

corneum.

Andere Autoren bestreiten sowohl eine Penetration intakter Vesikel, als auch die Penetration
einzelner Phospholipide [258, 259]. Die Moglichkeit einer molekulardispersen Penetration
einzelner Membranbestandteile in das Stratum corneum und eine sich anschlieende erneute
Ausbildung von Liposomen kann nach Artmann et al. [260] bislang jedoch weder ausge-

schlossen noch bestdtigt werden.

Bis heute bleibt die Frage strittig, ob Liposomen intakt in das Stratum corneum penetrieren
konnen oder ob sie an der Oberfldache zerfallen und im Anschluss daran nur die liposomalen
Lipide in die Haut eindringen. In der folgenden Versuchsreihe sollte ein Beitrag zur Kldirung

der Frage nach der Integritdit von epikutan applizierten Liposomen geleistet werden.



124 Stabilitdit von Liposomen nach epikutaner und subkutaner Applikation

3.2.1 Integritit von Liposomen nach epikutaner Applikation in Abhdngigkeit von der

Lamellaritit und Zusammensetzung ihrer Lipidmembranen

Neben der Frage der Integritdt, sollte auch die Frage nach dem Einfluss der Lamellaritdt und
der Zusammensetzung der Lipidmembranen auf die Stabilitdit von Liposomen nach epikutaner

Applikation untersucht werden.

Fiir die Untersuchungen wurden multi- und unilamellare Liposomen aus DOPC, DPPC und
DPPG, sowie 0, 30 bzw. 50 mol % Cholesterol hergestellt. Die Hydratisierung der Lipid-
grundlagen erfolgte mit einer Losung aus CAT-1 (20 mM) in Phosphatpuffer (vgl. 3.1).

Vor der epikutanen Applikation der Zubereitungen, wurden diese mit einer isoosmolaren
Losung aus Natriumascorbat versetzt. CAT-1 wird nach der Freisetzung aus den Liposomen
durch Ascorbat-Ionen zu dem entsprechenden Hydroxylamin reduziert, dass mit der ESR
nicht erfasst werden kann. Aus der Intensitidtsabnahme der ESR-Signale kann auf die Freiset-

zung von CAT-1 bzw. den Integritdtsverlust der Vesikel geschlossen werden.

Vorversuche mit humaner Vollhaut ergaben Spektren mit schlechten Signal-Rausch-Verhilt-
nissen, die auf die apparativen Bedingungen und die Signaldimpfung durch den hohen Was-
sergehalts der Hautproben zurtickgefiihrt wurden (vgl. 5.2.1.). Alle Versuche wurden daher an
hitzeseparierter Epidermis durchgefiihrt, bei der die genannten Probleme nicht auftraten. Die
Applikation der Probe erfolgte auf das Stratum corneum. Die entsprechenden Redukti-
onskontanten bzw. Freisetzungsgeschwindigkeiten von CAT-1 (Kreduktion) Wurden durch

lineare Kurvenanpassung bestimmt.

Nach der Applikation der Zubereitungen auf das Stratum corneum konnte eine Abnahme der
ESR-Signalintensitdten festgestellt werden. Die Abnahme erfolgt nach einer Reaktion nullter
Ordnung und belegt die Freisetzung von CAT-1 bzw. den Integrititsverlust der Vesikel. In
Abhingigkeit vom Cholesterolgehalt, der Lamellaritit und der Auswahl der Phospholi-
pidgrundlage traten z.T. deutliche Unterschiede zwischen den Freisetzungsgeschwindigkeiten

von CAT-1 in den einzelnen Zubereitungen auf (Abb. 43).

Die Freisetzungsrate von CAT-1 aus unilamellaren DOPC/CH/PG-Liposomen blieb mit

steigendem Cholesterolanteil in der Lipiddoppelmembran nahezu unverindert in einem Be-
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reich von 0,86 bis 0,93 %/min. Dagegen konnte nach der Erhéhung des Cholesterolanteils von
0 % auf 30 % eine Abnahme der Freisetzungsgeschwindigkeit von CAT-1 aus unilamellaren
DPPC/CH/PG-Liposomen festgestellt werden. Die weitere Steigerung des Cholesterolanteils
auf 50 % fiihrte jedoch nicht zu einer weiteren Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit,

sondern zu deren Erhéhung.

Die Verkapselung von CAT-1 in multilamellaren Liposomen fiihrt im Vergleich zu unilamel-
laren Liposomen zu deutlich verminderten Reaktionsgeschwindigkeiten, woraus auf eine

erhohte Stabilitdt der Vesikel auf dem Stratum corneum geschlossen werden kann.

Wihrend die Reduktionskonstanten von DPPC/CH/PG-Liposomen durch die Verdnderung
des Cholesterolanteils nahezu unverdndert blieben, stiegt die Reduktionsgeschwindigkeit von
CAT-1 durch den Zusatz von 30 % Cholesterol zur Lipidmembran von DOPC/CH/PG-Lipo-
somen stark an. Mit der weiteren Erhéhung des Cholesterolanteils auf 50 % nahm die Reduk-

tionsgeschwindigkeit wieder ab.

Im Gegensatz zu den unter 3.1.3.5 durchgefiihrten Untersuchungen konnte kein einfacher
Zusammenhang zwischen der Membranrigiditit der Liposomen und der Reduktionsge-
schwindigkeit von CAT-1 hergestellt werden. Fiir die Freisetzung von CAT-1 aus Liposomen
auf dem Stratum corneum sind wahrscheinlich weitere Einflussfaktoren wie z. B. der Wasser-

verlust aus der Zubereitung von grof3erer Bedeutung.

Als Ergebnis der durchgefiihrten Untersuchungen kann festgestellt werden, dass Liposomen
unabhingig vom Cholesterol-Gehalt ihrer Membranen bzw. ihrer Lamellaritit, nach ihrer epi-
kutanen Applikation keinen dauerhaften Einschluss der Spinsonde CAT-1 gewéhrleisten.
Deren Reduktion zum korrespondierenden Hydroxylamin belegt, dass ein Austausch von
CAT-1 bzw. Ascorbat-lonen zwischen der inneren und duferen wéssrigen Phase von Liposo-
men stattfindet. Es kann daher die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Vesikel mit zu-
nehmendem Wasserverlust aus der Zubereitung ihre Integritit und Vesikelstruktur verlieren
und in der Folge ein Lipidfilm auf der Haut entsteht. Letzteres wird durch die Befunde ande-
rer Arbeitsgruppen bestétigt [184, 261, 262]. Als Grund fiir die Reorganisation der Lipide und
die Fusion von Liposomen zu mehrschichtigen Lipidlamellen wird der Phaseniibergang von
L, zu Lg genannt, der eintritt, wenn der Wassergehalt der Zubereitung unter 45 % absinkt

[165, 263]
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In welchen Ausmal} der Zusatz von Natriumascorbat zur dulleren wiassrigen Phase von Lipo-
somen die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen beeinflusst hat, sollte durch einen

neu entwickelten alternativen Versuchsansatz nachfolgend geklért werden.
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Abb. 43 Abhingigkeit der Reduktionskonstanten Kkgeguktion (%/min) von CAT-1 vom
Cholesterolanteil der Membranen von unilamellaren bzw. multilamellaren Liposomen der
Grundlagen DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG (X £s,n=3)

3.2.2  Stabilitdit von multilamellaren Liposomen aus hydrierten Phospholipiden nach

epikutaner bzw. subkutaner Applikation

In dieser Versuchsreihe sollte insbesondere nicht invasiv in vivo untersucht werden, wie lange
intakte Liposomen als Wirkstoffdepot auf bzw. in der Haut zur Verfiigung stehen, und in wel-
chem Maf} die Spinsonde CAT-1 aus diesem Depot an die Umgebung abgegeben wird. Dabei
wurde ein neuer Versuchsansatz entwickelt, mit dem die Integritdt von Liposomen ohne den
Zusatz von Reduktionsmitteln wie z. B. Natriumascorbat zur dufleren Phase der Liposomen
nachgewiesen werden kann. Durch diesen alternativen Untersuchungsansatz sollte eine mog-
liche Destabilisierung der Liposomen durch Bestandteile ihrer &uBeren Phase vermieden
werden. Der Einfluss des Wasserverlusts aus der Zubereitung auf die Freigabe von CAT-1

wurde durch einen Vergleich von okklusiver und nicht okklusiver Applikation bestimmit.

Inwieweit die Depotwirkung von der Auswahl der Liposomengrundlage abhdngt, sollte an-
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hand eines Vergleichs von liposomalen Formulierungen aus hydriertem Ei-Lecithin bzw. aus
Dipalmitoylphosphatidylcholin jeweils mit Cholesterol-Zusatz untersucht werden. Eine ver-
gleichende Versuchsreihe mit den entsprechenden CAT-1-Losungen als Referenzsystem
wurde durchgefiihrt. Die Vergleichbarkeit von In-vivo- und In-vitro-Ergebnissen sollte
anhand von Versuchen mit exzidierter Haut von Nacktméusen iiberpriift werden. Als Refe-
renz zu den Untersuchungen an Haut dienten Untersuchungen an einem Modell. Dieses
bestand aus einem Polycarbonatfilter mit einer Porengréf3e von 50 nm, der als Penetrations-
barriere fiir die applizierten multilamellaren Liposomen diente, und einem darunter liegenden

Agarosegel als Akzeptormedium fiir freigesetztes CAT-1.

Des weiteren ist eine Charakterisierung der Integritidt von multilamellaren Liposomen nach
deren subkutaner Injektion in vivo durchgefiihrt worden. Diese sollte Aufschluss iiber den
Abbau von Vesikeln in der Haut und die Bedeutung der Liposomenstruktur fiir den Depotet-
fekt von subkutan applizierten Liposomen geben. Ein Vergleich mit CAT-1- Losungen diente
auch hier als Referenz. Die subkutane Applikation von Liposomen ist in sehr unterschiedli-
chen Bereichen der Pharmakotherapie von Interesse. Sie erlaubt ein Targeting der Lymph-
knoten, das insbesondere fiir die Behandlung mit Zytostatika, sowie antibakteriellen und anti-
viralen Wirkstoffen von Interesse ist [264]. Darliber hinaus werden weitere Einsatzgebiete fiir
subkutan applizierte Liposomen erforscht, z. B. die Vakzinierung und Rheumatherapie, mit

dem Ziel einer verldngerten Antigenprazens bzw. lokalen Wirkstofffreisetzung [265, 266]

Methodische Grundlagen zur Bestimmung der Integritit von Liposomen. In Kapitel
4.2.1 wurde der Zerfall von Liposomen nach epikutaner Applikation in Abhédngigkeit vom
Cholesterolgehalt bzw. der Lamellaritdt ihrer Membranen nachgewiesen. Der Nachweis des
Integritdtsverlusts erfolgte indirekt iiber die Reduktion freigesetzter Spinsondenanteile durch
Reduktion zum diamagnetischen Hydroxylamin und die Bestimmung der Abnahme der
Signalintensitit nach Doppelintegration. Diese Methode erlaubt jedoch keine Differenzierung
zwischen der Reduktion von Spinsonden nach deren Freisetzung aus den Liposomen und der
Reduktion im Inneren von Liposomen nach dem Eindringen von Ascorbatanionen. Es sollte
daher eine Methode auf diese Problematik angewendet werden, bei der eine direkte nichtinva-
sive Unterscheidung zwischen freigesetzten und verkapselten Anteilen von CAT-1 mdglich

ist. Die Grundlagen der angewendeten Methode sollen nachfolgend kurz erldutert werden.
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In Abb. 44 sind die Verdnderungen der Linienbreiten und der Formen von ESR-Spektren in
der Folge von konzentrationsabhéngigen Wechselwirkungen zwischen Spinsondenmolekiilen
dargestellt. Dabei liegen der Zunahme der Linienbreite und dem sich anschlieBenden Uber-
gang des Signal-Tripletts in ein Singulett im wesentlichen zwei Wechselwirkungsmechanis-

men zugrunde:

I. Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen den magnetischen Momenten der Elektronen
filhren zu einer Verbreiterung der Hyperfeinlinien um AH4. AHy ist umgekehrt proportional
zur dritten Potenz des mittleren Radikalabstandes r(AHq ~1/r°), der mit steigender Konzentra-

tion sinkt.

II. Spin-Austauschwechselwirkungen liegt ein Nahwirkungsmechanismus zugrunde, der nur
bei Uberlappung der 2p 7 Orbitale auftritt, d. h. wenn sich die Radikale bis auf einen kriti-

schen Abstand d. ~1 nm ndhern. Zwei Grenzfille lassen sich unterscheiden:

Schwache Wechselwirkungen: Die drei Komponenten des ESR-Spektrums werden um einen
Betrag AH. verbreitert. Diese Verbreiterung ist ein direktes Mal fiir die Spin-Austausch-

Frequenz.

Starke Wechselwirkung: Die drei Komponenten sind zu einer Linie im Zentrum des Spekt-
rums zusammengelaufen. Die Linie hat Lorentzform. Die Linienbreite AH ist durch die
urspriingliche Hyperfeinlinienaufspaltung ay und durch die Austauschfrequenz W, bestimmt:

AH ~a*y/AW [267].

Im mittleren Bereich der Wechselwirkungen liegen intermedidre Zustdnde der beiden Wech-

selwirkungen und Spektrenformen vor (Abb. 44).

Die Abhingigkeit der Heisenberg-Spin-Austauschrate von der Konzentration der Spinsonde
CAT-1 wurde mit Hilfe eines Simulationsprogramms zur Anpassung von magnetischen
Resonanzspektren [49] bestimmt und ist in Abb. 45 dargestellt. Parallel zum Spinaustausch
nimmt aufgrund der zunehmenden Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Radikalen

bzw. Bestandteilen der Losung die berechnete Mobilitét der Spinsonde ab.
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Abb. 44 L-Band-ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 in Abhdngigkeit von der Spinsonden-
konzentration
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Abb. 45 Abhingigkeit des berechneten Spinaustauschs und der Rotationskorrelationszeit von
der Konzentration der Spinsonde CAT-1

Die Linienbreiten der in Abb. 44 dargestellten ESR-Spektren wurden mit Hilfe eines Simula-
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tionsprogramms zur Anpassung von isotropen ESR-Spektren (ISOTROP) bestimmt und sind
in Tabelle 7 aufgefiihrt. Bei den angegebenen Linienbreiten handelt es sich um summarische
Linienbreiten, bei denen die einzelnen Effekte, die sich auf die Linienbreiten auswirken, nicht

separat erfasst werden. Die Linienbreiten sind stark konzentrationsabhéngig.

Tabelle.7 Linienbreiten der in Abb. 44 dargestellten ESR-Spektren

CAT-1-Konzentration (mM) | Linienbreite Komponente 1 | Linienbreite Komponente 2
(mT) (mT)
25 0,357 -
50 0,567 -
100 0,9429 (64 %) 1,602 (36 %)
150 1,734 -
200 1,464 -
250 1,289 -
300 1,1932 -

Wihrend es sich bei den ESR-Spektren von hoch konzentrierten Losungen, in denen die Spin-
sonden untereinander starke Spin-Austauschwechselwirkungen aufweisen, um ein Singulett
handelt, tritt mit zunehmender Verdiinnung der Spinsondenlosung und der damit einherge-
henden Abnahme der Wechselwirkungsintensitit der Ubergang zu einem Drei-Linien-Spekt-
rum ein. Abnehmende Spinsondenkonzentrationen in hochkonzentrierten Losungen fithren zu
einer Zunahme der Linienbreite des Singuletts, bis der Grenzbereich erreicht ist, in dem das
registrierte Gesamtspektrum aus der Uberlagerung eines Singuletts und eines Tripletts besteht
(vgl. Tab. 7, 100 mM). In CAT-1-Lésungen, in denen die Spinsonde in Konzentrationen unter

100 mM vorliegt, nimmt die Linienbreite der ESR-Signale mit fallender Konzentration ab.

Werden hoch konzentrierte CAT-1-Losungen (> 100 mM) im Inneren von Liposomen ver-
kapselt, kann die Freisetzung der Spinsonde in die duflere wissrige Phase direkt verfolgt
werden. Dieses wird dadurch mdéglich, dass die Spinsonde in der dufleren Phase in sehr gerin-
gen Konzentrationen vorliegt, und das ESR-Spektrum aufgrund stark verminderter Spin-
Austauschwechselwirkungen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen von einem Singulett in ein
Triplett iibergeht. Die Quantifizierung der Singulett- und Triplett-Anteile eines Spektrums
gibt Auskunft iiber das Ausmal} der Freisetzung und erfolgte ebenso wie die Auswertung der

spektralen Eigenschaften, wie z. B. der Linienbreiten, mit Hilfe des Simulationsprogramms
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ISOTROP.

Die Genauigkeit, mit der die Fldchenanteile einzelner Komponenten in den aufgezeichneten
Spektren ermittelt werden konnen, wurde zundchst anhand von Modellspektren iiberpriift.
Dazu wurden die gemessenen L-Band-ESR-Spektren von CAT-1-Losungen der Konzentrati-
onen 138 mM bzw. 25 mM in den Verhiltnissen 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, und 1:9
zu einem Gesamtspektrum iiberlagert. Fiir die durchgefiihrten /n-vivo-Versuche wurde ein
Standard aus 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) verwendet, dessen Singulett-Spektrum
in einer weiteren Reihe von Modellspektren als dritte Komponente mit einem gleichbleiben-
den Anteil von 3 % beriicksichtigt wurde. Die erhaltenen Modellspektren wurden mit
ISOTROP ausgewertet, und die ermittelten Flichenanteile gegen die Sollwerte des Anteils der
Komponente aufgetragen, die in einer Konzentration von 25 mM vorlag (Abb. 46 und 47).
Aus den durchgefiihrten Berechnungen der Anteile ergaben sich maximale Abweichungen
von 9,3 % fiir Spektren, die aus zwei Komponenten zusammengesetzt waren. Erwartungsge-
mil waren die ermittelten maximalen Abweichungen vom Sollwert fiir Spektren, aus denen

drei Komponenten bestimmt werden mussten, hoher (17,3 %).
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Abb. 46 Mit ISOTROP berechneter Anteil des Spektrums einer CAT-1-Losung (25 mM) in
Abhéngigkeit vom Anteil am Modellspektrum (Soll)
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Abb. 47 Mit ISOTROP berechnete Anteile der Komponenten eines Spektrums in
Abhéngigkeit vom Anteil des Spektrums einer CAT-1-Ldsung (25 mM) am Modellspektrum

Bei der Durchfithrung von Untersuchungen an der Haut wurde neben der Freisetzung von
Spinsonden aus Liposomen auch die ESR-Signalintensitidt nach Doppelintegration bestimmit,

die gab Aufschluss tliber die Reduktion von CAT-1 zum diamagnetischen Hydroxylamin gab.

Liposomen aus Presomen® C1 und Presomen® PPG-I. Zur Untersuchung der Stabilitit von
Liposomen nach epikutaner und subkutaner Applikation wurden Liposomen aus den Grund-
lagen Presomen® C1 und Presomen® PPG-I verwendet (vgl.3.1.1). Die Herstellung der
multilamellaren Liposomen erfolgte iiber die Frier-Tau-Methode (vgl. 3.1) nach Hydratisie-
rung der Lipidgrundlagen mit CAT-1-Lésungen (138 mM). Der Lipidgehalt der Formulierun-
gen betrug 10 %. Nicht verkapselte Anteile der Spinsonde wurden durch dreimalige Zentrifu-
gation der Zubereitung, Austausch des jeweiligen Uberstandes und Ergiinzung des Volumens
mit isoosmolarem Phosphatpuffer entfernt. Aus Liposomen, die in Vorversuchen aus nicht
hydrierten Phospholipiden hergestellt wurden, konnten unverkapselte Anteile der Spinsonde
durch Zentrifugation bzw. Dialyse nur unvollstindig entfernt werden. Auf den Einsatz der

Lipidgrundlagen DOPC bzw. P80 wurde daher verzichtet.

Die mit Hilfe der Laserdiffraktometrie bestimmte GroéBenverteilung der Liposomen aus
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Presomen® PPG-I zeigt zwei Maxima und zwar bei 0,432 und 1,919 pm. Der iiberwiegende
Teil der Liposomen (99 %) war kleiner als 2,549 pm. Liposomen aus Presomen® C1 zeigten
ebenfalls ein bimodale Verteilung mit Maxima bei 0,755 und 1,919 pm. 99 % der Liposomen
aus Presomen® C1 hatten einen Durchmesser der kleiner war als 2,933 pm und 40 % wiesen
einen Durchmesser von weniger als 0,452 um auf. Nach Oussoren [264] werden Liposomen
mit GroBen zwischen 0,04 und 0,40 um potentiell in das Lymphsystem aufgenommen und im
Korper verteilt. Dabei hingt die Aufnahmeeffizienz von der Liposomengrof3e ab. Da nur 10 %
der Liposomen aus Presomen® C1 Durchmesser aufweisen die kleiner sind als 0,40 pm wird
mit einer verminderten Aufnahme dieser Vesikel in das Lymphsystem gerechnet, was bei der
Untersuchung der Verteilung von subkutan applizierten Liposomen im Kdrper von Bedeutung

ist (vgl. 3.2.2.4).

Die Verkapselungseffizienz der Liposomen lag bei 52,84 + 0,11 % (Presomen® PPG-I) bzw.
51,8 + 0,89 % (Presomen® C1).

Die Auswertung der Linienbreiten sowie der verkapselten und freigesetzten Anteile von Spin-
sonden in Liposomenzubereitungen erfolgte in allen nachfolgenden Untersuchungen exempla-
risch anhand der ESR-Spektren, die nach der epikutanen bzw. subkutanen Applikation von

CAT-1 in Presomen® PPG-I-Liposomen registriert wurden.

3.2.2.1 Freisetzung von CAT-1 aus Presomen® CI bzw. Presomen®PPG-I-Lipos0men

In der folgenden Untersuchung sollte zunéchst {iberpriift werden, ob die Freisetzung von
CAT-1 aus multilamellaren Liposomen, die mit hoch konzentrierten Lésungen der Spinsonde
(138 mM) beladen wurden, anhand der spektralen Verdnderungen der zugehorigen ESR-
Spektren ohne Aufarbeitung der Probe kontinuierlich verfolgt werden kann. Weiterhin sollte
untersucht werden, ob das unter 3.2.1 zur Reduktion von freigesetztem CAT-1 verwendete
Natriumascorbat die Freisetzung der Spinsonde aus den multilamellaren Liposomen
verindert. Dazu wurden Liposomen aus den Lipidgrundlagen Presomen® C1 bzw. Presomen®
PPG-I nach der unter 7.1.3. beschriecbenen Methode hergestellt. Die Inkubation der
Liposomen in Natriumascorbat-Lésung bzw. Phosphatpuffer erfolgte bei 37 °C. Die Redukti-

onskonstanten (Kredukion) bzw. Feisetzungskonstanten (Kgreisetzung) Wurden aus der logarithmi-
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schen Darstellung der Signalintensitidt bzw. des verkapselten Anteils in Abhéngigkeit von der

Zeit bestimmt.

Die Zugabe von Natriumascorbat-Losung zu den Liposomenformulierungen fiihrt zur Re-
duktion von CAT-1. Durch die sinkende Radikalkonzentration im Inneren der Liposomen und
die dadurch verminderten Spin-Austauschwechselwirkungen erfolgte im Verlauf der Untersu-
chung ein Ubergang des ESR-Signals von einem Singulett in ein Triplett (Abb. 48). Dessen
Signalintensitdt wurde zunehmend vermindert, bis nach 168 h nur noch etwa ein Prozent der

urspriinglich enthaltenen Spinsonde in der Formulierung verblieben war.
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Abb. 48 X-Band ESR-Spektren von CAT-1 verkapselt in Presomen® PPG-I-Liposomen in
Abhéngigkeit von der Zeit nach Zugabe von Natriumascorbat-Puffer bzw. Phosphatpuffer

Durch die Freisetzung und anschlieBende Reduktion der Spinsonde durch Natriumascorbat
bildet sich innerhalb der multilamellaren Liposomen ein Konzentrationsgradient zwischen den
inneren und dufleren Schichten aus. Dieser kann durch die Auswertung der nach 10 bzw. 24 h

aufgezeichneten ESR-Spektren belegt werden. Danach besteht das registrierte Gesamtspekt-
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rum aus einer Uberlagerung von drei Einzelspektren, und zwar einem Singulett und jeweils
einem Triplett mit sehr breiten bzw. schmalen Einzellinien (Abb. 49). Wihrend das Singulett
Bereichen mit hohen Spinsondenkonzentrationen zugeordnet werden kann, belegt das Triplett
mit sehr schmalen Einzellinien die Existenz von Bereichen mit sehr geringen CAT-1-Kon-
zentrationen innerhalb der Liposomen. Die dritte Einzelkomponente kann einem intermedié-
ren Konzentrationsbereich zugeordnet werden. Aus dem Ergebnis wird deutlich, dass CAT-1
durch die Lipiddoppelmembran permeiert und nicht durch den Zerfall der Vesikel aus
Liposomen freigesetzt wird. Im letzteren Fall wire ein ESR-Signal in Form eines Singuletts
registriert worden, das aus dem verbleibenden verkapselten Anteil der hochkonzentrierten

CAT-1 Losung resultiert wire.

- - - - Original-Spektrum
spektrale Anpassung
Komponente 1

- --- Komponente 2

Komponente 3

1 T+ T T T 1T T T T+ T T 1
334 335 336 337 338 339 340 341

magnet. Induktion (mT)

Abb. 49 ESR-Spektrum von CAT-1 verkapselt in Presomen® PPG-I-Liposomen und die mit
dem Programm ISOTROP erstellte Anpassung mit deren Einzelkomponenten

Die in Abb. 48 dargestellten ESR-Spektren von CAT-1 in Liposomen aus Presomen® PPG-I,
die in Phosphatpuffer inkubiert wurden, belegen die gute Differenzierbarkeit von verkapselten
(Singulett) und freigesetzten Anteilen (Triplett) der Spinsonde. Im Verlauf der Untersuchung
nimmt die Amplitude des Signaltripletts, das der freigesetzten Spinsonde zugeordnet wird,
stark zu. Im Gegensatz zu den ESR-Spektren von liposomal eingeschlossenem CAT-1, das in

Natriumascorbat-Losung inkubiert wurde, blieb die urspriingliche Spektrenform jedoch weit-
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gehend erhalten. Die Auswertung der Freisetzungs- bzw. Reduktionskonstanten zeigt, dass
die Freisetzung von CAT-1 aus Liposomen in Phosphatpuffer im Vergleich zu solchen in
Natriumascorbat-Losung stark verzogert erfolgt (Abb. 50). Dadurch wird ein starker Einfluss

von Natriumascorbat auf die Freisetzung von CAT-1 belegt.

Die verstirkte Freisetzung in Anwesenheit von Natriumascorbat kann auf die Erhhung des
Konzentrationsgradienten durch die Reduktion von CAT-1 an der Liposomenoberfldche und
die Entfernung der Radikale aus dem Diffusionsgleichgewicht zuriickgefiihrt werden. Im
Gegensatz dazu verbleiben Spinsonden, die aus Liposomen in Phosphatpuffer freigesetzt
wurden, aufgrund der negativen Ladungstridger in den Lipidmembranen nahe der Oberfliche

und vermindern den Konzentrationsgradienten.

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass CAT-1 aus Liposomen in Phosphatpuffer
nur sehr langsam freigesetzt wird. Da Natriumascorbat die Freisetzung beschleunigt, kann
davon ausgegangen werden, dass auch die Stabilitit von Liposomen auf dem Stratum
corneum, die unter 3.2.1. untersucht wurde, durch die Anwesenheit von Natriumascorbat
vermindert wurde. Nachfolgend sollte daher der hier verwendete Versuchsansatz zur Untersu-
chung der Stabilitidt von Liposomen nach epikutaner Applikation herangezogen werden.
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Abb. 50 Abhingigkeit der relativen Signalintensitit von CAT-1 verkapselt in Presomen® C1-
bzw. Presomen® PPG-I-Liposomen von der Zeit nach Zugabe von Natriumascorbat-Losung
bzw. Phosphat-Puffer (x +s,n=23)
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3.2.2.2 Nicht okklusive Applikation

Modelluntersuchungen mit Liposomen aus Presomen® PPG-I, Presomen® C1 bzw.

Losungen

Mit Hilfe der duchgefiihrten Modelluntersuchungen sollte ermittelt werden welchen
spekrtalen Verdnderungen die CAT-1 ESR-Signale nach der Applikation der Spinsonde in
Liposomen unter nicht okklusiven Bedingungen auf dem unter 3.2.2 beschriebenen Modell
unterliegen, d.h. wenn keine Penetrationsbarriere vorhanden ist und ein wdssriges Akkzep-

tormedium zur Verfiigung steht. CAT-1-Losungen dienten dabei als Referenz.

Nach der Applikation von Liposomen auf das Hautmodell wurde ein breites ESR-Signal
registriert, das von einem Drei-Linien-Signal geringer Intensitit liberlagert ist (Abb. 51). Das
breite Singulett geht auf CAT-1 in Losungen mit hohen Spinsonden-Konzentrationen zuriick,
wie sie zur Hydratisierung der Lipidgrundlagen verwendet wurden und im Inneren von intak-
ten Liposomen vorliegen. Das Triplett hingegen entsteht mit zunehmender Verdiinnung der
CAT-1-Losung und belegt die Freisetzung der Spinsonde aus den Liposomen. Diese beginnt
unmittelbar nach der Applikation der Zubereitung auf den Polycarbonatfilter, wie der Ver-
gleich der Signalintensitdten des Tripletts in der Formulierung vor und nach deren Applika-

tion zeigt (Abb. 48, rechts bzw. 51, links; jeweils O h).

Im Verlauf der Untersuchung nahm der Anteil der nicht verkapselten Spinsonde kontinuier-
lich zu, bis nach 240 min ein Maximum von ca. 19 % erreicht wurde (Abb. 52). Die Auswer-
tung der ESR-Spektren mit ISOTROP zeigt, dass die {iber 300 min aufgezeichneten Spektren
aus zwei Einzelkomponenten, und zwar einem Singulett und einem Triplett, bestehen. Unter
3.2.2.1. wurde festgestellt, dass bei diffusionskontrollierter Freisetzung der Spinsonde aus
Liposomen und abnehmender Konzentration der Spinsonde in den Vesikeln der Ubergang des
zugehorigen ESR-Signals von einem Singulett {iber ein Triplett mit breiten Linien, hin zu
einem Triplett mit schmalen Linien erfolgt. Da dieser Ubergang nicht festgestellt werden
konnte, kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Freisetzung der Spinsonde, nach
der Applikation der Liposomen auf den Membranfilter nicht diffusionskontrolliert, sondern

durch den Zerfall der Vesikel auf der Oberflache des Filters erfolgt.
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Abb. 51 L-Band ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 verkapselt in Presomen® PPG-I-
Liposomen bzw. in Losung in Abhéngigkeit von der Zeit nach Applikation auf das Modell
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Abb. 52 Integrale Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von
CAT-1 in Abhidngigkeit von der Zeit nach Applikation der Liposomenformulierung bzw. der
Losung auf das Modell (x £ s, n=3)
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Die Linienbreiten der Singulett- und Triplett-Komponente (Abb. 53) des Gesamtspektrums
blieben wéhrend der gesamten Untersuchung nahezu konstant. Dadurch kdnnen registrierbare
Verdnderungen der Konzentration von CAT-1 in der Zubereitung auf der Oberfliche des

Modells ausgeschlossen werden.
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Abb. 53 Linienbreiten der Singulett- bzw. Triplett-Komponente von CAT-1 in Abhdngigkeit
von der Zeit nach Applikation der Liposomenformulierung bzw. der Losung auf das Modell
(x £s,n=3)

Als Referenz zu den untersuchten Liposomen wurde eine CAT-1-Losung (138 mM) auf das
Modell appliziert. Da der Polycarbonatfilter fiir diese kein Penetrationshindernis darstellt, trat
nach der Applikation eine sofortige Verdiinnung der Lésung ein. Das nach einer Minute auf-
gezeichnete ESR-Spektrum wird daher von einem Drei-Linien-Signal dominiert (Abb. 51).
Die Auswertung dieses Spektrums mit ISOTROP ergab drei Einzelkomponenten, anhand
derer drei Konzentrationsabstufungen unterschieden werden kénnen. Erstens die urspriinglich
sehr hoch konzentrierte Losung (138 mM), deren Spektrum ein breites Singulett darstellt,
zweitens ein Bereich, in dem eine geringe Spinsondenkonzentration vorlag, mit einem Drei-
Linien-ESR-Signal von geringer Linienbreite (0,25 mT, Abb. 53), und drittens ein Bereich
mit einer mittleren Konzentration und einem Drei-Linien-ESR-Signal mit breiten Einzellinien
(0,71 mT). Die Auswertung der Flachenanteile dieser Einzelkomponenten des Spektrums

ergaben 50,3 % fiir die Singulettkomponente (Abb. 52), 7,3 % fiir das Drei-Linien-Signal mit
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geringer Linienbreite und 41,9 % fiir die dritte Komponente. Die nachfolgend aufgezeichne-
ten Spektren bestanden aus einem Drei-Linien-Signal mit nur einer Komponente und Linien-
breiten von etwa 0,33 bis 0,41 mT. Im Gegensatz zu Liposomen, in denen nach 240 min noch
ca. 80 % der Spinsonde verkapselt auf der Oberflache des Filters vorlagen, kommt es nach der

Applikation von Losungen zu einer schnellen Verteilung der Spinsonden im Modell.
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Abb. 54 Signalintensititen der Spinsonde CAT-1 in Abhédngigkeit von der Zeit nach Appli-
kation von Liposomenformulierungen mit Presomen® PPG-I- bzw. Presomen® C1-Liposomen
bzw. einer Losung auf das Modell (x + s, n = 3)

Die Signalintensitit von CAT-1 in Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. Losungen nahm im
Verlauf der Untersuchung ab, wohingegen die Signalintensitit von CAT-1 in Presomen® C1-
Liposomen um einen Mittelwert schwankte (Abb. 54). Die Abnahme der Signalintensitdten
konnte auf eine Reduktion der Spinsonden durch Bestandteile des Agarosegels zurlickzufiih-

ren sein, die jedoch nicht weiter untersucht wurde.

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass die Freisetzung von CAT-1 aus
multilamellaren Liposomen nach deren Applikation mit Hilfe des neu entwickelten Versuch-
sansatztes kontinuierlich anhand der spektralen Verdnderungen des CAT-1 ESR-Spektrums
verfolgt werden kann. Dariliber hinaus konnte festgestellt werden, dass CAT-1 durch eine
Verlust der Vesikelintegritdt und nicht durch eine Permeation durch die Membranen der

Vesikel auf der Oberfliche des Polycarbonatfilters freigesetzt wird. Ein Teil der Spinsonde
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lag bis zum Ende der Untersuchung nach 300 min in intakten Liposomen verkapselt vor, was

fiir den Depoteffekt von Liposomen von Bedeutung sein konnte.

Epikutane Applikation von Presomen® PPG-I, Presomen®Cl1 und Losungen auf

exzidierte Maushaut

Nachdem gezeigt wurde, dass die Freisetzung von CAT-1 aus Liposomen kontinuierlich
verfolgt werden kann, sollte an exzidierter Maushaut iiberpriift werden, wie lange intakte
Liposomen nach ihrer epikutanen Applikation als Depotsystem auf der Haut zur Verfiigung
stehen. Dariiber hinaus sollten durch einen Vergleich der Liposomenzubereitungen mit
Losungen Informationen zur Bedeutung der Phospholipide fiir den Wasserverlust aus den

applizierten Zubereitungen gewonnen werden.

Nach der epikutanen Applikation von CAT-1 in Presomen® PPG-I-Liposomen auf exzidierte
Maushaut wurde ein ESR-Spektrum aufgezeichnet, das ebenso wie nach der Applikation der
Zubereitung auf das Modell aus einem breiten Singulett und einem {iiberlagerten Triplett be-
steht (Abb. 55). Die Triplett-Komponente hat einen groferen Anteil am Gesamtspektrum als
in der urspriinglichen Formulierung, woraus auf die Freisetzung von CAT-1 aus den Vesikeln
unmittelbar nach deren Applikation geschlossen werden kann. Durch die spektrale Informa-
tion, d. h. das Vorliegen eines Singuletts neben einem Triplett konnte die Stabilitét fiir einen

Teil der epikutan applizierten multilamellaren Liposomen iiber 300 min belegt werden.

Im Gegensatz zum Modell nahm die Amplitude der Triplett-Komponente zunédchst zu, dann
jedoch wieder ab. Die Auswertung der Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am
Gesamtspektrum belegt jedoch eine kontinuierliche Zunahme des Triplett-Anteils auf 16 %
im Verlauf der Untersuchung (Abb. 56). Die Abnahme der Signalamplitude ist auf die
zunehmende Linienbreite des Tripletts-Signals in der Folge von steigenden CAT-1 Konzent-
rationen in der dueren Phase der Liposomen, und die damit verbundene Zunahme von Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen zuriickzufiihren (Abb. 57). Die Konzentrationszunahme wird dabei
durch die kontinuierliche Freisetzung der Spinsonde und den steigenden Wasserverlust aus
der Zubereitung bedingt. Summarisch resultiert der Wasserverlust aus dem Wasserverlust der

duBeren und auch der inneren Phase der Liposomen. Dies wird durch die Auswertung der
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Linienbreiten der Singulett-Komponente deutlich. Die Linienbreite nimmt von 1,735 mT bis
auf 1,266 mT kontinuierlich ab, bis nach 150 min ein Plateau erreicht wird. Ein Vergleich mit
den Linienbreiten in Tab. 7, die aus den Spektren der Konzentrationsreihe bestimmt wurden,
zeigt, dass die Linienbreite im Fall des Singuletts mit steigender Konzentration sinkt,

wodurch der Wasserverlust aus dem Inneren der Liposomen nachgewiesen wird.
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Abb. 55 L-Band ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 verkapselt in Presomen® PPG-I-
Liposomen bzw. in Losung in Abhingigkeit von der Zeit nach Applikation auf exzidierte
Maushaut

Die ESR-Spektren, die nach der epikutanen Applikation von CAT-1-Ldsungen aufgezeichnet
wurden, zeigen ein Singulett, dessen Linienbreite im Verlauf der Untersuchung zunéchst von
1,85 mT auf 1,27 mT abnahm (Abb. 55 und 56). Nach 150 min erfolgte ein Anstieg auf
3,25 mT. Die Abnahme der Linienbreite ist, ebenso wie nach der epikutanen Applikation von
Liposomen, auf den Wasserverlust aus der Zubereitung und die dadurch ansteigende Spinson-
den-Konzentration in der Losung zuriickzufiihren. Im Gegensatz zu der Liposomenformulie-

rung erreichte die Linienbreite jedoch kein Plateau, das auf einen konstanten Wassergehalt der
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Formulierung im weiteren Verlauf der Untersuchung hindeutet, sondern stieg stark an.
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Abb. 56 Integrale Anteile der Singulett- bzw.

Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von

CAT-1 in Abhidngigkeit von der Zeit nach Applikation der Liposomenformulierung bzw. der

Losung auf exzidierte Maushaut (x £s, n=3)
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Abb. 57 Linienbreiten der Singulett- bzw. Tri

plett-Komponente von CAT-1 in Abhédngigkeit

von der Zeit nach Applikation der Liposomenformulierung bzw. der Losung auf exzidierte

Maushaut (x s, n=3)

Der Anstieg der Linienbreite ist auf die Kristallisation der Spinsonde mit fortschreitendem
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Wasserverlust aus der epikutan applizierten Losung zuriickzufiihren. Die Ergebnisse zeigen,
dass Liposomen im Gegensatz zu Ldosungen eine wasserbindende Wirkung auf der Haut
haben, die bereits von anderen Autoren als Verringerung des Transepidermalen Wasserver-

lusts (TEWL) beschrieben wurde [vgl. 268].

Die Penetration von CAT-1 in die Haut sollte, wie am Modell beobachtet, aufgrund der
verminderten Spin-Spin-Wechselwirkungen den teilweisen Ubergang des Signal-Singulett in
ein Triplett nach sich ziehen. Da dieser Ubergang fehlt, kann von der Reduktion der Spin-
sonde zu diamagnetischen Verbindungen in der Haut, insbesondere dem korrespondierenden

Hydroxylamin, ausgegangen werden [111, 269, 270].

Die Reduktion von CAT-1 in der Haut und damit die Penetration der Spinsonde aus Liposo-
men und Ldsungen sollte durch die Auswertung der ESR-Signalintensititen abgeschitzt
werden (Abb. 58). Wihrend die Signalintensitit von CAT-1 nach der Applikation von
Presomen® PPG-I-Liposomen nur geringfiigig abnahm, verringerte sich die Signalintensitit
von CAT-1 in Presomen® C1-Liposomen bis auf 64 % der Intensitit des Ausgangsspektrums.
Unter der Voraussetzung, dass intakte Liposomen nicht in die Haut penetrieren konnen,
entspricht der reduzierte Anteil dem penetrierten Anteil der applizierten Spinsonde. Liposo-
men aus der Lipidgrundlage Presomen® C1 fiihren daher scheinbar zu einer stirkeren Penetra-

tion von CAT-1 als Liposomen aus der Lipidgrundlage Presomen® PPG-I.

Dass quantitative Aussagen in diesem Versuchsansatz nur sehr bedingt moglich sind, belegt
die Auswertung der Signalintensititen von CAT-1 in Losungen. Diese blieb iiber 120 min
nahezu konstant und fiel danach rapide auf 30 % des Ausgangswerts ab. Das Ergebnis legt die
Vermutung nahe, dass in dem Zeitraum von 120 bis 240 min fast 70 % der applizierten Spin-
sonde in die Haut penetriert und dort reduziert worden sind. Die Einbeziehung der Linien-
breiten in die Betrachtung zeigt, dass dieser Zeitraum mit der Kristallisation der Spinsonde
auf der Haut zusammenfallt. Es ist daher anzunehmen, dass die kristallinen Anteile der Spin-
sonde aufgrund der hohen Linienbreite dieser Komponente bei der quantitativen Auswertung
nur teilweise miterfasst werden. Quantitative Aussagen zur Reduktion der Spinsonden sind
daher nur dann mdglich, wenn die Kristallisation der Spinsonden auf der Haut, etwa durch

okklusive Bedingungen, verhindert wird.
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Abb. 58 Signalintensititen der Spinsonde CAT-1 in Abhidngigkeit von der Zeit nach
epikutanen Applikation von Formulierungen mit Presomen® PPG-I- bzw. Presomen® Cl-
Liposomen bzw. einer Losung auf exzidierte Maushaut (X +s,n =3)

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass die epikutane Applikation zur
Freisetzung von CAT-1 aus Liposomen fiihrt, diese aber teilweise ihre Integritdt {iber den
Untersuchungszeitraum von 300 min beibehalten und auf der Haut als Depotsystem zur
Verfiigung stehen. Anhand der spektralen Verdnderungen der CAT-1-Signale kann auf einen
Wasserverlust aus der applizierten Zubereitung geschlossen werden, der zu einer
Konzentrationszunahme der Spinsonde in der inneren und duBleren Phase der Liposomen
fiihrt. Wihrend die applizierten Phospholipide diesen Wasserverlust verzogern, kristallisiert

die Spinsonde nach der epikutane Applikation in Lésungen rasch aus.

Epikutane Applikation von Presomen® PPG-1, Presomen® C1 und Lésungen in vivo

Nachfolgend sollte iiberpriift werden, ob die anhand der Untersuchungen am Modell bzw.
exzidierter Maushaut gewonnenen Erkenntnisse zur Stabilitdt von applizierten Liposomen auf

In-Vivo-Bedingungen tibertragbar sind.

Die ESR-Spektren der nachfolgend durchgefiihrten /n-vivo-Versuche weisen durchgingig
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Rauschanteile auf, die auf den Herzschlag und die Atmung der Tiere sowie dielektrische

Verluste zuriickgehen.

DPPH, dessen Ein-Linien-Signal die aufgezeichneten Spektren im Bereich des Mittelpeaks
der Triplett-Komponente iiberlagert, diente in den /n-vivo-Untersuchungen als Standard und
wurde an der Halterung, die zur Fixierung der Méuse im Resonator diente, unterhalb der
Injektionstelle bzw. der Brust der Tiere befestigt. Das ESR-Signal des Standards ist in
Abb. 59. mit einem Pfeil markiert.
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Abb. 59 In-vivo L-Band ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 (138 mM) verkapselt in
Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. in Losung nach nicht okklusiver Applikation mit DPPH
als Standard

In den In-vivo-Untersuchungen konnte die Freisetzung von CAT-1 aus Liposomen ebenso wie
in den vorausgegangenen In-vitro-Untersuchungen durch die Uberlagerung eines Singulett
mit einem Triplett nachgewiesen werden (Abb. 59). Die Freisetzung erfolgte unmittelbar nach
der Applikation der Zubereitung und nahm im Verlauf der Untersuchung bis auf maximal

8,6 % zu (Abb. 60). Damit fillt die nachweisbare Freisetzung geringer aus als in den entspre-
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chenden In-vitro-Untersuchungen. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die Auswertung
durch das Rauschen und die Berechnung von drei statt zwei Komponenten aus den Gesamt-
spektren ungenauer ist als bei den /n-vitro-Untersuchungen (vgl. Abb. 47 und 48). Der direkte
Vergleich der Absolutwerte aus In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen ist daher nur unter

Vorbehalt moglich.
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Abb. 60 Integrale Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von
CAT-1 in Abhdngigkeit von der Zeit nach Applikation der Liposomenformulierung bzw. der

Losung auf Maushaut in vivo (X £s,n=3)

Der Vergleich der Linienbreiten der Triplett-Komponenten der /n-vivo- und In-vitro-Untersu-
chungen zeigt, dass es in vivo zu einem schnelleren Anstieg der Linienbreite kommt
(Abb. 61). In vivo stieg die Linienbreite innerhalb von 180 min auf ca. 0,5 mT an und nahm in
den folgenden 60 min auf 0,53 mT zu, wihrend sie in vitro erst nach 300 min einen Wert von
0,5 mT erreichte. Der Anstieg der Linienbreite geht auf den Wasserverlust und die dadurch
ansteigende Konzentration von CAT-1 in der Zubereitung zuriick, in deren Folge die
Spinaustausch- und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der Spinsonden untereinander zuneh-
men. Als Ergebnis ist festzustellen, dass es bei dem /n-Vivo-Experiment zu einem schnelleren
und groBeren Wasserverlust aus der applizierten Zubereitung kommt als dies unter den

gewdhlten Bedingungen der In-Vitro-Experimente der Fall war. Dieses Ergebnis wird durch
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die Auswertung der Linienbreiten der Singulett-Komponente unterstiitzt. Diese nahm inner-
halb der ersten 100 min durch die steigenden Spinaustausch- und Dipol-Dipol-Wechselwir-

kungen mit steigender CAT-1-Konzentration kontinuierlich ab.

Die Spinsonden-Konzentration steigt damit in vivo schneller an als in den /n-vitro-Untersu-
chungen, bei denen das Linienbreitenminimum dieser Komponente erst nach 150 min erreicht
wurde. Im Gegensatz zu den In-vitro-Untersuchungen kam es nach 300 min zu einem sprung-
haften Anstieg der Linienbreite von 1,25 mT auf 1,78 mT. Dieser Anstieg ist wahrscheinlich
mit der partiellen Kristallisation von CAT-1 verbunden, wie sie nach der epikutanen
Applikation von CAT-1-Losungen in In-vitro-Untersuchungen beobachtet wurde. Anhand der
spektralen Information kann abgeleitet werden, dass der grofte Anteil der Spinsonde bis zur
Kristallisation verkapselt in den Liposomen vorliegt und nicht in die Umgebung freigesetzt

wird.

Nach der epikutanen Applikation der CAT-1-Losung setzte in vivo ebenso wie in vitro ein
Wasserverlust aus der Zubereitung ein, der bereits nach 60 min zur Kristallistion der Spin-
sonde auf der Haut fiihrte (Abb. 59). Damit verbunden ist ein Anstieg der Linienbreite von
1,20 mT auf 3,82 mT (Abb. 60). In den In-vivo-Untersuchungen erfolgt der Wasserverlust aus
den applizierten Losungen schneller als unter den fiir die /n-vitro-Untersuchungen gewédhlten
Bedingungen. In den In-Vitro-Untersuchungen begann die Kristallisation der Spinsonde erst

nach 150 min.

Die nach der Applikation von Losungen aufgezeichneten ESR-Spektren weisen keinen

Triplett-Anteil auf, der auf penetrierte Anteile der Spinsonde hinweisen wiirde.

Die Signalintensititen der Spinsonde CAT-1, die in Presomen® C1 bzw. Presomen® PPG-I-
Liposomen eingeschlossen war, nahm innerhalb von 300 min um ca. 50 % ab (Abb. 62).

Gleichzeitig nahm der relative Anteil des DPPH-Standards von 3,8 % auf 11,4 % zu.
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Abb. 61 Linienbreiten der Singulett- bzw. Triplett-Komponente von CAT-1 in Abhdngigkeit
von der Zeit nach Applikation der Liposomenformulierung bzw. der Losung auf Maushaut in
vivo (X £s,n=23)

Die Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen belegt die Schwierigkeiten, quantitative
Aussagen anhand der Signalintensititen bzw. dem Verhiltnis zwischen dem ESR-Signal von
CAT-1 und dem Signal des DPPH-Standard zu machen. Wie bereits unter dem vorhergehen-
den Punkt ausgefiihrt, verhindert die Kristallisation der Spinsonde auf der Haut auch bei den
In-vivo-Untersuchungen wahrscheinlich die vollstindige Erfassung des applizierten CAT-1,

wodurch quantitative Aussagen nur sehr bedingt moglich sind.

Durch die In-Vivo-Untersuchungen wird die gewonnenen Erkenntnis bestitigt, dass
Liposomen bzw. Phospholipide den Wasserverlust aus epikutan applizierten Formulierungen
stark verzogern. Weiterhin konnte bestétigt werden, dass Liposomen zum gréfiten Teil inner-
halb der ersten Stunden nach der Applikation ihre Integritidt beibehalten. In den In-Vivo-
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Spinsonde, die im Inneren der Liposomen
vorliegt nach 270 min aufgrund des Wasserverlustes aus der Zubereitung kristallisiert und
somit ein Spinsondendepot auf der Haut entsteht aus dem die Spinsonde nur langsam an die

Haut abgegeben werden kann.
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Abb. 62 Signalintensititen der Spinsonde CAT-1 in Abhidngigkeit von der Zeit nach
Applikation von Formulierungen mit Presomen® PPG-I- bzw. Presomen® Cl-Liposomen
bzw. einer Losung auf Maushaut in vivo (X s, n=3)

3.2.2.3 Okklusive Applikation

In den folgenden Untersuchungen sollte der Einfluss des Wasserverlusts aus der Zubereitung
auf die Freigabe von CAT-1 aus Liposomen durch einen Vergleich von okklusiver und nicht
okklusiver Applikation bestimmt werden. Die Okklusion behindert die normale Wasserabgabe
der Haut, was im Stratum corneum einen Anstieg des Wassergehaltes bis zu 50 % zur Folge
hat [vgl. 271]. Die Hydratisierung der Hornhaut fiihrt nach Barry [272] zu einem Anstieg der
Fluiditédt der intercorneocytiren Bilayer und damit zu einer Verminderung des Widerstandes
gegeniiber penetrierenden lipophilen und hydrophilen Arzneistoffen. Cevc konnte im
Gegensatz dazu fiir Transfersomen zeigen, dass die Penetration von Membranbestandteilen
dieser Vesikel unter okklusiven Bedingungen deutlich vermindert wird [165]. Inwieweit der
Enhancer-Effekt [273] der Okklusion die Penetration bzw. Reduktion der Spinsonde CAT-1

beeinflusst, sollte daher ebenfalls Gegenstand der nachfolgenden Untersuchungen sein.
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Modelluntersuchungen mit Liposomen aus Presomen® PPG-I, Presomen® C1 bzw.

Losungen

Zundichst sollten Untersuchungen am Modell unter okklusiven Bedingungen durchgefiihrt
werden, um Informationen tiber die Integritit von applizierten Liposomen unter Ausschluss

der Wechselwirkungen mit der Haut zu erhalten.

Nach der okklusiven Applikation von CAT-1 in Liposomen auf das Hautmodell wurden ESR-
Spektren aufgezeichnet, die aus der Uberlagerung eines breiten Singuletts und eines Tripletts
bestehen (Abb. 63). Im Verlauf der Untersuchung kam es zu einer raschen Zunahme der
Signalamplitude des Drei-Linien-Signals. Die Auswertung der Spektren hinsichtlich der
Intensitdtsverteilung zwischen der Singulett- und Triplett-Komponente bzw. zwischen der
verkapselten und freigesetzten Spinsonde zeigt, dass im Untersuchungszeitraum von 300 min
der Anteil der freigesetzten Spinsonde auf 38 % anstieg (Abb. 64). Dagegen wurden unter

nicht okklusiven Bedingungen nur 19 % der verkapselten Spinsonde freigesetzt.

Als Ergebnis ist festzuhalten, dass die Stabilitét der Liposomen auf dem Modell unter okklu-
siven Bedingungen geringer ist, als unter nicht okklusiven Bedingungen. Das Ergebnis
iberrascht insofern, als dass eine erhohte Stabilitét der Liposomen durch die Beseitigung der
Luft-Dispersions-Grenzflache und des Wasserverlusts aus der Zubereitung erwartet worden
war. Ein Kontrollexperiment, bei dem die Liposomenzubereitung auf die Baumwollauflage
des Okklusionspflasters aufgetragen wurde, belegte die Stabilitit der Liposomen iiber
300 min, weshalb Inkompatibilitdten zwischen der Baumwollauflage und der Zubereitung als
Grund fiir die geringere Stabilitdt der Liposomen unter Okklusion ausgeschlossen werden
konnen. Die Auswertung der Linienbreiten der Einzelkomponenten des Gesamtspektrums
zeigt, dass sich sowohl die Linienbreite der Singulett-Komponente als auch die der Triplett-
Komponente nur geringfligig dndern (Abb. 65). Eine Zunahme der Spinsondenkonzentration
in der Formulierung auf dem Modell kann durch den unterbundenen Wasserverlust aus der

Zubereitung erwartungsgemill ausgeschlossen werden.
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Abb. 63 L-Band ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 verkapselt in Presomen® PPG-I-
Liposomen bzw. in Losung in Abhdngigkeit von der Zeit nach okklusiver Applikation auf das

Modell
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Abb. 64 Integrale Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von
CAT-1 in Abhéngigkeit von der Zeit nach okklusiver Applikation der Liposomenformulie-
rung bzw. der Losung auf das Modell (x s, n =3)
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Nach der okklusiven Applikation von Losungen wurde ein Spektrum aufgezeichnet, dass
ebenso wie nach der nicht okklusiven Applikation aus drei Einzelkomponenten besteht,
nidmlich einem Triplett mit geringer bzw. hoher Linienbreite und einem Singulett (Abb. 64).
Die Anteile der Einzelkomponenten des Spektrums betragen 19,9 % fiir das Triplett mit
geringer Linienbreite, 48,9 % fiir das Triplett mit hoher Linienbreite bzw. 31,2 % fiir das
Singulett (Abb. 64). Die nachfolgend aufgezeichneten Spektren bestehen zu 100 % aus einem
Triplett mit geringer Linienbreite, wodurch die rasche Verteilung der Spinsonden im Modell
belegt wird. Das Ergebnis zeigt, dass die Diffusion der Spinsonde in das Modell durch die

Baumwollauflage des Okklusionspflasters nicht entscheidend behindert wird.

Die Linienbreiten der Einzelkomponenten der Spektren verdnderten sich in Analogie zu der
nicht okklusiven Applikation von Lésungen nicht (Abb. 65). Anderungen der Spinsonden-
konzentration innerhalb des Modells, die zu einer Zunahmen der Linienbreite fithren wiirden

konnen, damit ausgeschlossen werden.

Die Signalintensitit von CAT-1 in Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. in Losung blieb, von
Schwankungen abgesehen, nahezu konstant (Abb. 66). Dagegen nahm die Signalintensitét

von CAT-1 in Presomen® C1-Liposomen mit zunehmender Dauer der Versuche ab.
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Abb. 65 Linienbreiten der Singulett- bzw. Triplett-Komponente von CAT-1 in Abhdngigkeit
von der Zeit nach okklusiver Applikation der Liposomenformulierung bzw. der Losung auf
das Modell (x +s,n=23)
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Abb. 66 Signalintensititen der Spinsonde CAT-1 in Abhdngigkeit von der Zeit nach okklusi-
ver Applikation von Presomen® C1-, Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. der Losung auf das
Modell (x £s,n=23)

Epikutane Applikation von Presomen® PPG-1, Presomen® C1 und Losungen auf

exzidierte Maushaut

Durch Untersuchungen an exzidierter Maushaut sollten Informationen iiber die Integritdt von
epikutan applizierten Liposomen unter okklusiven Bedingungen gewonnen werden. Dariiber
hinaus war von Interesse, ob die unter okklusiven Bedingungen ansteigende Hydratisierung

der Hornhautbarriere zu einer erhéhten Penetration der Spinsonde CAT-1 fiihrt.

Nach der okklusiven Applikation der Liposomenformulierungen auf exzidierte Maushaut
wurde ebenso wie nach der nicht okklusiven Applikation ein ESR-Signal aufgezeichnet, das
aus einem breiten Singulett und einem Triplett besteht (Abb. 67). Die Auswertung der Anteile
der Einzelkomponenten am Gesamtspektrum zeigt, dass ca. 97 % der Spinsonde verkapselt in
Liposomen vorlagen (Abb. 68). Dieser Anteil blieb im Verlauf der Untersuchung nahezu
konstant. Es kann daher die Schlussfolgerung gezogen werden, dass bei einem konstanten
Wasserpartialdruck in der Zubereitung keine Freisetzung der Spinsonde aus den Liposomen

und keine Zunahme der Konzentration von CAT-1 in der Formulierung auftritt. Letzteres wird
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durch die Auswertung der Linienbreiten der Singulett- und Triplett-Komponente belegt, die

im Verlauf der Untersuchung nahezu unveriandert blieben (Abb. 69).
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Abb. 67 L-Band ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 verkapselt in Presomen® PPG-I-
Liposomen bzw. in Losung in Abhédngigkeit von der Zeit nach okklusiver Applikation auf
exzidierte Maushaut

Nach der Applikation der Losung auf die exzidierte Haut wurde zunéchst ein ESR-Signal
aufgezeichnet, das aus einem Singulett ohne weitere Komponenten besteht (Abb. 67). Im
Verlauf der Untersuchung wurde dieses Singulett zunehmend von einem Triplett iiberlagert,
dessen Anteil am Gesamtspektrum auf maximal 2,5 % anstieg (Abb. 68). Das Triplett geht
auf den Anteil der Spinsonde zuriick, der in die Haut penetriert ist, dort aber nicht reduziert
wurde. Die mit der Penetration der Sonde verbundene Entstehung des Tripletts wird, wie bei
der Freisetzung aus dem Inneren von Liposomen, durch die Verminderung der Dipol-Dipol-
und Spinaustauschwechselwirkungen hervorgerufen. Die Linienbreiten der beiden Kompo-
nenten blieben wéhrend der Untersuchung unveréndert (Abb. 69). Aus dem Ergebnis kann die

Schlussfolgerung gezogen werden, dass in der CAT-1-Losung auf der Haut keine Konzentra-



156 Stabilitdit von Liposomen nach epikutaner und subkutaner Applikation

tionsveranderungen eintraten. Ein Verlust von Wasser aus der Zubereitung kann damit ebenso
ausgeschlossen werden wie eine Aufnahme von Wasser aus der Haut, die zu einer Zunahme
der Liniebreite bzw. zu einem Ubergang des Singuletts in ein Triplett gefiihrt hiitte (vgl.
Tab. 7).
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Abb. 68 Integrale Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von
CAT-1 in Abhéngigkeit von der Zeit nach okklusiver Applikation der Liposomenformulie-
rung bzw. der Losung auf exzidierte Maushaut (x £ s, n = 3)

Nach der Applikation von CAT-1 in Liposomen bzw. in Ldsung auf exzidierte Maushaut
blieben die Signalintensititen nahezu konstant (Abb. 70). Da die Penetration der Spinsonde
anhand der Entwicklung der Signalform von CAT-1 nach der okklusiven Applikation von
Losungen eindeutig nachgewiesen werden konnte, und die Haut iiber eine umfangreiche
enzymatische Ausstattung verfiigt, die in der Lage ist, eindringende Radikale rasch zu
reduzieren, iliberrascht dieses Ergebnis. Damit konnte die Penetration der Spinsonde zwar
qualitativ nachgewiesen werden, unter den bestehenden experimentellen Bedingungen konnte

die Reduktion der Spinsonde jedoch nicht quantifiziert werden.
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Abb. 70 Signalintensititen der Spinsonde CAT-1 in Abhidngigkeit von der Zeit nach

okklusiver Applikation

von Presomen® C1-, Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. der Losung

auf exzidierte Maushaut (X £s,n=3)
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Epikutane Applikation von Presomen® PPG-I, Presomen® C1 und Losungen in vivo

Nachdem in In-Vitro-Untersuchungen unter okklusiven Bedingungen eine erhéhte Stabilitdt
von epikutan applizierten Liposomen nachgewiesen werden konnte sollte iiberpriift werden,
ob die erhohte Stabilitidt auch unter In-Vivo-Bedingungen nachgewiesen werden kann.
Weiterhin sollte iiberpriift werden, ob die Applikation von CAT-1 in Ldésungen unter

okklusiven Bedingungen in vivo ebenso zu einer verbesserten Penetration fiihrt wie in vitro.

Nach der okklusiven, topischen Applikation von Liposomen in vivo wurden Spektren
aufgezeichnet, die ebenso wie die Spektren der In-vitro-Untersuchungen aus der Uberlage-
rung von drei Einzelkomponenten bestehen (Abb.71). Das Singulett mit der groen Linien-
breite wird der verkapselten Spinsonde zugeordnet, das Triplett dagegen der freigesetzten
Spinsonde, und das Singulett mit der geringen Linienbreite geht auf den mitgefithrten DPPH-

Standard zuriick.

Im Gegensatz zur nicht okklusiven Applikation &ndern sich die Anteile der Einzelkompo-
nenten am Gesamtspektrum, ebenso wie die zugehdrigen Linienbreiten, nur unwesentlich
(Abb. 72 und 73). Diese Ergebnisse belegen den Erhalt der Integritit der Liposomen nach
ihrer okklusiven Applikation, die bereits in den entsprechenden In-vitro-Untersuchungen

nachgewiesen wurde.

Der Vergleich der ESR-Spektren von CAT-1-Losung nach okklusiver Applikation in vitro mit
den entsprechenden Spektren der /n-vivo-Untersuchungen zeigt, dass es in vivo nicht zu einer
Uberlagerung des Singuletts mit einem Triplett kommt, das durch die penetrierten Anteile der
Spinsonde hervorgerufen wird (Abb. 71 und 67). Der relative Anteil des breiten Singuletts am
Gesamtspektrum schwankt wéhrend der gesamten Versuchsdauer um einen Mittelwert von
95,8 % (Abb. 72). Dieser Befund deutet zunichst darauf hin, dass die Spinsonde nicht in die
Haut penetriert. Da jedoch unter den gewéhlten Versuchsbedingungen nicht mit einer grund-
satzlich anderen Permeabilitit der Haut fiir CAT-1 in vitro und in vivo gerechnet wird,
miissen weitere Griinde fiir das Fehlen der Triplett-Komponente mit in Betracht gezogen
werden: Im Gegensatz zu den exzidierten Hautproben werden Substanzen, die durch das
Stratum corneum in die Haut penetrieren, aus der Dermis des lebenden Organismus {iber die

Blutgefif3e abtransportiert und im gesamten Organismus verteilt.
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Abb. 71 In-vivo L-Band ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 (138 mM) verkapselt in
Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. in Losung nach okklusiver Applikation mit DPPH als
externem Standard

Die lokale Konzentration der Spinsonde wird dadurch verringert. Aufgrund der geringen
CAT-1-Konzentration und dem geringen Signal-Rausch-Verhéltnis der Spektren kann deshalb
das zugehorige ESR-Signal-Triplett wahrscheinlich nicht detektiert werden. Ein weiterer
Grund konnte auch die verédnderte Reduktion der Radikale in der Haut sein. Fiir die Reduktion
sind insbesondere Ascorbinsdure und verschiedene Enzymsysteme wie z. B. Cytochrom P-
450, NADPH-abhingige Cytochrom P-450-Reduktase und das Thioredoxin-Thioredoxin-
Reduktasesystem verantwortlich [27, 274]. Die Bereitstellung von Ascorbinsdure bzw.
Energie fiir die Funktion der Enzyme ist an die Viabilitit der Haut gebunden. Diese nimmt in
den ersten Stunden nach der Entnahme jedoch stark ab [275, 276]. Es ist daher zu erwarten,
dass die Reduktion der Radikale mit zunehmender Inkubationsdauer und Penetration von
CAT-1 in die Haut vermindert wird. Durch die in der Folge entstehende hohere CAT-1-
Konzentration kann die Triplett-Komponente im ESR-Spektrum unter /n-Vitro-Bedingungen

detektiert werden. Im Gegensatz zur exzidierten Haut kann in vivo von der kontinuierlichen
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Bereitstellung der notwendigen Energie bzw. Ascorbinséure ausgegangen werden, wodurch in
die Haut eindringende Radikale reduziert werden und die Detektion der zugehorigen Triplett-

Komponente verhindert wird.
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Abb. 72 Integrale Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von
CAT-1 in Abhéngigkeit von der Zeit nach okklusiver Applikation der Liposomenformulie-
rung bzw. der Losung auf exzidierte Maushaut (x £ s, n = 3)
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Abb. 73 Linienbreiten der Singulett- bzw. Triplett-Komponente von CAT-1 in Abhingigkeit
von der Zeit nach okklusiver Applikation der Liposomenformulierung bzw. der Losung auf
exzidierte Maushaut (X £s,n=3)
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Die Linienbreite des Singuletts bleibt wihrend der Untersuchung nahezu konstant, wodurch
der Wasserverlust aus der Zubereitung, aber auch die Aufnahme von Wasser aus der Haut in

die Zubereitung ausgeschlossen werden konnen (Abb. 73)

Die Signalintensitéten der untersuchten Zubereitungen blieben nach der epikutanen Applika-
tion von CAT-1 in Presomen® Cl-, Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. Losungen unter
okklusiven Bedingungen wihrend des Untersuchungszeitraumes nahezu konstant. Eine

Reduktion der Spinsonde in der Haut konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 74).

13071n Vivo, okklusiv

120-
110-

1004 m

90 é
80
70
60
50
40-

8 O

Signalintensitat (%)

30
20—
10

Presomen PPG
Presomen C1
Losung

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1

0 50 100 150 200 250 300

Zeit (min)

BOM

0

Abb. 74 Signalintensititen der Spinsonde CAT-1 in Abhidngigkeit von der Zeit nach
okklusiver Applikation von Presomen® C1-, Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. der Losung
auf exzidierte Maushaut (X £s,n=3)

3.2.2.4 Subkutane Applikation

Die subkutane Applikation von Liposomen erlaubt ein Targeting der Lymphknoten, das
insbesondere fiir die Behandlung mit Zytostatika, sowie antibakteriellen und antiviralen
Wirkstoffen, von Interesse ist. Darliber hinaus werden weitere Einsatzgebiete fiir subkutan
applizierte Liposomen erforscht, z.B die Vakzinierung und Rheumatherapie, mit dem Ziel
einer verldngerten Antigenprizens bzw. lokalen Wirkstofffreisetzung. Dabei fiihrt die

Verkapselung von Proteinen bzw. Arzneistoffen in multilamellare oder multivesikulare
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Liposomen im Vergleich zu anderen Zubereitungen zu einer stark verzogerten Freisetzung,
die sich nach extravasaler Injektion iiber mehrere Tage bis Wochen erstrecken kann [56 - 58].
Die Freisetzung der Wirkstoffe kann dabei durch die Zusammensetzung der Lipidmembran
modifiziert werden, und ist aus Liposomen mit rigiden Lipidmembranen im Vergleich zu
solchen mit fluiden Lipidmembranen deutlich verlangsamt [277]. Dagegen entscheidet die
GroBe der injizierten Liposomen iiber deren Aufnahme in das Lymphsystem und damit {iber

die Verteilung im Korper [264].

Depotformulierungen auf der Grundlage von Liposomen erscheinen fiir die Applikation von
hochpotenten Wirkstoffen wie z. B. Zytostatika, Peptiden (z. B. Interferone) bzw. Analgetika
besonders geeignet zu sein [278, 279]. Entsprechende Zubereitungen befinden sich derzeit in
der klinischen Priifung (DepoMorphin®, DepoBuvivacaine™) bzw. sind bereits zugelassen

(Paxil®-CR, DepoCyt®) [59].

Nicht invasive Untersuchungen zum Verteilungsverhalten bzw. dem Depoteffekt von
Liposomen wurden bisher nur mit radioaktiv markierten Substanzen durchgefiihrt. Durch die
radioaktive Markierung von Phospholipiden bzw. anderen Bestandteilen der Lipiddoppel-
membran sollte der Verbleib der Vesikel im Korper untersucht werden. Im Fall des
Lipidaustauschs zwischen Liposomen und korpereigenen Strukturen, wie z. B. roten Blutkdor-
perchen, ist das radioaktive Signal nicht zwangsldufig an die injizierten Vesikel gebunden.

Die Ergebnisse dieser Studien sind daher kritisch zu beurteilen.

Im folgenden Versuchsteil sollte daher mit Hilfe der ESR-Spektroskopie untersucht werden,
ob es nach der subkutanen Injektion von Liposomen zur Ausbildung eines lokalen Wirkstoff-
depots am Injektionsort kommt. Weiterhin sollte die Integritdt der Vesikel und deren Bedeu-
tung fiir den Depoteffekt von Liposomen untersucht werden. Dazu wurden CAT-1-Losungen
(138 mM) ebenso wie in den vorangegangenen Untersuchungen in multilamellare Liposomen
eingeschlossen, und nicht verkapselte Anteile der Spinsonde aus der Zubereitung entfernt. Die
Zubereitungen wurden am Riicken von Nacktméusen oberhalb des Schwanzansatzes subkutan
injiziert. Die Untersuchung der Integritdt der Vesikel erfolgte durch die Aufzeichnung der
spektralen Information tliber der Applikationsstelle. Die systemische Verteilung von CAT-1
im Korper wurde dagegen durch die Aufzeichnung der spektralen Information iiber der Brust

der Tiere untersucht. Durch den Vergleich von multilamellaren Liposomen aus Presomen® C1
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und solchen aus Presomen® PPG-I sollten Informationen iiber den Einfluss der Begleitstoffe
von Sojabohnenlipiden auf die Freisetzung von CAT-1 gewonnen werden. Als Referenz diente

eine wdssrige Losung der Spinsonde.

Nach der subkutanen Injektion der liposomal verkapselten Spinsonde in Nacktmiuse wurden
ESR-Spektren registriert, die aus der Uberlagerung von drei Einzelkomponenten bestehen
(Abb. 75). Die Gesamtspektren setzen sich aus einem Triplett mit geringer Signalintensitét,
einem Singulett mit geringer Linienbreite und einem sehr breiten Singulett mit geringer

Amplitude zusammen.
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Abb. 75 In-vivo L-Band ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 (138 mM) verkapselt in

Presomen® PPG-I-Liposomen nach subkutaner Injektion in Nacktméuse in Abhingigkeit von
der Zeit mit DPPH als externem Standard

Wihrend der mitgefiihrte externe DPPH-Standard als Singulett mit geringer Linienbreite im
Gesamtspektrum detektiert wurde, konnten die in den Liposomen verkapselten Anteile von
CAT-1 dem Singulett mit der groen Linienbreite und der kleinen Amplitude zugeordnet

werden. Im Verlauf der Untersuchung wurden iiber den Untersuchungszeitraum von
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96 Stunden ESR-Signale aufgezeichnet, die aus diesen beiden Einzelkomponenten bestanden,
und deren Linienform damit den Erhalt der Vesikelstruktur der Liposomen nach subkutaner
Injektion belegen. Die dritte Einzelkomponente des Gesamtspektrums, d. h. das Signal-
Triplett, kann nicht verkapselten bzw. wihrend der Injektion freigesetzten Anteilen der
Spinsonde zugeordnet werden. Der mit abnehmender Konzentration der Spinsonde auftre-
tende Ubergang des ESR-Signals von einem Singulett in ein Signal-Triplett geht auf die dabei
abnehmenden Spinaustausch- und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zuriick (s.0.). Der
Ubergang des Singuletts in ein Triplett bzw. die Detektion eines Tripletts belegt daher die
Freisetzung von CAT-1 aus dem wissrigen Innenvolumen der Liposomen. Die geringen
Anteile an nicht verkapselter Spinsonde, die in der Formulierung vorlagen und in dem ersten
aufgezeichneten Spektrum als Triplett das Gesamtspektrum iiberlagern, wurden innerhalb der
ersten Stunden soweit reduziert, dass eine Differenzierung zwischen dem Signal und dem
Grundrauschen nur noch schwer moglich ist. In einer der untersuchten Formulierungen
konnte der Triplett-Anteil bereits nach zwei Stunden nicht mehr nachgewiesen werden. Die
Reduzierung von freigesetzten Anteilen der Spinsonde belegt im Fall der Liposomen somit
die Bedeutung der Vesikelstruktur fiir die Depotwirkung. In den ESR-Spektren, die im
Zeitraum von 24 bis 96 Stunden nach der Injektion der Zubereitungen aufgezeichnet wurden,
kann das Triplett-Signal dagegen deutlich vom Basisrauschen unterschieden werden. Dadurch
wird belegt, dass nach 24 Stunden eine kontinuierliche Freisetzung der Spinsonde aus den

Liposomen eintritt.

Nach der subkutanen Injektion der Zubereitung konnten {iber der Brust der Tiere keine ESR-
Signale von CAT-1 aufgezeichnet werden. Der Ubergang von Liposomen in das Lymphsys-
tem bzw. die systemische Verteilung der Spinsonden konnte unter den gewéhlten

Bedingungen nicht nachgewiesen werden.

Die durch Spektrensimulation ermittelten Anteile der Einzelkomponenten am Gesamtspekt-
rum (Abb. 76) blieben im Untersuchungszeitraum, ebenso wie die Linienbreiten der Einzel-
komponenten (Abb. 77), nahezu konstant. Da Verdnderungen der Konzentration von CAT-1
im Inneren der Liposomen mit Anderungen der spektralen Linienbreiten verbunden sind
(Tab. 7), konnen diese damit ausgeschlossen werden. Die Freisetzung der Spinsonde aus dem
Inneren der Vesikel beruht daher wahrscheinlich nicht auf einer Diffusion der Spinsonde

durch die Lipiddoppelmembran der Liposomen, sondern auf einem Abbau der Vesikel, bei



Stabilitdt von Liposomen nach epikutaner und subkutaner Applikation

165

dem der gesamte Inhalt der Liposomen auf einmal freigesetzt wird.
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Abb. 76 Integrale Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von
CAT-1 in Abhingigkeit von der Zeit nach subkutaner Injektion von Presomen® PPG-I-

Liposomen in Nacktméuse (X s, n=3)
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Abb. 77 Linienbreiten der Singulett- bzw. Triplett-Komponente von CAT-1 in Abhdngigkeit
von der Zeit nach subkutaner Injektion von Presomen® PPG-I-Liposomen in Nacktmiuse (X

+s,n=3)

Nach der Injektion von CAT-1-Losungen (138 mM) konnte eine rasche Abnahme der
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Spinsonden-Konzentration durch die Verdnderung der Form der registrierten ESR-Spektren

am Injektionsort festgestellt werden (Abb. 78).
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Abb. 78 In-vivo L-Band ESR-Spektren einer CAT-1-Losung (138 mM) nach subkutaner
Injektion in Nacktmiuse in Abhéngigkeit von der Zeit; aufgezeichnet iiber dem Riicken
(links) bzw. der Brust (rechts) mit DPPH als externem Standard

Wihrend das unmittelbar nach der Injektion aufgezeichnete Spektrum aus dem schmalen
Singulett des DPPH-Standard, dem breiten Singulett von CAT-1 in Lésung und der Uberlage-
rung einer Triplett-Komponente besteht, dominiert letztere das nach 30 min aufgezeichnete
Spektrum bereits so stark, dass die beiden anderen Komponenten nur durch Spektrensimula-
tion nachgewiesen werden konnten. Der Anteil der Triplett-Komponente am Gesamtspektrum
nimmt mit zunehmender Verdiinnung der Spinsonden-Ldsung am Injektionsort von ca. 9 %
am Start auf ca. 88 % nach 60 min zu (Abb. 79). Gleichzeitig steigt die Amplitude des
Tripletts durch die Abnahme der Spinaustausch- und Dipolwechselwirkungen, sowie die

damit verbundene Abnahme der Linienbreiten an (Abb. 80). Wéhrend der Anteil der Triplett-
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Komponente im weiteren Verlauf der Untersuchung abnimmt, und bereits nach 180 min kein
CAT-1-Spektrum am Injektionsort mehr detektiert werden kann, steigt der Anteil des DPPH-
Standard am Gesamtspektrum im gleichen Zeitraum auf 100 % an, wodurch die Reduktion
der Sonde bzw. deren systemische Verteilung belegt wird. Die Verteilung der Sonde im
Korper kann auch anhand der ESR-Spektren nachgewiesen werden, die iiber der Brust der
Tiere aufgezeichnet wurden (Abb. 78). Bereits nach 15 min konnte neben dem Singulett des
DPPH-Standards ein Triplett von geringer Intensitét festgestellt werden, das auf die injizierte
Spinsonde zuriickgeht. In den nach 45 und 80 min aufgezeichneten Spektren hatte das Triplett
eine anndhrend gleiche Signalintensitdt. Diese war im Vergleich zu dem nach 15 min aufge-
zeichnetem Spektrum deutlich erhoht. Im weiteren Verlauf nahm die Signalintensitét
aufgrund der Reduktion der Radikale ab, bis nach 170 min kein Triplett-Signal mehr
detektiert werden konnte. Die Ergebnisse belegen eine schnelle Verteilung von CAT-1 im

gesamten Korper.
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Abb. 79 Integrale Anteile der Singulett- bzw. Triplett-Komponente am Gesamtspektrum von
CAT-1 in Abhéngigkeit von der Zeit nach subkutaner Injektion von Ldsungen in Nacktmiuse
(x £s,n=3)

Die Signalintensitdt der Spinsonde am Injektionsort nimmt exponentiell ab. Nach logarithmi-
scher Darstellung der relativen Signalintensititen und linearer Kurvenanpassung ergibt sich
fiir die Reaktion erster Ordnung eine Geschwindigkeitskonstante von kreguktion (min'l) =0,011

(Abb. 81, Losung). Tritt wihrend der Injektion der Losung die Bildung eines Odems am
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Injektionsort auf, wird dadurch die Geschwindigkeitskonstante auf einen Wert von kgreduktion
= 0,004 min"' verringert (Abb. 81, Losung Odem), mit der Folge, dass am Injektionsort iiber
300 min ein Signal-Triplett mit geringer Linienbreite detektiert werden kann. Die Zeit, nach
der ESR-Signale iiber der Brust registriert werden konnen, wird ebenso wenig durch die
Odembildung am Injektionsort beeinflusst, wie der Zeitraum in dem diese Signale registriert

werden konnen.

Im Gegensatz zu Losungen wird CAT-1 aus Liposomen nur sehr langsam im Korper verteilt.
Die Reduktion der freigesetzten Spinsondenanteile erfolgte schneller als deren systemische
Verteilung, weshalb tiber der Brust der Tiere keine ESR-Signale registriert werden konnten.
Die Abnahme der Signalintensitét erfolgt im Gegensatz zu den Losungen nicht exponentiell,
sondern linear. Die durch lineare Kurvenanpassung bestimmten Geschwindigkeitskonstanten
der Zubereitungen mit den Lipidgrundlagen Presomen® C1 bzw. Presomen® PPG-I unter-
scheiden sich geringfiigig voneinander (kreduktion = 0,4410 %h™! bzw. KReduktion = 0,4775 %h'l).
Danach wird die Spinsonde aus Liposomen, deren Lipiddoppelmembranen aus Ei-lipiden
bestehen, geringfiigiglangsamer freigesetzt als aus solchen, deren Lipiddoppelmembranen aus

partialsynthetischen Lipiden zusammengesetzt sind.
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Abb. 80 Linienbreiten der Singulett- bzw. Triplett-Komponente von CAT-1 in Abhingigkeit
von der Zeit nach subkutaner Injektion von Losungen in Nacktméuse (X + s, n = 3)
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Abb. 81 Signalintensititen der Spinsonde CAT-1 in Abhédngigkeit von der Zeit nach subkuta-
ner Injektion von Presomen® C1-, Presomen® PPG-I-Liposomen bzw. Losungen in Nackt-
miuse; ohne Odembildung (Lésung A) bzw. mit Odembildung (Lésung B) (X +s, n = 3)

Die Auswertung der ESR-Spektren, die iiber dem Injektionsort bzw. der Brust der Tiere
aufgezeichnet wurden, macht die Unterschiede zwischen Liposomen und Lésungen in Bezug
auf den Depot-Effekt und die systemische Verteilung nach subkutaner Injektion deutlich.
Liposomen sind in der Lage, CAT-1 in einem lokalen Depot unter der Haut zu binden, und

vor der Reduktion durch Enzyme bzw. Reduktionsmittel zu schiitzen. Dadurch liegen am
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Ende des Untersuchungszeitraums, d.h. 96 h nach der Injektion, in Liposomen noch ca. 60 %
der Spinsonde am Injektionsort vor wihrend nach der Injektion in Losungen die Spinsonde
rasch im gesamten Korper verteilt und innerhalb von 180 min vollstindig reduziert wird. Die
Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchung zeigen, dass Liposomen nach der subkutanen
Applikation ihre Integritét beibehalten, und dass der Depoteffekt und der Reduktionsschutz an
die Integritdt der Vesikel gebunden ist.

Wenn Liposomen subkutan in den Korper eingebracht werden, konnen maBgeblich zwei
Dinge passieren: (1) Inhaltsstoffe der Liposomen konnen freigesetzt werden, wobei die
Liposomen unter dem Einfluss von Umgebungsfaktoren zerfallen oder intakt bleiben kdnnen
und /oder (2) die Vesikel werden mit der Lymphfliissigkeit bzw. dem Blut durch das Gewebe
transportiert wo ein Teil von Zellen aufgenommen wird. Dass die Freisetzung der Spinsonden
unter Beibehaltung der Integritdt der Liposomen jedoch ausgeschlossen werden kann, soll
nachfolgend erldutert werden. Ein Vergleich der Linienbreiten zwischen den Singulett
Komponenten der ESR-Spektren der urspriinglichen Zubereitung und den Linienbreiten der
subkutan injizierten Liposomen zeigt, dass diese nahezu iibereinstimmen. Dieses Ergebnis
lasst den Schluss zu, dass die Konzentration der CAT-1 Lésungen im Inneren der Liposomen
unter der Haut im Untersuchungszeitraum nicht erheblich verdndert worden ist. Eine massive
Freisetzung der Spinsonde aus den intakten Liposomen in die Umgebung kann daher ausge-
schlossen werden. Dies wird auch dadurch belegt, dass zur Simulation der experimentellen
ESR-Spektren nicht mehr als zwei Spezies und zwar die Spektren der verkapselten und der
freigesetzten Spinsonde benétigt wurden. Um den, im Fall einer Permeation der Spinsonde
aus den Liposomen, entstehenden Konzentrationsgradienten innerhalb der Liposomen simu-
lieren zu kdnnen sind jedoch mehr als nur zwei Einzelkomponenten notwendig, wie dies am
Beispiel der Freisetzung von CAT-1 aus Liposomen in Natriumascorbat-Losung gezeigt
werden konnte. Die wéhrend des Untersuchungszeitraums auftretende Konzentrationsab-
nahme der Spinsonde am Injektionsort ist daher wahrscheinlich nicht auf eine Freisetzung der
Spinsonde unter Beibehaltung der Liposomenintegritit zuriickzufiihren. Vielmehr beruht
diese auf einem moglichen Abtransport der Vesikel iiber das Lymphsystem oder auf einem
Abbau von Liposomen durch Phagozytose, Adsorption oder Fusion der Liposomen mit Zellen

des umliegenden Gewebes [226]. Gegen einen Abtransport der Vesikel vom Injektionsort
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spricht, dass die Geschwindigkeitskonstanten der Spinsondenreduktion in Formulierungen mit
Liposomen aus Presomen® C1 und Presomen® PPG-I nahezu iibereinstimmen. Fiir den Fall
eines massiven Abtransports der Liposomen iiber das Lymphsystem hétten sich die Ge-
schwindigkeitskonstanten deutlich unterscheiden miissen. Dies kann damit begriindet werden,
dass in Formulierungen aus Presomen® PPG-I 40 % in Formulierungen aus Presomen® C1
jedoch nur 10 % der Liposomen kleiner sind als 0,4 pm und damit nach dem von Oussoren
angegebenen GroBenbereich [264], potentiell fiir eine Aufnahme in das Lymphsystem zur
Verfligung stehen. Fehlende CAT-1 Signale in den ESR Spektren die {liber der Brust der Tiere
detektiert wurden bestitigen zudem, dass die injizierten multilamellaren Liposomen am
Injektionsort verbleiben. Die Abnahme der Signalintensitdt von CAT-1 ist daher wahrschein-
lich auf einen Abbau der Vesikel am Injektionsort zurlickzufiihren. In Bezug auf den Abbau
der Vesikel bzw. die Spinsondenreduktion konnten zwischen Liposomen aus partialsyntheti-

schen Lipiden und solchen aus Ei-Lecithin keine Unterschiede festgestellt werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Integritit und Verteilung von Liposo-
men in lebenden Méusen nicht invasiv mit Hilfe der in vivo ESR Spektroskopie untersucht
werden konnte. Dabei konnte die Bedeutung der Integritdt von Liposomen in Bezug auf Thren

Depoteffekt nachgewiesen werden.

323 Diskussion

Die Untersuchungen zur Integritdt von epikutan applizierten uni- und multilamellaren
Liposomen ergaben, dass unilamellare Liposomen ihre Integritidt schneller verlieren als
multilamellare Liposomen und solche aus nicht hydrierten Phospholipiden schneller als
Liposomen aus hydrierten Phospholipiden. Mit einem neu entwickelten Versuchsansatz, bei
dem die Freisetzung von CAT-1 direkt anhand von spektralen Verdnderungen registiert
werden kann, wurde untersucht, wie lange intakte Liposomen unter nicht okklusiven bzw.
okklusiven Bedingungen auf der Haut in vitro und in vivo als Wirkstoffdepot zur Verfiigung
stehen. Der Vorteil dieses Versuchsansatzes, bei dem liposomal verkapselte Anteile der
Spinsonde ein Singulett Signal und freigesetzte Anteile ein Triplett Signal aufweisen, gegen-

iiber der bisher in der Literatur beschriebenen Methode zur Untersuchung der Freisetzung von
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hydrophilen ESR-Spinsonden aus Liposomen besteht darin, dass auf den Zusatz von
Natriumascorbat als die Freisetzungsgeschwindigkeit stark erhohendes Reduktionsmittel
verzichtet werden kann. Dadurch wurde es moglich, die Stabilitit fiir einen Teil der epikutan
applizierten multilamellaren Liposomen aus den Lipidgrundlagen Presomen® C1 und
Presomen® PPG-I iiber 300 Minuten in vitro nachzuweisen. Gleichzeitig konnte iiber eine
Verianderung der spektralen Eigenschaften der freigesetzten und der verkapselten Anteile
belegt werden, dass der zunehmende Wasserverlust aus der Formulierung zu einer Erh6hung
der Spinsondenkonzentration sowohl in der dufleren als auch in der inneren Phase der
Liposomen fiihrt. Im Vergleich zu ebenfalls epikutan applizierten Losungen konnte gezeigt
werden, dass Liposomen den Wasserverlust aus der Zubereitung stark verzogern und dadurch
eine Kristallisation der Spinsonde aus der Zubereitung verhindern. Letztere konnte durch /n-
vivo-Untersuchungen in epikutan auf Nacktméiuse applizierten Liposomenzubereitungen
nachgewiesen werden, aus denen der Wasserverlust aufgrund der Korpertemperatur der Tiere
beschleunigt ist. Unter okklusiven Bedingungen erweisen sich die untersuchten multilamella-
ren Liposomen tliber 300 Minuten sowohl in vitro als auch in vivo als stabil. Diese erhohte
Stabilitdt und die dadurch verminderte Kontaktflache zwischen den Liposomen und der Haut
konnte der Grund fiir die verminderte Penetration von okklusiv applizierten, liposomal einge-
schlossenen Arzneistoffen sein, liber die einige Autoren berichten. Dagegen konnte fiir CAT-
1, das in Losungen epikutan appliziert wurde, in vitro eine Penetration in die Haut nachgewie-
sen werden, und damit die in der Literatur beschriebene verstdrkte Hautpenetration von
Arzneistoffen unter okklusiven Bedingungen bestitigt werden. Unter /n-vivo-Bedingungen
war dies wahrscheinlich aufgrund des Abtransports von CAT-1 iiber das Blut und Lymph-

system in der Haut und die dadurch verminderten Signalintensititen nicht mdglich.

In weiteren Untersuchungen wurde die Integritit von Liposomen nach subkutaner Injektion
nicht invasiv mit Hilfe der L-Band-ESR in vivo untersucht. Nach der subkutanen Injektion
von Liposomen, die zur Ausbildung von Depots hochpotenter Arzneistoffe ausgenutzt wird,
konnten intakte Liposomen bis zum Ende der Untersuchung nach 96 Stunden am Injektionsort
nachgewiesen werden. Da zu diesem Zeitpunkt noch ca. 60 % der injizierten Spinsonden am
Injektionsort nachweisbar sind, ist mit ihrer erheblich langsameren Freisetzung zu rechnen.

Die Reduktion von freigesetzten Anteilen der Spinsonde innerhalb der ersten Stunden nach
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der Injektion belegt die Bedeutung der Vesikelstruktur fiir den Depoteffekt von Liposomen.
Anhand der spektralen Informationen konnte zwischen 24 und 96 Stunden eine
kontinuierliche Freisetzung der Spinsonde belegt werden. Im Unterschied zu den injizierten
Liposomen fiihrt die subkutane Applikation von CAT-1 in Lésungen nicht zu einer Fixierung
der Spinsonde in einem lokalen Depot, sondern zu einer raschen Absorption, systemischen

Verteilung und Reduktion der Spinsonde.
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33 Wechselwirkungen von Liposomen mit dem Stratum corneum und der Einfluss

auf die Mobilitit von Spinsonden

Neben der Stabilitdit von Liposomen auf der Haut bzw. den Wechselwirkungen von
Liposomen mit dem Stratum corneum und tieferen Hautschichten ist die Fixierung von
epikutan applizierten Arzneistoffen durch Liposomen und Liposomenbestandteile von beson-
derem Interesse. Wihrend die Verstidrkung der Penetration von Arzneistoffen und Modell-
substanzen in die Haut aus Liposomenformulierungen bereits in einer Vielzahl von Artikeln
untersucht wurde [60, 223, 280, 281], finden sich in der neueren Literatur nur wenige
Angaben zu den Wechselwirkungen der Liposomenbestandteile mit den intercorneozytiren
Lipiddoppelschichten des Stratum corneum [60, 61, 236] bzw. zur Fixierung und Mobilitét
von Arzneistoffen und Modellsubstanzen nach deren epikutaner Applikation [282 - 284].
Neben der Zusammensetzung der Liposomenmembranen konnte besonders die Mobilitit von
Arzneistoffen in dem auf der Haut entstehenden Lipidfilm ein wichtiger Einflussfaktor fiir
den unterschiedlich stark ausgeprédgten penetrationsfordernden Effekt von Liposomenformu-
lierungen sein. Nachfolgend sollte daher die Mobilitit der hydrophilen Spinsonde CAT-1 bzw.
der lipophilen Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure nach der nicht okklusiven Applikation
ausgewdhlter Liposomenformulierungen charakterisiert werden. Dabei sollte die Auswertung
der Mobilitdt von CAT-1 Aufschluss iiber die mit zunehmendem Wasserverlust ansteigende
Immobilisierung der Spinsonde und deren Einbindung in den auf dem Stratum corneum ent-
stehenden Lipidfilm geben. Durch die Auswertung der Mobilitit von 5-Doxylpalmitinsdure
sollte dagegen die Beweglichkeit der Phospholipide in der Liposomenmembran vor und nach
deren Applikation charakterisiert werden. Fluidititsdnderungen der Stratum corneum-Lipide
als MaB} fiir die Wechselwirkungen zwischen dem SC und epikutan applizierten Liposomen-

bestandteilen wurden anhand der Mobilitdt der Sonde in humaner Epidermis untersucht.

3.3.1  Mobilitit von CAT-1 nach epikutaner Applikation von Liposomen

Elektronenmikroskopische ~Aufnahmen von Liposomenformulierungen, die epikutan

appliziert wurden, zeigen, dass in Abhéngigkeit von der Zeit eine massive Fusion der Vesikel
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stattfindet. Die mit zunehmendem Wasserverlust entstehenden Bilayerstapel iiberziehen die
Oberfldche der Haut mit einem Lipidfilm, der als Wirkstoffdepot dienen konnte [vgl. 165]. In
welcher Form hydrophile Modellsubstanzen in diesem Depot vorliegen, sollte nachfolgend
anhand der ESR-Spektren und Mobilitit von CAT-1 untersucht werden. Dazu wurde CAT-1
in Liposomenzubereitungen auf das Stratum corneum von hitzeseparierter humaner Epidermis
appliziert. Nach 0; 1,0; 2,0; 3,5; 7,0 und 24 h wurden S-Band-ESR-Spektren der Proben auf-
gezeichnet. Die Auswertung der ESR-Spektren erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms
PEST [253]. Die Mobilitit der Spinsonde wurde mit Hilfe der folgenden empirischen
Beziehung® [285 - 287] anhand der simulierten Spektren der Einzelkomponenten des

gemessenen Gesamtspektrums bestimmt (vgl. 7.5.1):

7, =6.5-10"° AB, (\Jh,/ h_, =1) W

ABy: Linienbreite der mittleren Linie

ho/h.;:  Intensitdtsverhiltnis der mittleren zur Hochfeldlinie des Drei-Linien-

Spektrums

Die zur Berechnung der Rotationskorrelationszeit tr nach Gleichung 1 notwendigen Parame-

ter konnen aus einem Spektrum wie in Abb. 82 dargestellt entnommen werden.

Der Einfluss der Lipidgrundlage auf die Beweglichkeit von CAT-1 sollte durch die Applika-
tion von Liposomenformulierungen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG bzw.
DPPC/CH/PG und variierendem Cholesterolanteil ermittelt werden.

Nach der Applikation der verschiedenen Lipsomenzubereitungen auf das Stratum corneum
von hitzeseparierter Epidermis wurden die in Abb. 83 dargestellten ESR-Spektren von CAT-1

aufgezeichnet. Die zum Startzeitpunkt (0 h) registrierten Spektren weisen in allen Formulie-

¢ Die empirische Beziehung liefert bei der Anwendung auf X-Band-ESR-Spektren akzeptable
Rotationskorrelationszeiten. Die Vergleichbarkeit der in diesem Kapitel angegebenen Werte fiir T beschrinkt
sich auf Rotationskorrelationszeiten, die ebenfalls aus S-Band-ESR-Spektren mit der empirischen Beziehung
berechnet wurden (vgl. 3.4.2). Das Computerprogramm nach Freed (vgl. 3.4.2), mit dem
Rotationskorrelationszeiten unabhéngig von der eingesetzten Mikrowellenfrequenz ermittelt werden kdnnen, war

in dieser Phase der Bearbeitung des Themas noch nicht zugénglich.



176 Mobilitdt von Spinsonden nach epikutaner Applikation

rungen drei Linien mit nahezu identischer Amplitude auf. Mit zunehmender Zeit stiegen die
Linienbreiten der ESR-Signale an. Dieser Anstieg ist auf die mit steigendem Wasserverlust
zunehmende Konzentration der Spinsonde in der applizierten Formulierung und die in der

Folge zunehmenden Dipol-Dipol- und Spinaustauschwechselwirkungen zuriickzufiihren.

AB,

[—i

—

[ T T T T T T T T T T T 1
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Abb. 82 ESR-Spektrum der Spinsonde CAT-1 in einer Glycerol-Wasser-Mischung. Einge-
zeichnet sind die zur Berechnung der Rotationskorrelationszeit tr nach Gleichung 1 notwen-
digen Parameter

In den nach einer Stunde registrierten Spektren von CAT-1 ist eine deutliche Verschiebung
des Niederfeld- bzw. Hochfeldpeaks vom Niveau der Basislinie, d.h. nach oben bzw. unten,
zu erkennen, die darauf hindeutet, dass die registrierten Gesamtspektren eine Uberlagerung
verschiedener spektraler Anteile darstellen. Im weiteren Verlauf der Untersuchung ergaben
sich Unterschiede zwischen den Formen der ESR-Spektren von CAT-1 in den einzelnen
Zubereitungen. Nach der epikutanen Applikation von CAT-1 in DOPC/CH/PG-Liposomen
mit einem Cholesterolanteil von 0 bzw. 30 % werden die nach 24 h registrierten Spektren von
einem Drei-Linien-Signal dominiert. Dagegen werden die Spektren von CAT-1 nach der
Applikation in DOPC/CH/PG-Liposomen mit einem Cholesterolanteil von 50 % bzw. allen
Formulierungen aus DPPC/CH/PG bereits nach sieben Stunden von einem breiten Singulett

dominiert.
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Abb. 83 ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 in Liposomenzubereitungen mit den Grundla-
gen DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG in Abhéngigkeit von der Zeit (h) nach Applikation auf
exzidierte Epidermis

Mit Hilfe des PEST-Programms wurden die Parameter der Einzelspektren ermittelt und deren

Anteil am Gesamtspektrum in Abb. 84 dargestellt.
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Abb. 84 Integrale Anteile der Einzelkomponenten (Triplett 1, Triplett 2 bzw. Singulett) am
Gesamtspektrum der Spinsonde CAT-1 in Liposomenzubereitungen mit den Lipidgrundlagen
DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG und variierendem Cholesterolgehalt in Abhingigkeit von
der Zeit nach Applikation auf exzidierte Epidermis

Danach bestehen die aufgezeichneten Spektren aus der Uberlagerung von zwei bzw. drei
Einzelspektren. Wéahrend die unmittelbar nach dem Start aufgezeichneten Spektren aus einem
Triplett mit schmalen Einzellinien (Triplett 1) und einem Triplett mit breiten Einzellinien

(Triplett 2) bestehen, muss zur Anpassung der Simulation an die nach einer Stunde registrier-
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ten Spektren ein Singulett als dritte Einzelkomponente des Gesamtspektrums beriicksichtigt

werden.

Die Linienbreiten des Triplett 1 entsprechen etwa den Linienbreiten der Spinsonde in den
Ausgangsformulierungen (~ 0,12 — 0,15 mT). Diese Spezies kann daher Bereichen zugeordnet
werden, in denen die urspriingliche Konzentration der Spinsonde erhalten bleibt und die
applizierte Formulierung vor einem Wasserverlust geschiitzt ist. Wahrend der Anteil des
Triplett 1 nach dem Start der Untersuchung besonders in Formulierungen mit der Grundlage
DPPC/CH/PG relativ hoch war (max. 36,4 %), nahm der Anteil innerhalb von einer Stunde
auf unter 1 % ab. Geringe Anteile dieser Spezies, die auch nach sieben bzw. 24 h in den
Spektren der DPPC/CH/PG-Zubereitung detektiert werden konnten,befanden sich an Orten,

an denen geniigend Wasser zur Solvatisierung der Spinsonden zur Verfiigung stand.

Die Linienbreiten des Triplett 2 sind im Gegensatz zu den Linienbreiten des Triplett 1 bereits
unmittelbar nach der Applikation im Vergleich zu den urspriinglichen Zubereitungen deutlich
erhoht (~ 0,23 — 0,28 mT). Dieses kann durch eine Wasseraufnahme des Stratum corneum
bzw. den Wasserverlust aus den applizierten Formulierungn und den dadurch bedingten
Anstieg der Konzentration von CAT-1 in den Formulierungen begriindet werden, in deren
Folge die Wechselwirkungen zwischen den Spinsondenmolekiilen zunehmen. Das Triplett 2
reprasentiert in der Untersuchung einen Spinsondenanteil, der mobil ist und sich in einem Teil
der Zubereitung befindet, dem kontinuierlich Wasser entzogen wird, was zu einem Anstieg

der Linienbreiten des Triplett 2 im Verlauf der Untersuchung fiihrt (vgl. 3.2.2).

In den unmittelbar nach dem Start aufgezeichneten Spektren ist das Triplett 2 mit einem
Anteil von ca. 63 — 95 % am Gesamtspektrum die Hauptkomponente. Thr Anteil nahm im
weiteren Verlauf der Untersuchung in Abhdngigkeit von der ausgewédhlten Zubereitung bzw.
deren Membranviskositit ab. In Formulierungen mit DOPC/CH/PG-Liposomen, deren
Lipidmembranen fluide sind und eine geringe Membranviskositit aufweisen (vgl. 3.1.2.2),
verringerte sich der Anteil des Triplett 2 innerhalb von einer Stunde auf ca. 10 %. Im weiteren
Verlauf der Untersuchung erreichte der Anteil dieser Komponente am Gesamtspektrum von
DOPC/CH/PG-formulierungen einen stationdren Zustand. In Formulierungen mit
DPPC/CH/PG-Liposomen, deren Membranen rigide sind und eine hohe Membranviskositét
aufweisen, nahm der Anteil des Triplett 2 am Gesamtspektrum im Vergleich zu Formulierun-

gen mit DOPC/CH/PG-Liposomen langsamer ab. Eine Stunde nach der Applikation der
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Zubereitung lag der Anteil des Triplett 2 noch bei ca. 33 %. Diese Unterschiede zwischen den
Formulierungen sind wahrscheinlich auf ein unterschiedlich stark ausgepréigtes Vermdgen zur
Retention von Wasser in der Formulierung bzw. auf die unterschiedliche Einbindung der
Spinsonden in den auf der Haut entstehenden Lipidfilm zuriickzufiihren. Waihrend
DOPC/CH/PG-Liposomen auf der Haut schnell ihre Integritit verlieren, sind DPPC/CH/PG-
Liposomen im Vergleich dazu stabiler und geben verkapselt vorliegende Spinsonden
langsamer an ihre Umgebung ab (vgl. 3.2.1). Gleichzeitig wird durch den erhdhten Kristalli-
sationsgrad der Lipidmembranen von DPPC/CH/PG-Liposomen wahrscheinlich der Wasser-
verlust aus dem Inneren der Vesikel vermindert, wodurch der erhdhte Anteil des Triplett 2 am

Gesamtspektrum nach einer Stunde erklirt werden konnte.

Die dritte Einzelkomponente der aufgezeichneten ESR-Spektren ist ein Singulett, das zur
Anpassung der Simulation an die nach einer Stunde aufgezeichneten Spektren berechnet
werden muss. Die Zunahme der Linienbreiten der Singulett-Komponenten verlief in diesem
Versuch dhnlich wie in den unter 3.2.2 durchgefiihrten Untersuchungen. Wéhrend fiir das
Singulett zundchst Linienbreiten im Bereich von 1,2 — 1,7 mT bestimmt wurden, nahmen
diese im weiteren Verlauf rasch zu und stiegen auf mehr als 3,0 mT an. In den unter 3.2.2
durchgefiihrten Versuchen an Ldsungen konnte gezeigt werden, dass es mit steigendem
Wasserverlust aus der Zubereitung zunichst zu einer starken Konzentrationszunahme der
Spinsonde kommt, in deren Folge die Linienbreiten durch Spinaustausch abnehmen. Reicht
der Wassergehalt der Zubereitung nicht mehr aus, um die Spinsonde zu solvatisieren, kristal-
lisiert diese an der Hautoberfldche aus, worauthin die Linienbreiten des Singulett stark anstei-
gen. Die Anteile der Singulett-Komponenten an den registrierten Gesamtspektren der
Zubereitungen aus der Lipidgrundlage DOPC/CH/PG erreichten bereits nach einer Stunde
einen Wert von ca. 90 % und verdnderten sich im weiteren Verlauf der Untersuchung nicht
mehr. Da der Wasserverlust aus den Zubereitungen mit der Lipidgrundlage DPPC/CH/PG
verzogert war nahm auch der Anteil der Singulett-Komponente langsamer zu. Nach 3,5 h
betrug der Anteil der Singulett-Komponente am Gesamtspektrum von CAT-1 in allen Zube-
reitungen aus DPPC/CH/PG mehr als 96 %. Dadurch wird deutlich, dass in Zubereitungen aus
DPPC/CH/PG ein hoherer Anteil der Spinsonde in Form von Kristallen auf der Hautoberfli-
che vorlag als in vergleichbaren Zubereitungen aus der Grundlage DOPC/CH/PG. Dies
konnte ebenfalls auf den erhohten Kiristallisationsgrad der Lipidmembranen von

DPPC/CH/PG-Liposomen und die dadurch bedingte molekulardisperse Einbindung der
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Spinsonde in dem entstehenden Lipidfilm zuriickzufiihren sein.

Anhand der Simulationen der Triplett-2-Komponente wurde die Rotationskorrelationszeit der
Spinsonde in Abhéngigkeit von der Lipidgrundlage und der Zeit nach der epikutanen Appli-
kation der Zubereitung bestimmt (Abb. 85). AnschlieBend wurde die Mikroviskositit der
Spinsonden-Umgebung auf dem Stratum corneum berechnet. Dazu wurden die Rotations-
korrelationszeiten von CAT-1 mit Hilfe einer Kalibriergeraden (vgl. 5.3.12) in die entspre-

chenden Mikroviskositédten liberfiihrt (Abb. 86).
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Abb. 85 Abhingigkeit der Rotationskorrelationszeit der Spinsonde CAT-1 in Liposomenzu-
bereitungen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG und variierendem
Cholesterolgehalt in Abhingigkeit von der Zeit nach Applikation auf exzidierte Epidermis

Die Rotationskorrelationszeiten von CAT-1 befanden sich zum Startzeitpunkt in einem
Bereich von 3,75 107" bis 7,59~10'11 Sekunden und lagen damit im Bereich der Rotationskor-
relationszeiten, die fiir CAT-1 in Wasser (2,86-10"'s) bzw. einer niedrig-viskosen Glycerin-
Wasser-Mischung (7,90-10"'s) bestimmt wurden. Dies entspricht einem Viskosititsbereich

von 0 bis 3 mPa-s.

Innerhalb der ersten 3,5 Stunden der Untersuchung nahmen die Rotationskorrelationszeiten
stark zu und unterlagen danach nur noch geringen Schwankungen. Die Viskosititen der Zube-
reitung aus DOPC/CH/PG stiegen innerhalb dieses Zeitraumes in Abhédngigkeit vom

Cholesterolgehalt der Formulierung auf Werte zwischen 132 und 1075 mPa-s an. Die
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Bestimmung der Korrelationszeit fiir Zubereitungen aus DPPC/CH/PG konnte aufgrund des
geringen Anteils des Triplett 2 am Gesamtspektrum und den sich daraus ergebenden Unge-
nauigkeiten der Simulation nicht fiir alle Zeitpunkte bestimmt werden. In den ersten zwei
Stunden nach der Applikation der Zubereitung auf die Haut waren die Korrelationszeiten von
CAT-1 in diesen Zubereitungen jedoch geringer als in den entsprechenden Formulierungen
aus DOPC/CH/PG. Die entsprechenden Viskosititen der DPPC/CH/PG-Zubereitungen lagen
in einem Bereich von 9 bis 799 mPa-s. Anhand des Spinsodenexperiments wird dadurch die
oben gedulerte Vermutung bestitigt, dass Liposomen mit rigiden Lipidmembranen zu einem
langsameren Wasserverlust aus der applizierten Zubereitung fithren als Liposomen mit

fluiden Lipidmembranen.
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Abb. 86 Abhingigkeit der Umgebungsviskositit der Spinsonde CAT-1 in Liposomenzube-
reitungen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG und variierendem
Cholesterolgehalt in Abhingigkeit von der Zeit nach Applikation auf exzidierte Epidermis

Aus Abb. 85 geht hervor, dass die Rotationskorrelationszeiten und damit die Viskositdten der
Zubereitungen mit einem Cholesterolgehalt von 50 % sehr schnell anstiegen und deutlich {iber
den Werten der anderen Zubereitungen lagen. Cholesterol scheint daher fiir die Immobilisie-

rung und Fixierung der Spinsonde auf der Haut von besonderer Bedeutung zu sein.

Mit den durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Hauptanteil der
Spinsonde CAT-1 nach der Applikation von liposomalen Zubereitungen auf exzidierte

humane Epidermis mit zunehmendem Wasserverlust aus der Zubereitung kristallisiert, und
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nur ein geringer Anteil molekulardispers verteilt und beweglich vorliegt. Die Solubilisierung
von CAT-1 durch Wasser aus der Haut ist daher wahrscheinlich einer der geschwindigkeits-
bestimmenden Schritte fiir die Penetration der Spinsonde in die Haut. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Mobilitdit von CAT-1 nach der epikutanen nicht okklusiven Appli-

kation stark abnimmt, wéahrend gleichzeitig die Viskositit der Mikroumgebung stark ansteigt.

3.3.2  Mobilitit von 5-Doxylpalmitinsidure in der Membran von Liposomen vor und nach

epikutaner Applikation

Nachdem unter 3.3.1 die Mobilitdt der hydrophilen, epikutan applizierten Spinsonde CAT-1
charakterisiert wurde, sollte im nachfolgenden Kapitel die Fluiditdt der Lipidmembranen von
Liposomen vor und nach deren Applikation mit Hilfe der amphiphilen Spinsonde 5-Doxyl-
palmitinsdure untersucht werden. Dadurch sollte gekldrt werden, ob die Mobilitit der
Membranlipide durch die Applikation und den damit einhergehenden Wasserverlust verdn-
dert wird, oder ob die Eigenschaften der Phospholipidstrukturen, wie andere Autoren [184]

vermuten, erhalten bleiben.

Die Fluiditdt von Lipidmembranen kann anhand der Ordnungsparameter (S), die das Verhalt-
nis zwischen der beobachteten Hyperfein-Anisotropie und der maximalen Hyperfein-
Anisotropie darstellen [255], abgeschétzt werden. Die Abweichung von den maximalen
Werten wird umso grofler, je stirker die Beweglichkeit der Radikalsonden wird. Entsprechend
repriasentieren Ordnungsparameter von S =1 hoch geordnete Systeme, wéihrend Ordnungs-
parameter von S=0 fiir eine vollstindig isotrope Beweglichkeit der Spinlabel stehen.
Erhohungen der Ordnungsparameter spiegeln daher Verminderungen der Flexibilitdt des
Segmentes wieder, in dem sich das Label befindet, wohingegen Verminderungen der

Ordnungsparameter Erh6hungen der Flexibilitdt anzeigen [288].

Die Ordnungsparameter wurden nach der von Griffith und Jost bzw. Hubbell und McConnell

[289, 290] eingefiihrten Methode mit folgender Gleichung berechnet:
S = (ArrtA )/[Az-1/2(AxtAyy)](@’ o/a0) ()

Dabei ist 2Ay die duBere maximale Aufspaltung (2Anmax, Abb. 87), und 2A, die innere
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minimale Hyperfeinaufspaltung (2Amin). Nach Gaffney sollte ein Korrekturfaktor eingefiihrt
werden, wenn kleine Ordnungsparameter erwartet werden, um die mit abnehmendem
Ordnungsparameter steigende Abweichung zwischen dem gemessenen und dem wahren Wert

von A, auszugleichen [291]. Dieser wird mit folgender Gleichung berechnet:
A’J_ = AJ_(gemessen)"_[1 - (AII - AJ_(gemessen)/ Azz - 0,5 (Axx + Ayy)] (3)

Die Aufspaltungen fiir den kristallinen Zustand Ay, Ayy, A,, werden durch Einstellung des

Magnetfeldes By parallel zu den entsprechenden magnetischen Achsen bestimmt.

Der Term (a’,/a,) ist ein Korrekturfaktor, der die Moglichkeit ausgleicht, dass die Polaritét in
der zu untersuchenden Probe von der des Einkristalls abweicht, mit dem die Aufspaltungen
Axx, Ayy, Ay, bestimmt wurden. Dabei bezeichnet a’, die isotrope Hyperfeinkopplungskon-

stante der Nitroxide im kristallinen Zustand und wird berechnet nach:
=13 (AxtAyt+Ay) 4)

Die Werte, die zur Beschreibung der anisotropen Bewegung von 5-Doxylpalmitat in

Membranen verwendet wurden, sind:
Ax; Ayy; A, =0,61;0,61; 3,24 mT (%)

Dagegen wird die isotrope Hyperfeinkopplungskonstante fiir das Spinlabel in den

untersuchten Membranen (a,) berechnet nach:
dg = 1/3 (AH + ZAJ_) (6)

Die Werte von a, sind abhéngig von der Umgebungspolaritit des Spinlabels, da Wasserstoff-
briickenbindungen zur N-O-Gruppe die Hyperfeinaufspaltung A,, erhdhen [vgl. 292]. Die
Zunahme der Umgebungspolaritit der Spinsonde hat steigende a,-Werte zur Folge [293].

Bei der Diskussion der Ergebnisse ist zu beachten, dass die Eigenschaften der zu untersu-
chenden Membran durch die Inkorporation des Spinlabels verdndert werden und nicht mehr
mit der urspriinglichen Membran {ibereinstimmen [294]. Um die Vergleichbarkeit der
erzielten Ergebnisse zu gewihrleisten, wurde unter Beachtung des erreichbaren Signal-

Rausch-Verhiltnisses fiir alle Formulierungen ein molarer Spinsondenanteil von 5 % gewahlt.

Die Membranfluiditdt von Liposomen wurde nach der Applikation der Formulierungen auf

Parafilm untersucht, um eine Veridnderung der Spinsondenmobilitdt durch Lipide des Stratum
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corneum zu vermeiden.

Mobilitit von 5-Doxylpalmitinsiure in der Membran von Liposomen

Fiir die durchgefiihrten Untersuchungen, bie denen die Mobilitit der Spinsonden 5-
Doxylpalmitinsdurein der Membran von Liposomen bestimmt werden sollte wurden
Liposomen aus den Grundlagen DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG, PS80/CH und PSOH/CH mit
variierendem Cholesterolanteil in den Lipiddoppelmembranen hergestellt. Waihrend
DOPC/CH/PG- bzw. P80-Liposomen fluide Membranen aufweisen (vgl. 3.1.2.2), besitzen
Vesikel aus DPPC/CH/PG bzw. PSOH/CH rigide Lipiddoppelmembranen. Die unterschiedli-
che Membranfluiditidt hat einen deutlichen Einfluss auf die Mobilitit der Spinsonde 5-
Doxylpalmitinsdure, die in die Membranen der Liposomen inkorporiert wurde. Nach der
Inkorporation in Liposomen mit fluiden Lipidmembranen werden anisotrope ESR-Spektren
aufgezeichnet, aus denen die dullere maximale (An.x) und innere minimale Aufspaltung (Amnin)
der Spinsonde eindeutig bestimmt werden kann (Abb. 87). Befindet sich die Sonde in
Liposomen mit rigiden Membranen, kann dagegen nur die duflere maximale Aufspaltung
eindeutig fiir alle Zubereitungen bestimmt werden, wéhrend die innere minimale Aufspaltung
erst ab einem Cholesterolgehalt der Membranen von mehr als 10 % ausgewertet werden kann.
Die ESR-Spektren der Spinsonde in Liposomen mit rigiden Membranen weisen einen
weiteren Unterschied zu den ESR-Spektren der Spinsonde in Liposomen mit fluiden
Membranen auf. Die ebenfalls anisotropen Spektren werden von einem zweiten ESR-
Spektrum iiberlagert, dessen Signalform auf eine hohe isotrope Beweglichkeit der Spinsonde
schlieBen ldsst. Die Aufspaltung dieses Spektrums (aN = 1,47 mT) unterscheidet sich nicht
von der Aufspaltung der Spinsonde in Phosphatpuffer, der hier als Dispersionsmedium
verwendet wurde. Daher kann davon ausgegangen werden, dass ein Teil der Spinsonde
aufgrund des hohen Ordnungsgrades der Liposomenmembranen aus Phospholipiden mit
gesdttigten Fettsdureresten nicht in diese inkorporiet wird, sondern in Form von Mizellen im
wissrigen Dispersionsmedium vorliegt. Diese Annahme wird durch die von Vrhovnik et al.
[295] durchgefiihrten Untersuchungen unterstiitzt. Die Autoren konnten weiterhin anhand von
DMPC-Liposomen zeigen, dass ein zunehmender Cholesterolanteil zur Ausbildung von
Doménen in der Liposomenmembran fiihrt, deren Flexibilitit sich von der der iibrigen

Membran unterscheidet. Die Ausbildung von Mikrodomédnen durch Cholesterol wurde auch
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von Slotte [296] nachgewiesen. In den vorliegenden Untersuchungen wurde aufgrund der
Spektrenqualitét auf eine Differenzierung in bezug auf Doménen verzichtet und das Gesamt-
system anhand der Aufspaltungswerte A und A, beschrieben. Aus den Aufspaltungswer-
ten Amax Und Anin wurden die polaritidtsabhéngigen a,-Werte sowie die Ordnungsparameter

der Spinsonde berechnet (Tab. 8).

Die Auswertung der minimalen und maximalen Aufspaltung von 5-Doxylpalmitinsdure belegt
den Effekt von Cholesterol auf die Membranen von Liposomen aus nicht hydrierten bzw.

hydrierten Phospholipiden.

In Liposomenmembranen aus nicht hydrierten Phospholipiden fiihrt Cholesterol zu einer
dichteren Packung der Membranlipide, die durch die Verminderung der Ausdehnung der
einzelnen Phospholipidmolekiile hervorgerufen wird [233]. In der Folge dieses kondensieren-
den Effektes sinkt die Flexibilitdt der Membranen. In den korrespondierenden ESR-Spektren
fiihrt dies zu einem Anstieg der maximalen Aufspaltung und zu einer Abnahme der
minimalen Aufspaltung der Spinsonde. Die aus den Aufspaltungen berechneten Ordnungspa-
rameter von 5-Doxylpalmitinsdure in den untersuchten DOPC/CH/PG- bzw. P80/CH-
Liposomen nehmen mit steigendem Cholesterolanteil der Membranen von 0,56 auf 0,66 zu.
Da die Ordnungsparameter ein direktes Mal3 fiir die Mobilitdt der Spinsonde und der sie um-
gebenden Membranlipide sind, kann auf die mit steigendem Cholesterolgehalt zunehmende
Rigiditdt der Lipidmembranen geschlossen werden [297]. Durchgefiihrte Regressionsanalysen
(nicht abgebildet), mit der Einflussgroe Pppy bzw. Ppp.rma und S als ZielgroBe, bestitigen
die Korrelation zwischen den Polarisationsindizes der Fluoreszenzmarker DPH bzw. DPH-
TMA als MaB fiir die Membranrigiditdt der Liposomen (vgl. 3.1.2.2.) und den Ordnungspa-
rametern der Spinsonde 5-Doxylpalmitinséure (R = 0,921 — 0, 985).

Durch den steigenden Cholesterolanteil wird nicht nur der Ordnungsgrad und die
Membranrigiditédt verdndert, sondern auch die Polaritit der Spinsondenumgebung erhdht, wo-
durch der Wert von a, ansteigt. Dieses Ergebnis kann durch die mit zunehmendem
Cholesterolgehalt ansteigende Packungsdichte der Phospholipide und die damit ansteigenden
Wechselwirkungen zwischen den polaren Kopfgruppen der Phospholipide und dem Spinlabel

erklart werden.
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Abb. 87 ESR-Spektren der Spinsonde 5-Doxylpalmitat in Liposomenzubereitungen mit den
Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG und variierendem Cholesterolgehalt der
Lipidmembranen.

Im Gegensatz zu Lipidmembranen aus nicht hydrierten Phospholipiden fiihrt Cholesterol in
Lipidmembranen aus hydrierten Phospholipiden zu einer Auflockerung der dicht gepackten
Membranen. Durch den Einbau des unregelmiBig geformten Cholesterols werden die
Phospholipide auseinander gedriickt. Die verminderte Packungsdichte der Phospholipidketten
reduziert die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Molekiilen, wodurch groBere
sterische Freiheitsgrade moglich werden und die Fluidisierung der gesamten Membran
hervorgerufen wird [233]. Die erhohte Flexibilitdit der Membranen fiihrt ebenfalls zu einer
erhohten Mobilitdt der inkorporierten Spinsonde, deren Ordnungsparameter in Liposomen mit
steigendem Cholesterolgehalt abnehmen. Wéhrend Ay,.x ebenfalls vermindert wird, nimmt der

Wert von Apin ZU.

Mit Hilfe von Regressionsanalysen mit der EinflussgroBBe Pppy bzw. Pppp.rma und S als
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ZielgroBe konnte nur fiir die Kombination Pppitma und Spppc/cnpe eine Korrelation nachge-
wiesen werden (R = 0,971). Die Ordnungsparameter der Spinsonde in den iibrigen Liposomen
aus hydrierten Phospholipiden korrelieren nicht mit den Polarisationsindizes der Fluores-

zenzmarker DPH und DPH-.-TMA (R < 0,591).

Die Polaritit der Spinsonden-Umgebung wurde durch den Einbau von Cholesterol in die
Lipidmembran nicht verdndert, wodurch sich die Frage nach dem wahrscheinlichen Aufent-
haltsort des Spinlabels in der Membran ergibt, da der groBere Abstand der einzelnen
Phospholipide zueinander vermutlich nicht zu einer Verminderung der Wechselwirkungen

zwischen dem Spinlabel und den Kopfgruppen der Phospholipide fiihrt.

Aus den Untersuchungen ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Liposomen aus
DOPC/CH/PG und P80/CH bzw. DPPC/CH/PG und P80H/CH. Die Ordnungsparameter und
Polaritdten der Liposomen aus nicht hydrierten und hydrierten Phospholipiden unterschieden

sich dagegen deutlich voneinander.

Die Ordnungsparameter der Spinsonde in Liposomen aus hydrierten Phospholipiden weisen
aufgrund der groBeren Packungsdichte und dem daraus resultierenden hoheren Ordnungsgrad
groBere Werte auf, als die Ordnungsparameter der Spinsonde in Liposomen aus ungeséttigten
Phospholipiden. Durch den Einbau von Cholesterol in die Lipidmembranen kommt es zu
einer Erhohung bzw. Verminderung der Flexibilitdt der Membranen, wodurch der Unter-
schied zwischen den Ordnungsparametern der Spinsonde in Liposomen mit rigiden bzw.

fluiden Membranen deutlich geringer wird.

Die Polaritit ist in Liposomen mit rigiden Membranen grofer als in Liposomen mit fluiden
Membranen und wird im Gegensatz zu diesen durch den Einbau von Cholesterol nicht
verdndert. Die Ursache dafiir konnte darin liegen, dass das Spinlabel an seinem Aufenthaltsort
eine hohere Zugénglichkeit fiir Wassermolekiile aufweist, und daher weniger durch die
Polaritit der Membran als vielmehr durch die Polaritét des umgebenden Dispersionsmediums
gepragt wird. Ein Vergleich der a,-Werte der Spinsonde in der Membran (1,37-1,45 mT) und
in Phosphatpuffer (1,46 mT) unterstiitzt diese Vermutung. Weiterhin sollte in Betracht
gezogen werden, dass auch die Einbindung der Spinsonde in rigiden Membranen im
Vergleich zu fluiden Membranen verandert sein konnte. Hinweise fiir eine Verschiebung in
Richtung des Dispersionsmediums finden sich in den Untersuchungen von Griffith et al. [290]

zur Wasserpenetration in Lipiddoppelmembranen.
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Tabelle 8§ Maximale (Amax) und minimale Aufspaltung (Amin), Polaritit bzw. isotrope Hyper-
feinkopplungskonstante (ap) und Ordnungsparameter S der Spinsonde 5-Doxylpalmitinséure
in Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen (x s, n=3)

Lipid CH-Anteil Anax Anin ag S
(mol %) (mT) (mT) (mT)

DOPC/CH/PG 0 2,29+0,02 0,89+0,01 1,36+0,00 0,58+0,01
10 2,31+0,03 0,88+0,01 1,36+0,01 0,60+0,01
20 2,35+0,01 0,86+0,00 1,36+0,00 0,62+0,01
30 2,42+0,02 0,85+0,01 1,38+0,00 0,64+0,01
40 2,46+0,02 0,84+0,00 1,38+0,00 0,66+0,01
50 2,46+0,01 0,84+0,01 1,38+0,01 0,66+0,00

DPPC/CH/PG 0 2,77+0,02 0,69+0,12 1,38+0,08 0,85+0,09
10 2,734+0,02 0,77+0,04 1,42+0,03 0,78+0,02
20 2,72+0,02 0,76+0,01 1,4140,00 0,78+0,01
30 2,71+0,01 0,77+0,01 1,424+0,01 0,77+0,01
40 2,67+0,02 0,80+0,01 1,42+0,01 0,74+0,01
50 2,61+£0,01 0,82+0,01 1,424+0,01 0,72+0,00

P80/CH 0 2,25+0,05 0,91+0,00 1,36+0,02 0,56+0,01
10 2,29+0,01 0,89+0,00 1,36+0,00 0,59+0,00
20 2,34+0,02 0,87+0,01 1,36+0,01 0,61+0,01
30 2,39+0,03 0,85+0,00 1,37+0,01 0,64+0,01
40 2,42+0,01 0,86+0,01 1,38+0,01 0,64+0,01
50 2,45+0,00 0,84+0,00 1,38+0,00 0,66+0,00

P8OH/CH 0 n.b. n.b. n.b. n.b.
10 2,82+0,01 0,65+0,06 1,37+0,05 0,90+0,05
20 2,76+0,04 0,72+0,10 1,40+0,05 0,83+0,08
30 2,69+0,09 0,81+0,02 1,44+0,02 0,74+0,03
40 2,66+0,06 0,84+0,01 1,45+0,02 0,7140,01
50 2,58+0,02 0,84+0,02 1,424+0,01 0,69+0,02

Mobilitit von 5-Doxylpalmitinsiure in der Membran von Liposomen nach Applikation

auf Parafilm

Mit den folgenden Untersuchungen sollte die Mobilitdt von 5-Doxylpalmitinsdure in der
Membran von Liposomen nach deren Applikation bestimmt werden. Dazu wurden Liposomen
aus den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG, P80/CH bzw. PS8OH/CH, deren
Membranen die Spinsonde 5-Doxylpalmitinsiure (5 mol%) und einen Cholesterolanteil von
0, 30 bzw. 50 mol% enthielten, auf Parafilm appliziert. Die Proben wurden anschlieBend bei
44 % rel. F. und 32 °C inkubiert. Nach 1,0; 3,5 und 7,0 h wurden ESR-Spektren von den

Proben aufgezeichnet und die minimale sowie maximale Aufspaltung der Spinsonde
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bestimmt. Nach den Gleichungen 2 und 6 wurden die Ordnungsparameter und die isotrope

Aufspaltung a, als MaB fiir die Polaritét berechnet.

Innerhalb der ersten Stunde nach der Applikation der Zubereitung bildet sich auf der Oberfli-
che des Parafilms ein Lipidfilm aus. Die ESR-Spektren von 5-Doxylpalmitinséure in den
Membranen von DOPC/CH/PG- bzw. P80/CH-Liposomen sind anisotrop und belegen die
eingeschriankte Beweglichkeit der Spinsonde (Abb. 88). Im Vergleich zu den Liposomen im
Dispersionsmedium ist die Beweglichkeit der Spinsonde in den applizierten Liposomen
vermindert. Dieses wird dadurch deutlich, dass der Hochfeldpeak, der zur Bestimmung der
inneren minimalen Aufspaltung (Amin bzw. A}) herangezogen wird (Abb. 88, Pfeil), unterhalb
der Basislinie der aufgezeichneten ESR-Spektren liegt und mit steigendem Cholesterolgehalt
in den Liposomenmembranen zunehmend vom Minimum des Mittelfeldpeaks iiberlagert

wird.

Die ESR-Spektren der Spinsonde in den applizierten Zubereitungen mit den Lipidgrundlagen
DPPC/CH/PG und P8OH/CH sind ebenfalls anisotrop. Sie werden nicht mehr von einem
isotropen Spektrum mit geringen Linienbreiten iiberlagert, das in den Spektren der Ausgangs-
formulierungen die Existenz von Spinsondenmizellen neben den Liposomen anzeigte. Es ist
anzunehmen, das diese Mizellen durch den zunehmenden Wasserverlust aus der Zubereitung
destabilisiert und ihre Bestandteile in die Lipidmembran der Vesikel integriert bzw. auf der

Oberfldche der Lipidmembranen immobilisiert werden.

In den ESR-Spektren der Zubereitungen aus DPPC/CH/PG mit einem Cholesterolanteil von
30 bzw. 50 % kann der zur Bestimmung der inneren Aufspaltung notwendige Hochfeldpeak
nur unzureichend vom Minimum des Mittelfeldpeaks unterschieden werden. Ahnlich wie in
den Zubereitungen mit DOPC/CH/PG- bzw. P80-Liposomen kann daraus auf die Zunahme
des Immobilisierungsgrades der Spinsonde im Vergleich zu den Ausgangsformulierungen

geschlossen werden.

Die ESR-Spektren von 5-Doxylpalmitinséure in Zubereitungen aus DPPC/CH/PG mit einem
CH-Anteil von 0 % bzw. aus PSOH/CH mit einem CH-Anteil von 0 bzw. 50 % werden von
einem breiten Singulett liberlagert, wodurch die Aufspaltungen Apax und Apin nicht mehr
bestimmt werden kénnen. Dieses breite Singulett geht auf Spinsonden zuriick, die unmittelbar
benachbart sind, und zwischen denen verstirkt Spin-Spin-Wechselwirkungen auftreten. Es ist

anzunehmen, dass die Spinsonden, die eine Storung der Struktur innerhalb der Lipidmembra-
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nen verursachen, mit zunehmendem Wasserverlust aus den Membranen verdringt werden, um
einen geordneten Membranaufbau zu ermdglichen. In der Folge lagert sich die Spinsonde in

Mikrodoménen ab, in denen der Spin-Spin-Austauschd zwischen den Radikalen effektiv wird.

CH-Anteil (%) CR-Anteil (%)
ﬂ

0
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30
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50
50
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Abb. 88 X-Band ESR-Spektren der Spinsonde 5-Doxylpalmitat in der Membran von
Liposomen mit der Lipidgrundlage DOPC/CH/PG bzw. DPPC/CH/PG und variierendem
Cholesterolanteil 60 min, nach der Applikation auf Parafilm

Der Grund fiir das Auftreten dieses Effektes in Zubereitungen aus P8OH/CH bei einem
Cholesterolgehalt von 0 bzw. 50 %, jedoch nicht bei einem Cholesterolgehalt von 30 %,
bleibt unklar.

Die Auswertung der Hyperfeinaufspaltungen zeigte, dass in Zubereitungen aus Liposomen
mit fluiden Membranen, also DOPC/CH/PG bzw. P80/CH, diec Werte fiir die dullere
maximale Aufspaltung (Amax) mit steigendem Cholesterolgehalt zunehmen (Tab. 9). Dadurch

4 Der Spin-Spin-Austausch kann mit einem Simulationsprogramms [49] berechnet werden (s. 3.2.2), das zum

Zeitpunkt der Auswertung der vorliegenden Ergebnisse jedoch noch nicht verfligbar war.
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wird bestdtigt, dass der kondensierende Effekt von Cholesterol (s.0.) auch nach der Applika-
tion der Zubereitung erhalten bleibt. Eine gleichzeitige Abnahme der inneren minimalen
Aufspaltungen (Amin) Wie in den Ausgangszubereitungen konnte nicht mit Sicherheit festge-
stellt werden und ist eventuell auf die fehlende Moglichkeit zur Unterscheidung des Hoch-
feldpeaks der minimalen Aufspaltung vom Minimum des Mittelfeldpeaks zurlickzufiihren. In
der Folge fillt die Zunahme der Ordnungsparameter (S) mit steigendem Cholesterolgehalt
gering aus. Insgesamt belegen die Werte Apax und S bzw. Anin, die grofler bzw. kleiner sind
als in den Ausgangsformulierungen, die Abnahme der Membranflexibilitdt der Liposomen

nach deren Applikation.

Die Berechnung der isotropen Aufspaltung a, als MaB fiir die Polaritdt der Spinsondenumge-
bung zeigt, dass diese mit steigendem Cholesterolanteil der Membranen zunimmt. Der
Polarititsanstieg féllt groBer aus als in den nicht applizierten Zubereitungen. Die Zunahme der
Polaritdt wurde auf die mit steigendem Cholesterolanteil abnehmenden Abstinde und die
daraus resultierenden stirkeren Wechselwirkungen zwischen den Phospholipiden und
Spinsonden zuriickgefiihrt. Die gleichzeitige Abnahme der Flexibilitit der Membranen stiitzt
die Vermutung, dass es nach der Applikation der Zubereitung zu einer weiteren Verminde-
rung dieser Abstinde kommt, in deren Folge die Polaritit der Spinsondenumgebung weiter

zunimmt.

Fiir die Formulierungen mit den Lipidgrundlagen DPPC/CH/PG bzw. PSOH/CH lassen sich
aufgrund der fehlenden Daten (s. Tab. 9) nur geringe Aussagen zur Verdnderung von Amax,

Amin, S und a, nach der Applikation der Zubereitung machen.

Im Vergleich zu den Ausgangsformulierungen sind Amax und S wie in den Formulierungen
aus DOPC/CH/PG und P80/CH groéBer und belegen die Abnahme der Membranflexibilitit
nach der Applikation der Liposomen. Der fluidisierende Effekt von Cholesterol konnte fiir die
Membranen der Liposomen auf dem Parafilm im Gegensatz zu den Ausgangszubereitungen
nicht nachgewiesen werden. Die Polaritit der Spinsondenumgebung wird durch die

Applikation wahrscheinlich nicht verdndert.

Eine Verdnderung der Parameter in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer der Proben
konnte fiir keine der untersuchten Zubereitungen festgestellt werden. Die Ausbildung des

Lipidfilms scheint daher bereits nach einer Stunde abgeschlossen zu sein.
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Tabelle. 9 Maximale (Amax) und minimale Aufspaltung (Amin), Polaritét bzw. isotrope Hyper-
feinkopplungskonstante (ag) und Ordnungsparameter S der Spinsonde 5-Doxylpalmitinséure
in Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen bzw. Olsdure nach Applikation auf

Parafilm (x £s,n=3)

Lipid CH-Anteil Zeit Aax Anin a S
(mol %) (h) (mT) (mT) (mT)
DOPC/CH/PG 1,0 2,64+0,06 | 0,75+0,02 | 1,38+0,03 | 0,78+0,01
0 3,5 2,63+0,09 | 0,75+0,01 | 1,37+0,02 | 0,77+0,03
7,0 2,62+0,05 | 0,75+0,01 | 1,37+0,02 | 0,77+0,01
1,0 2,74+0,04 | 0,77+£0,03 | 1,42+0,01 | 0,78+0,03
30 3,5 2,71£0,07 | 0,77+0,01 | 1,42+0,02 | 0,77+0,02
7,0 2,72+0,05 | 0,77+0,03 | 1,42+0,00 | 0,78+0,03
1,0 2,81+0,02 | 0,77+0,03 | 1,45+0,02 | 0,80+0,02
50 3,5 2,79+0,04 | 0,74+0,05 | 1,42+0,05 | 0,82+0,03
7,0 2,79+0,05 | 0,73+0,04 | 1,42+0,04 | 0,82+0,02
DPPC/CH/PG 1,0 n.b. n.b. n.b. n.b.
0 3,5 n.b. n.b. n.b. n.b.
7,0 n.b. n.b. n.b. n.b.
1,0 2,82+0,11 | 0,74+0,01 | 1,43+0,04 | 0,82+0,01
30 3,5 2,97+0,06 | 0,76+0,01 | 1,50+0,03 | 0,83+0,00
7,0 3,07+0,17 | 0,79+0,03 | 1,55+0,08 | 0,84+0,01
1,0 2,97+0,04 | 0,77+0,01 | 1,50+0,01 | 0,83+0,01
50 3,5 2,95+0,01 | 0,76+0,00 | 1,49+0,00 | 0,83+0,00
7,0 3,07+£0,21 | 0,77+0,03 | 1,54+0,06 | 0,84+0,05
P80/CH 1,0 2,61+0,12 | 0,77+0,00 | 1,38+0,04 | 0,76+0,02
0 3,5 2,63+0,06 | 0,78+0,01 | 1,40+0,02 | 0,75+0,02
7,0 2,61+0,08 | 0,78+0,03 | 1,40+0,05 | 0,74+0,00
1,0 2,70+0,10 | 0,77+0,02 | 1,41+0,02 | 0,77+0,04
30 3,5 2,72+0,06 | 0,77+0,03 | 1,42+0,01 | 0,78+0,04
7,0 2,73+0,08 | 0,76+0,03 | 1,42+0,01 | 0,78+0,04
1,0 2,82+0,04 | 0,75+0,03 | 1,44+0,04 | 0,81+0,02
50 3,5 2,79+0,03 | 0,74+0,03 | 1,42+0,03 | 0,81+0,02
7,0 2,78+0,10 | 0,80+0,02 | 1,46+0,02 | 0,77+0,04
P80OH/CH 1,0 n.b. n.b. n.b. n.b.
0 3,5 n.b. n.b. n.b. n.b.
7,0 n.b. n.b. n.b. n.b.
1,0 2,71+0,03 | 0,78+0,03 | 1,42+0,01 | 0,77+0,03
30 3,5 2,93+0,03 | 0,80+0,02 | 1,51+0,02 | 0,80+0,01
7,0 2,95+0,02 | 0,82+0,02 | 1,53+0,02 | 0,79+0,01
1,0 n.b. n.b. n.b. n.b.
50 3,5 n.b. n.b. n.b. n.b.
7,0 n.b. n.b. n.b. n.b.

Die Aussage einer fritheren Arbeit [184], bei der die Abstinde der Lipidlamellen von
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Liposomen vor und nach der Applikation mit Hilfe der Rontgenkleinwinkelstreuung bestimmt
wurden, dass nur der Dispersititsgrad, nicht aber der kolloidale Zustand der Liposomen
Verianderungen unterliegt, konnten nicht bestétigt werden. Die durchgefiihrten Untersuchun-
gen zeigen vielmehr, dass nach der Applikation der Zubereitungen Verdnderungen der
Liposomenmembranen in Bezug auf deren Flexibilitdt und Polaritét eintreten. Diese kann an
den gegeniiber den Ausgangsformulierungen erhdhten Werten der Ordnungsparameter und
isotropen Aufspaltung der Spinsonde abgelesen werden. In Zubereitungen mit Liposomen aus
gesdttigten Phospholipiden wird durch den Wasserverlust aus den Formulierungen zudem
eine Verdnderung der Zusammensetzung der Phospholipiddoppelschichten der Liposomen
hervorgerufen. Dies manifestiert sich in einer gegeniiber den Ausgangsformulierungen stark

verdnderten Spektrenform der Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure.

3.3.3  Mobilitdt von 5-Doxylpalmitinsdure im Stratum corneum nach epikutaner

Applikation von Liposomen

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln die Mobilitit von Lipiden der Liposomen-
membranen vor und nach der Applikation der Vesikel charakterisiert wurde, sollte
nachfolgend der Effekt der Liposomenzubereitungen auf die Mobilitit der Lipide im humanen

Stratum corneum untersucht werden.

Spinsonden, vor allem 5-, 12- und 16-Doxylstearinsdure und deren Esterderivate, wurden
bereits in verschiedenen Arbeiten zur Charakterisierung des Stratum corneum bzw. der
Epidermis eingesetzt [62, 298, 299]. Kitagawa et al. [282] zufolge wird 5-Doxylstearinsdure
in die Lipidlamellen des Stratum corneum aufgenommen, wohingegen der Methylester in
starker fluiden Regionen eingebaut werden soll, die vom Autor jedoch nicht ndher benannt
werden. Der Vergleich zwischen Liposomen aus Stratum-corneum-Lipiden und dem Stratum
corneum selbst zeigt, dass die Mobilitdt der verwendeten Spinsonden in den Liposomen
erhoht ist. Alonso et al. [299] flihren die unterschiedliche Spinsondenmobilitit auf die in
Liposomen fehlenden Wechselwirkungen zwischen den Stratum-corneum-Lipiden und den
Proteinen der Keratinozytenumhiillung zuriick. Ein Riickschluss auf das Stratum corneum aus

Ergebnissen, die an Liposomen erzielt wurden, ist daher nur unter Vorbehalt moglich.
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Intensiv untersucht wurde bereits der Effekt von epikutan applizierten Penetrationsenhancern,
besonders von Laurocapram (Azone®), auf die Mobilitit der Stratum-corneum-Lipide [288,
300 - 302]. Dagegen liegen nur wenige Daten zur Verdnderung der Mobilitdt dieser Lipide
durch epikutan applizierte Liposomen vor. In einigen kalorimetrischen Studien konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung der Haut mit Liposomenformulierungen zu einer erhohten
Enthalpie der Phaseniibergénge der Stratum-corneum-Lipide fiihrt [303]. Daneben wurden
neue Phaseniiberginge festgestellt, die auf die applizierten Lipide zuriickgefiihrt werden
[167]. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass diese seperate Regionen im Stratum
corneum bilden. Die dadurch entstehende Fluidisierung der Stratum-corneum-Barriere bzw.
die Ausbildung von Mikrodoménen innerhalb des Stratum corneum bedingt wahrscheinlich
die erhdhte Penetration von Substanzen in die Haut, die zusammen mit Liposomen appliziert
werden [165]. Diese Vermutung wird auch durch die Befunde von Ogiso et al. [304]
unterstiitzt, die an Liposomen aus Stratum-corneum-Lipiden eine Fluidisierung der Barriereli-
pide durch Ei-Phosphatidylcholin und eine Verminderung der Fluiditit durch hydriertes
Sojabohnenphosphatidylcholin festgestellt haben.

Eigene Untersuchungen zur Beeinflussung der Mobilitdt von Stratum-corneum-Lipiden durch
Liposomenbestandteile wurden an humanem Stratum corneum mit Hilfe der Spinsonde 5-
Doxylpalmitinsdure durchgefiihrt. Untersucht wurden Liposomen aus den Grundlagen
DOPC/CH/PG und P80/CH bzw. DPPC/CH/PG und P8OH/CH mit einem Cholesterolanteil
von 0, 30 bzw. 50 %. Als Kontrolle diente unbehandeltes bzw. mit Olsiure oder Puffer
behandeltes Stratum corneum. Ob die Fluidisierung der Stratum-corneum-Lipide ein zeitab-
hingiger Prozess ist, sollte durch Vermessung der Proben nach 1,0; 3,5 bzw. 7,0 h bestimmt

werden.

Die Werte der Ordnungsparameter, die aus den ESR-Spektren von 5-Doxylpalmitinséure in
unbehandeltem Stratum corneum (Tab. 10, Kontrolle) berechnet wurden, sind filir geordnete
Strukturen von geringer Flexibilitdt charakteristisch. Fiir 5-Doxylpalmitinsdure ebenso wie fiir
5-Doxylstearinsdure [282], konnen daher als Aufenthaltsorte die geordneten, liberwiegend aus
Ceramiden mit unverzweigten und gesdttigten Kohlenwasserstoffketten bestehenden
Lipidlamellen angenommen werden, in denen Ceramide zusammen mit anderen Hautlipiden
wie Cholesterol, Cholesterolester, Cholesterolsulfat und freien Fettsduren kristalline bzw.

gelartige Strukturen bilden.
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Die Applikation von Phosphatpuffer auf das Stratum corneum fiihrt zu einer Hydratisierung
der Kopfgruppen der Ceramide, in deren Folge die kristallinen Strukturen der intercorneocy-
tairen Lipidlamellen aufgelockert werden, und die berechneten Ordnungsparameter der

Spinsonde geringfiigig abnehmen (Tab. 10, Puffer).

Tabelle 10 Maximale (Amax), minimale (Amin) und isotrope Hyperfeinkopplungskonstante
bzw. Polaritit (ag) sowie die Ordnungsparameter S der Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure in
separierter Epidermis nach epikutaner Applikation von Phosphatpuffer bzw. Olsiure

Zubereitung Zeit Annax Anin a S
(h) (mT) (mT) (mT)
Kontrolle 1,0 3,03+0,01 0,65+0,01 1,47+0,05 0,93+0,01

3,5 2,95+0,03 0,62+0,00 1,46+0,06 0,95+0,00
7,0 3,01+0,02 0,67+0,01 1,43+0,05 0,92+0,01

Puffer 1,0 2,84+0,01 0,70+0,01 1,42+0,01 0,86+0,01
3,5 2,84+0,21 0,69+0,11 1,40+0,14 0,87+0,05
7,0 2,99+0,09 0,76+0,05 1,50+0,06 0,84+0,02

Olsdure 1,0 2,81+0,01 0,93+0,01 1,56+0,01 0,68+0,00
3,5 2,90+0,05 0,90+0,07 1,57+0,04 0,72+0,05
7,0 2,90+0,05 1,01+0,01 1,64+0,01 0,65+0,02

Die Inkubation des Stratum corneum mit den unterschiedlichen Liposomenformulierungen
fithrt, unabhingig von der Lipidgrundlage der Liposomen, im Vergleich zu reinem Phosphat-

puffer zu keiner weiteren Absenkung der Ordnungsparameter (Tab. 11).

Eine ,,dramatische* Fluidisierung bzw. die Abnahme der Flexibilitdt der Lipiddoppelschichten
durch Liposomen konnte, im Gegensatz zu der von Ogiso et al. [302, 304] an Liposomen aus
Stratum-corneum-Lipiden durchgefiihrten Arbeit, nicht festgestellt werden. Die Unterschiede
sind wahrscheinlich auf die im Stratum corneum vorhandenen und in Liposomen fehlenden
Bindungen zwischen den Lipiden und den Proteinhiillen der Keratinozyten bzw. auf die
Wirkung der Ceramide 1 und 4 zuriickzufiihren, die als ,,molekulare Nieten* den Zusammen-

halt der Lipidlamellen erhéhen und deren Flexibilitdt vermindern.
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Tabelle. 11 Maximale (Amax), minimale (Apin) und isotrope Aufspaltung (ag) sowie die
Ordnungsparameter S der Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure in separierter Epidermis nach
epikutaner Applikation von Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen

Lipid CH-Anteil Zeit Anax Anin a S
(mol %) (h) (mT) (mT) (mT)
DOPC/CH/PG 1,0 2,93+0,07 | 0,74+0,00 | 1,47+0,02 | 0,84+0,01
0 3,5 2,75+0,05 | 0,63+0,00 | 1,34+0,02 | 0,90+0,01
7,0 2,99+0,04 | 0,74+0,00 | 1,49+0,01 | 0,85+0,00
1,0 2,76+0,06 | 0,65+0,01 | 1,36+0,02 | 0,88+0,01
30 3,5 3,1+0,01 | 0,75+0,01 | 1,50+0,00 | 0,85+0,01
7,0 2,80+0,06 | 0,66+0,02 | 1,37+0,03 | 0,88+0,00
1,0 2,73+0,01 | 0,64+0,00 | 1,34+0,01 | 0,88+0,00
50 3,5 2,89+0,01 | 0,69+0,00 | 1,42+0,00 | 0,87+0,00
7,0 2,91+0,17 | 0,71+0,07 | 1,45+0,10 | 0,86+0,02
DPPC/CH/PG 1,0 2,82+0,01 | 0,67+0,01 | 1,38+0,01 | 0,88+0,01
0 3,5 2,89+0,03 | 0,71+0,00 | 1,44+0,01 | 0,85+0,00
7,0 2,76+0,05 | 0,65+0,02 | 1,36+0,03 | 0,88+0,01
1,0 2,78+0,02 | 0,65+0,01 | 1,36+0,00 | 0,89+0,01
30 3,5 2,83+0,02 | 0,71+0,01 | 1,41+0,01 | 0,85+0,01
7,0 2,90+0,12 | 0,71+0,06 | 1,44+0,08 | 0,86+0,02
1,0 2,82+0,03 | 0,68+0,01 | 1,39+0,01 | 0,87+0,00
50 3,5 2,72+0,02 | 0,62+0,00 | 1,32+0,01 | 0,90+0,00
7,0 2,80+0,02 | 0,66+0,01 | 1,37+0,01 | 0,88+0,01
P80/CH 1,0 3,02+0,01 | 0,80+0,02 | 1,54+0,02 | 0,81+0,02
0 3,5 2,89+0,02 | 0,68+0,01 | 1,42+0,01 | 0,88+0,00
7,0 2,81+0,17 | 0,68+0,09 | 1,39+0,12 | 0,86+0,04
1,0 2,81+0,02 | 0,68+0,01 | 1,39+0,01 | 0,87+0,01
30 3,5 2,87+0,01 | 0,66+0,01 | 1,40+0,01 | 0,90+0,01
7,0 2,76+0,02 | 0,67+0,01 | 1,37+0,01 | 0,86+0,01
1,0 3,08+0,01 | 0,76+0,01 | 1,53+0,01 | 0,86+0,01
50 3,5 3,06+0,01 | 0,78+0,01 | 1,54+0,01 | 0,84+0,01
7,0 3,04+0,04 | 0,77+£0,01 | 1,52+0,01 | 0,84+0,01
P80OH/CH 1,0 2,85+0,00 | 0,67+0,00 | 1,40+0,00 | 0,88+0,00
0 3,5 2,91+0,01 | 0,68+0,01 | 1,42+0,01 | 0,89+0,01
7,0 2,91+0,06 | 0,70+0,03 | 1,44+0,04 | 0,87+0,01
1,0 3,04+0,01 | 0,79+0,01 | 1,54+0,01 | 0,83+0,01
30 3,5 2,93+0,02 | 0,72+0,00 | 1,46+0,01 | 0,86=+0,00
7,0 3,01+0,03 | 0,78+0,02 | 1,52+0,02 | 0,83+0,01
1,0 2,81+0,01 | 0,65+0,01 | 1,37+0,01 | 0,89+0,00
50 3,5 2,90+0,01 | 0,75+0,01 | 1,46+0,01 | 0,83+0,01
7,0 2,79+0,02 | 0,64+0,01 | 1,35+0,01 | 0,90+0,01

Ob die geringfligig verdnderten Ordnungsparameter der Spinsonde im Stratum corneum nach
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epikutaner Applikation von Liposomen durch die Ausbildung von separaten Lipiddoméinen
im Stratum corneum hervorgerufen werden [167], konnte mit der angewandten
Auswertungsmethode nicht tiberpriift werden. Die durchgefiihrten Untersuchungen bestitigen
jedoch die Ergebnisse anderer Autoren, die eine Mischung von Liposomenbestandteilen mit
den Lipiddoppelmembranen des Stratum corneum anhand von verdnderten Wiederholungs-
distanzen der Lipiddoppelschichten nach der Applikation von Liposomen mit Hilfe des

Rontgenkleinwinkelstreuung nachweisen konnten [305].

Eine Verminderung der Ordnungsparameter mit zunehmender Inkubationsdauer der Proben

konnte nicht festgestellt werden.

Im Vergleich zur Applikation von Phosphatpuffer und Liposomen zieht die Applikation von
Olsiure, die als Penetrationsenhancer Verwendung findet, eine starke, zeitunabhingige
Verringerung der Ordnungsparameter nach sich. Diese ist wahrscheinlich auf die gesteigerte
Mobilitit der Spinsonde in Olsiduremikrodoménen mit geringem Ordnungszustand im Stratum
corneum zurlickzufiithren. Die Ausbildung solcher Doménen konnte bereits durch
thermoanalytische bzw. elektronenmikroskopische Untersuchungen z.T. an humanem Stratum
corneum nachgewiesen werden [306 - 308]. Die Berechnung der isotropen Aufspaltung der
Spinsonde (a,) zeigt jedoch, dass ein Polaritdtsunterschied zwischen der Mikroumgebung der
Spinsonde in reiner Olsdure (a, = 1,29 mT) und in dem mit Olsiure vorbehandelten Stratum
corneum (a, = 1,59 mT) vorliegt. Aus dem Vergleich der ESR-Spektren von 5-Doxylpalmitin-
siure in Olsdure bzw. im behandelten Stratum corneum geht hervor, dass die Mobilitit der
Sonde in Stratum corneum deutlich verringert ist. Beide Ergebnisse zeigen, dass die
Eigenschaften von mdglichen Olsiduremikrodoménen im Stratum corneum erheblich von der
Umgebung dieser Domiénen beeinflusst werden bzw. legen die Vermutung nahe, dass es
neben der Ausbildung von Mikrodoménen zu einer generellen Fluidisierung der Lipiddoppel-

schichten des Stratum corneum durch Olsdure kommt.

3.3.4  Diskussion

Nachdem die Integritit von Liposomen nach epikutaner und subkutaner Applikation

analysiert wurde, sollten durch weiterfiihrende Untersuchungen anhand der Mobilitdt von
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CAT-1 Erkenntnisse iiber die Fixierung von hydrophilen Substanzen durch Liposomen-
bestandteile auf der Haut gewonnen werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen,
dass die Mobilitdt der Spinsonde nach epikutaner Applikation stark abnimmt, und der iiber-
wiegende Anteil der Spinsonde auf dem Stratum corneum kristallisiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Mobilitdt der Spinsonde nach der Applikation in Liposomen aus hydrierten
Phospholipiden langsamer abnimmt als nach der Applikation in Liposomen aus nicht
hydrierten Phospholipiden. Dagegen fiihrt ein Cholesterolanteil von 50 % im Vergleich zu
Zubereitungen mit einem reduzierten Cholesterolanteil zu einer raschen Fixierung der
Spinsonde auf dem Stratum corneum. Die Berechnung der Viskositidt der Mikroumgebung
von CAT- 1 auf der Haut zeigt, dass diese innerhalb von 3,5 Stunden nach Applikation der

Spinsonde auf die Haut von ca. 3 mPa-s auf maximal 1075 mPa-s zunahm.

Verdnderungen der liposomalen Lipiddoppelmembranen, die nach epikutaner Applikation
auftreten, wurden anhand der Mobilitit der Spinsonde S5-Doxylpalmitinsdure bzw. ihrer
Ordnungsparameter untersucht. Die Ergebnisse belegen, dass der kondensierende Effekt von
Cholesterol auf die Lipiddopplemembran von Liposomen aus nicht hydrierten Phospholipiden
sowohl vor als auch nach deren epikutaner Applikation anhand der Zunahme der Ordnungspa-
rameter der Spinsonde nachgewiesen werden kann. Mit der Applikation der Liposomen
nimmt deren Membranflexibilitdt ab. Die Bestimmung der isotropen Hyperfeinaufspaltung
der Spinsonde zeigt zudem, dass die Polaritit der Mikroumgebung der Spinsonde mit
steigendem Cholesterolgehalt zunimmt und nach der Applikation der Liposomen weiter
ansteigt. Im Gegensatz zu Liposomen aus nicht hydrierten Phospholipiden zieht ein zuneh-
mender Anteil an Cholesterol in Liposomen aus hydrierten Phospholipiden eine Flexibilisie-
rung der Lipiddoppelmembranen nach sich. Diese konnte nach der Applikation der
Liposomen nicht mehr nachgewiesen werden. Spinaustauschwechselwirkungen belegen viel-
mehr eine teilweise Entmischung der Lipidmembranen wihrend der Auftrocknung der
Liposomen. Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen, dass es entgegen bisheriger Annahmen
nach der Applikation nicht nur zu einer Verdnderung des Dispersititsgrads, sondern auch zu

einer Anderung der Membraneigenschaften der Liposomen kommit.

Um Informationen iiber Mobilitdtsdnderungen der Stratum-corneum-Lipide durch epikutan
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applizierte Liposomen und den Penetrationsenhancer Olsiure zu erhalten, wurden die
Ordnungsparameter der Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure nach deren Inkorporation in das
Stratum corneum analysiert. Diese weisen die intercorneozytiren Lipiddoppelschichten des
Stratum corneum als geordnetes System von geringer Flexibilitdt aus. Es konnte gezeigt
werden, dass durch die Inkubation der Hautproben mit Phosphatpuffer die Mobiltdt der
Spinsonde im Stratum corneum erhoht wird. Die Inkubation mit den unterschiedlichen
Liposomenformulierungen fiihrt dagegen zu keiner weiteren Mobilitditszunahme. Eine als
»dramatisch® bezeichnete Fluidisierung der Lipiddoppelschichten durch Bestandteile von
Liposomen aus nicht hydrierten Phospholipiden bzw. die Abnahme der Flexibilitit der
Lipiddoppelschichten durch Liposomen aus hydrierten Phospholipiden konnte im Gegensatz
zu den von Ogiso et al. [302, 304] mit Liposomen aus Stratum-corneum-Lipiden erhaltenen
Ergebnissen nicht festgestellt werden. Dagegen zieht die Applikation von Olsiure eine starke,
lang anhaltende Fluidisierung der Lipiddoppelschichten des Stratum corneum nach sich,

verbunden mit einer Verringerung der Ordnungsparameter.
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34 Fallspezifische Anwendung der ESR-Tomografie

Vor der Durchfithrung von Untersuchungen zur Veranderung der Hautpenetration von ESR-
Spinsonden durch Liposomen sollten zunichst einige grundlegende Fragen zur Anwendung
der ESR-Tomografie an Hautproben beantwortet werden. Dazu gehdrt die bisher in der
Literatur nicht beriicksichtigte Frage, ob die Anwendung der ESR-Tomografie zur Durchfiih-
rung von biopharmazeutischen Untersuchungen an der Haut die Erfassung von rdumlich-
spektralen Informationen in definierten Hautschichten erlaubt. Weiterhin sollte geklart
werden, ob durch die Adaption des von Freed fiir die cw-Spektroskopie ohne rdumliche
Auflosung entwickelten Computerprogramms [49] spektrale Parameter von Spinsonden, wie

z.B. die Rotationskorrelationszeiten aus ESR-Tomogrammen, bestimmt werden konnen.

3.4.1  Abbildung von Hautschichten mit der ESR-Tomografie

Die durchgefiihrten Untersuchungen sollten kldren, inwieweit sich das Stratum corneum, die
Epidermis und die Dermis mit der ESR-Tomografie aufgrund von unterschiedlichen
hydrophilen und lipophilen Anteilen in den einzelnen Hautschichten differenzieren lassen.
Daneben war von Interesse, welche Ausdehnungen die einzelnen abgebildeten Schichten in

den Tomogrammen aufweisen wiirden.

Hierzu sollte die Abhingigkeit der Hyperfeinkopplungskonstanten der Spinsonde '’N-
TEMPO (vgl. 5.2.1.) von der Sondenumgebung genutzt werden. Im Unterschied zu
"N-Nitroxylradikalen, die eine Kernspinquantenzahl von I=1 aufweisen, zeigen “N-
Nitroxylradikale (I ="2) ein Signal-Doublett (Abb. 89). Aufgrund der Tatsache, dass die
Flache des ESR-Signals proportional zur Anzahl der freien Spins ist, ist im Fall von [ =
diese Fliche auf nur zwei Linien verteilt. Damit ergeben sich intensivere Signale, die sich
deutlicher vom Rauschen abheben und die empfindliche Erfassung der Linienbreite und
Signalamplitude erlauben. Zur Abbildung von Polarititsunterschieden in einzelnen

Hautschichten erschien ’N-TEMPO daher besonders geeignet zu sein.
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Abb. 89 Schematische Darstellung der Anderung der Signalaufspaltung der Spinsonde '*N-
TEMPO in Abhéngigkeit von der Polaritét ihrer Umgebung. oben: geldst in bidestilliertem
Wasser, unten: geldst in Miglyol®

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit eine Methode zur Bestimmung der Dicke von Hautproben
aus ESR-Tomogrammen entwickelt worden war (vgl. 5.2.1), konnten anhand der ermittelten
Werte der Hyperfeinkopplungskonstante ay von "N-TEMPO, die in Abhingigkeit von der
Tiefe der spektralen Schnittebene aus den ESR-Tomogrammen der humanen Hautproben
bestimmt wurden, drei Hautbereiche differenziert werden (s. Abb. 90). Bereich I mit einem
an-Wert von 2.13 mT und einer mittleren Ausdehnung von 290 um entspricht dem Gesamtbe-
reich der Epidermis der vermessenen Hautprobe. Im Anschluss daran nimmt die Hyperfein-
kopplungskonstante zu und markiert den Ubergang der Epidermis zur vergleichsweise
zellarmen, wasserreichen Dermis, die vornehmlich aus locker verbundenen Fibroblasten und
vernetzten Proteinfasern (Kollagen, Elastin, Retikulin) in einer amorphen Grundsubstanz
(Mucopolysaccharide, Hyaluronsdure, Chondroitin) besteht. Die im oberen Drittel der Dermis
(I) ermittelten ay-Werte entsprechen annidhernd den Werten, die fiir die Spinsonde '"N-
TEMPO in Wasser festgestellt wurden, und weisen auf die hohe Polaritit dieses Bereiches
hin. In einer Hauttiefe zwischen 930 bis 1200 um kommt es dagegen zu einem gravierenden

Abfall der Hyperfeinkopplungskonstante auf einen Wert von 2.0 mT (III), der dem an-Wert
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einer Losung der Spinsonde in dem Triglyceridgemisch Miglyol® entspricht. Dieser Wert
bleibt im weiteren Verlauf der unteren Dermis bis zum Ubergang zur Subcutis (Bereich
zwischen 1200 und 2000 pm) annidhernd konstant, wobei zu beachten ist, dass das subkutane
Fettgewebe bei der Priparation der Hautproben entfernt wurde. Danach ist davon auszugehen,
dass im unteren Bereich der Dermis lipophile Strukturen (Fettzellen) vorkommen, in denen
sich die Spinsonde TEMPO aufgrund ihrer Lipophilie (n-Octanol/Wasser-Verteilungskoefti-

zient = 63) anreichert.

2,4 o
2,2
=
E
= 2,0 -
©
L I i 1]
1 NLO1
' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
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Abb. 90 Abhingigkeit der aus den Tomogrammen von humaner Bauchhaut ermittelten Werte
der Hyperfeinkopplungskonstante ay der Spinsonde '’N-TEMPO von der Tiefe der spektralen
Schnittebene und deren Zuordnung zu verschiedenen Bereichen der Haut (I: Epidermis, II:
oberer Bereich der Dermis, III: unterer Bereich der Dermis)

Die mit Hilfe der ESR-Tomografie ermittelten Schichtdicken der differenzierbaren
Hautabschnitte liegen im Bereich der in der Literatur zu findenden Werte (vgl. [67, 76, 84,
104]). Danach werden fiir die Epidermis eine durchschnittliche Dicke von 180 um (bei einer
Spannweite von 30 bis 1265 um) und fiir die Dermis ein Durchschnittswert von 2500 pm (bei
einer Spannweite von 300 — 500 um) angegeben. Unterschiede ergeben sich vor allem bei der
Vermessung von Proben aus unterschiedlichen Hautregionen, kdnnen aber auch durch den
physiologischen Zustand (Ausprigung der Hornschicht, Hydratation) und methodisch bedingt
sein. So ist zu beriicksichtigen, dass die Hautoberfliche und auch die Uberginge zwischen

verschiedenen Hautbereichen nicht planar sind (z.B. papillenformiger Ubergang zwischen
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Epidermis und Dermis). Die aus den Tomogrammen gewonnenen spektralen Schnitte liegen
dagegen in einer Ebene und reprisentieren daher in Ubergangsbereichen jeweils die

dominierende Komponente.

3.4.2  Modelluntersuchungen zur ortsabhingigen Mobilitdt von Spinsonden in Glycerol-

Wasser-Mischungen

Zur Untersuchung von biopharmazeutischen Fragestellungen an der Haut ist die ESR-
Tomografie erst von wenigen Autoren verwendet worden [309 - 312]. In deren Untersuchun-
gen war die Auswertung der Penetration und rdumlichen Verteilung der Spinsonden bzw.
spin-gelabelten Arzneistoffe meist von vorrangigem Interesse. Nahezu keine Aufmerksamkeit
wurde bisher auf die Auswertung der Aufspaltung bzw. der Linienbreite der entsprechenden
ESR-Signale und die modellméBig aus den Spektren zugidngliche Mobilitét von Spinsonden in
der Haut und die daraus abzuleitenden Aussagen im Hinblick auf die Verdnderung der
Umgebungseigenschaften von Spinsonden durch epikutan applizierte, topische Zubereitungen
gelegt [313, 314]. Dies ist wahrscheinlich auf die Schwierigkeiten mit zum Teil ungeldsten
Problemen zuriickzufiihren, die mit der Bestimmung der genannten Parameter verbunden
sind. Zur Auswertung missen zundchst ESR-Tomogramme durch eine mathematische
Riickkonstruktion der registrierten Spektren erstellt und danach ortsabhingig in Einzelspekt-
ren zerlegt werden (vgl. 5.2.1). Diese miissen abgeleitet und anschliefend gegebenenfalls
geglittet werden, bevor die effektive Linienbreite der ESR-Spektren und die Mobilitdt der

Spinsonden durch Spektrensimulation bzw. -anpassung bestimmt werden kdnnen.

Zur Bestimmung der Rotationskorrelationszeiten (tr) von Spinsonden als Mal} fiir den
Bewegungszustand bzw. fiir die Mobilitdt kann die bereits in Kapitel 3.3.1 angewandte
empirische Beziehung (Gleichung 1) und das von Freed entwickelte Computerprogramm zur
Berechnung von magnetischen Resonanz-Spektren [49, 315, 316] verwendet werden. Aus der
Berechnung resultiert der dekadische Logarithmus des ,,rotational diffusion tensor (RBAR)
als Bewegungsparameter der Spinsonden, der mit nachfolgender Gleichung in die entspre-

chenden Rotationskorrelationszeiten (tr) liberfiihrt werden kann:
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1
T = 10 FBAR (7)
TR Rotationskorrelationszeit

RBAR: Log 10 des ,,rotational diffusion tensor

Die durchgefiihrten Untersuchungen sollten kidren, welchen Anwendungsmdéglichkeiten und
Limitierungen sowohl die empirische Beziehung (Gleichung 1) als auch das Computer-
programm bei der Bestimmung von Rotationskorrelationszeiten aus ESR-Tomogrammen

unterliegen. Dazu liegen bisher keine Erfahrungen vor.

Fir die folgenden Untersuchungen wurden Losungen der Spinsonden CAT-1, TEMPO,
TEMPOL und TEMPOL-benzoat in Glycerol-Wasser-Mischungen mit definierter Viskositét
sowohl cw-spektroskopisch als auch tomografisch im X-Band vermessen, und anschlieSend

die Rotationskorrelationszeiten der Spinsonden bestimmt.

Die Auswertung der Rotationskorrelationszeiten aus cw-Spektren mit der Amplitudenme-
thode (s. Abb. 82) zeigt, dass die Rotationskorrelationszeiten erwartungsgeméill sowohl von
der Molekiilgeometrie der Spinsonden, als auch von der Viskositdt der Spinsondenumgebung
abhingig sind (Abb. 91). Sie iiberstreichen einen Bereich von 5,34-10"" bis 6,82:10” s und
steigen mit zunehmender MolekiilgroBe in der Reihenfolge TEMPO < TEMPOL < CAT-1 <
TEMPOL-benzoat an. Bei der Auswertung der Rotationskorrelationszeiten mit der empiri-
schen Beziehung wurde bereits die erste Limitierung der Methode deutlich. Mit steigender
Umgebungsviskositidt der Spinsonden nimmt die Anisotropie der Spektren zu, und die
Signalamplitude des Hochfeldpeaks ab (Abb. 92). Dadurch wird die Auswertung der
Amplituden ungenau bzw. unmoglich. Aus diesem Grund ziehen einige Autoren die
Amplitude des Niedrigfeldpeaks, der einer geringeren Verdanderung unterliegt, zur Auswer-
tung heran [232, 282]. Diese Vorgehensweise entspricht jedoch nicht den von Fraenkel und

Freed entwickelten Grundlagen der Methode [287].

Mit Hilfe des Computerprogramms kann an alle gemessenen cw-Spektren unabhéngig von
deren Anisotropie ein simuliertes Gesamtspektrum angepasst und die Rotationskorrelations-
zeiten der Spinsonden bestimmt werden. Die berechneten Werte fiir tr liegen in einem

Bereich von 1,08-10" bis 2,12-10™® s und bestitigen die Abhingigkeit der Rotationskorrelati-
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onszeiten von der MolekiilgroBe und der Viskositdt der Mikroumgebung der Spinsonden

(Abb. 91).

8,0x10°7 —m— CAT-1 emp. Bez.
» ---4 - TEMPO emp. Bez.
7,0x10°<4 - -@ - TEMPOL emp. Bez.

|
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Abb. 91 Mit der empirischen Beziehung (oben) bzw. mit dem Computerprogramm nach
Freed [49] (unten) berechnete Rotationskorrelationszeiten von verschiedenen Spinsonden in
Abhéngigkeit von der Viskositdt ihrer Losungsmittel (Glycerol-Wasser-Mischungen)

Die Abhéngigkeit der Rotationskorrelationszeiten von der MolekiilgroBe und der Umge-

bungsviskositit wird durch die nachfolgende Gleichung beschrieben:
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. _A4ren-a’ "
fo3keT ®

Tr:  Rotationskorrelationszeit

n:  Viskositét

a: Radius des Molekiils

k: Boltzmann-Konstante

T: Temperatur

Die Rotationskorrelationszeiten, die mit der empirischen Beziehung und dem Computer-
programm bestimmt wurden, unterscheiden sich deutlich voneinander. Die durch das
Computerprogramm berechneten Ergebnisse weisen auf eine verlangsamte Bewegung der
Spinsonden hin. Daher sind die Kurven, die sich aus der Abhéngigkeit der Rotationskorrelati-
onszeiten von der Viskositdt der Zubereitungen ergeben, fast parallel zu den mit der Amplitu-
denmethode berechneten Kurven verschoben, und zwar in die Richtung ldngerer Rotations-
korrelationszeiten. Griinde fiir die Differenzen konnten darin liegen, dass in der empirischen
Beziehung, im Gegensatz zum Computerprogramm, weder die individuellen g-Faktoren (gxx,
2y, 2,;) noch die Aufspaltungen (a., ayy, a,) der einzelnen Spinsonden beriicksichtigt

werden, und vom Spektrum nur zwei bis drei Wertepaare verwendet werden.

Mit dem Ubergang von der ESR-Spektroskopie zur ESR-Tomografie ergibt sich die
Moglichkeit, Rotationskorrelationszeiten von Spinsonden in definierten Hautschichten zu
bestimmen. In Abb. 93 sind beispielhaft fiir die untersuchten Spinsondenldsungen drei cw-
Spektren und drei Spektren aus ESR-Tomogrammen einander gegeniiber gestellt. Die
Tomogramm-Spektren weisen im Vergleich zu den cw-Spektren erwartungsgemill ein
schlechteres Signal-Rausch-Verhiltnis auf. Dieses wird dadurch begriindet, dass bei der ESR-
Tomografie die Intensitit der Probe nicht wie bei der cw-Spektroskopie summarisch, sondern
in Einzelspektren (Projektionen) mit unterschiedlicher rdumlicher Kodierung erfasst wird
(vgl. 5.2.1). Hinzu kommen aufnahmetechnische Besonderheiten, wie z.B. Gradienteninstabi-
litaiten. Bei der ortsabhingigen Erfassung von Spinsonden in der Haut wird das Signal-
Rausch-Verhiltnis der Spektren gegeniiber Losungen weiter verschlechtert. Die Griinde
hierfiir sind stirkere dielektrische Verluste, die auf den Wassergehalt der Proben und ihre

Dimensionierung zuriickgehen. Weitere Griinde sind die Reduktion der Spinsonden in der
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Haut und vor allem die von der Penetrationsrate abhidngige Konzentration der Spinsonden in

den einzelnen Hautschichten. Letztere kann sehr gering sein.

Viskositat

321,4

(§57TT

472,5

T T T T T T T
332 334 336 338
magnet. Feld (mT)

Abb. 92 X-Band-ESR-Signale der Spinsonde CAT-1 in Abhéngigkeit von der Viskositit des
Losungsmittels (Glycerol-Wasser-Mischungen)

Das Signal-Rausch-Verhiltnis ist jedoch ein weiterer limitierender Faktor fiir den Einsatz der
empirischen Beziehung. Auf maiBig verrauschte Tomogramm-Spektren von Spinsonden,
deren Rotation eingeschriankt ist wie in Abb. 93 (Mitte), kann diese Methode bereits nicht
mehr angewendet werden, da die Amplituden der einzelnen Peaks nicht mehr eindeutig aus
den Spektren zu bestimmen sind. Dagegen lassen sich mit einem Parametersatz, der durch die
Anpassung von Spektren aus cw-Untersuchungen entwickelt wurde, die Rotationskorrelati-
onszeiten aus verrauschten Tomogramm-Gesamtspektren mit Hilfe des Computerprogramms
berechnen. Die Rotationskorrelationszeiten, die aus cw-Spektren und Tomogrammen durch
Spektrenanpassung bestimmt wurden, weisen trotz des schlechteren Signal-Rausch-

Verhiltnisses der Tomogramm-Spektren nur geringe Unterschiede auf (Abb. 94).



80
60
40

20+

Intensitat [a.u.]

-20]
-40 ]

-60

-80

Fallspezifische Anwendung der ESR-Tomografie

- =~ exp.Spektrum
berechn. Spektrum

3340

100 5

80

Intensitat [a.u.]

T
3350

T
3360

33‘70
B, [€]

T T 1
3380 3390 3400

- =~ exp.Spektrum
— berechn. Spektrum

3340

60

40

20

Intensitat [a.u.]

-40]

-60-

T
3350

T
3360

33‘70
B, [G]

T T 1
3380 3390 3400

- — - Spektrum
—---Komp. 1 (niedrigviskos)
— - = Komp. 2 (hochviskos)

Summe (1 +2)

3340

T
3350

T
3360

T
3370
B,[GI

T T 1
3380 3390 3400

Intensitat [a.u.]

Intensitat [a.u.]

Intensitat [a.u.]

-1000—

-2000

-3000

5000
4000
3000

2000

=== exp. Spektrum
——berechn. Spektrum

1t

2000 -

10004

-1000

-2000

T T T T 1
3360 3370 3380 3390 3400

B, [G]
: - - - exp. Spektrum
n —— berechn. Spektrum

3340

3000
2000

1000

T T T 1
3370 3380 3390 3400

T
3360

T
3350

B, [G]
- - - Spektrum
f] — - - Komp. 1 (niedrigviskos)

— - = Komp. 2 (hochviskos)
Summe (1 +2)

3340

T T T T T 1
3350 3360 3370 3380 3390 3400

B, [G]

209

Abb. 93 X-Band-cw-Spektren (linke Spalte) und Schnitte aus den Tomogrammen (rechte
Spalte) von 250 uM CAT-1-Losungen zweier Viskosititen und ihren entsprechenden
Anpassungen (obere Reihe: einzelnes ESR-Rohrchen mit Losung der Viskositdt 29.7 mPas;
mittlere Reihe: einzelnes ESR-Rohrchen mit Losung der Viskositdt 321.4 mPas; untere Reihe:
ineinander gestellte Rohrchen jeweils mit den oben vorgestellten Losungen®)

° Die dabei auftretenden Anderungen von y,bzw. der dielektrischen Verluste sind gering.
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Abb. 94 Rotationskorrelationszeiten der Spinsonde CAT-1, bestimmt aus cw-Spektren und
ESR-Tomogrammen, in Abhingigkeit von der Viskositit ihrer Umgebung (Glycerol-Wasser-
Mischungen) und der zur Auswertung herangezogenen Methode

Liegen zwei Spinsondenspezies mit verschiedenen Rotationskorrelationszeiten in einem
System vor, ergibt sich ein ESR-Spektrum, das aus der Uberlagerung der Einzelspektren der
zwei Spezies besteht (Abb. 93, unten). Im Gegensatz zur empirischen Beziehung ist mit Hilfe
des Computerprogramms ist die Mdglichkeit gegeben, die Rotationskorrelationszeiten der
einzelnen Spezies und ihre Anteile am Gesamtspektrum zu berechnen. Um die Grenzen der
Anpassungsgenauigkeit der simulierten Spektren an die gemessenen ESR-Spektren zu
erkennen, wurden jeweils zwei ESR-Spektren der Spinsonde CAT-1 bzw. TEMPOL in
Glycerol-Wasser-Mischungen mit unterschiedlichen Viskosititen in genau definierten
Anteilen zu einem Gesamtspektrum {iiberlagert. AnschlieBend wurden die Anteile der
einzelnen Spezies durch Spektrenanpassung bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 95
dargestellt. Danach betrdgt die maximale Abweichung des ermittelten Flachenanteils vom
Sollwert fiir die Spinsonde TEMPOL 22 %. Die Anpassungen des simulierten Spektrums an
das Gesamtspektrum sind damit als gut einzustufen. Die Abweichungen des ermittelten
Flachenanteils vom Sollwert fiir die Spinsonde CAT-1 sind in den Bereichen mit niedrigen
Anteilen der mobilen Komponente am Gesamtspektrum hoch und betragen maximal 56 %.
Mit steigenden Anteilen der mobilen Komponente verrringern sich die Abweichungen vom

Sollwert bis auf 2 %, weshalb auch diese Anpassungen des simulierten Spektrums an das
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Gesamtspektrum als gut einzustufen sind.

Damit ist die Moglichkeit gegeben, koexistierende Bewegungszustinde von Spinsonden in
der Haut zu identifizieren, und die Rotationskorrelationszeiten sowie die Anteile der Spezies

am Gesamtspektrum fiir einen bestimmten Ort zu berechnen.

Durch die Vermessung der Spinsonden-Lésungen im X-Band (9,5 GHz), S-Band (2,5 GHz)
und L-Band (1 GHz) wurde eine Einschrinkung fiir die Vergleichbarkeit der Rotationskorre-
lationszeiten, die aus Berechnungen mit der empirischen Beziehung hervorgehen, deutlich.
Mit steigender Frequenz der Mikrowellenstrahlung nehmen die via Amplituden berechneten
Rotationskorrelationszeiten der Spinsonden in allen vermessenen Losungen zu. Das Ergebnis
erscheint unwahrscheinlich, da die Losungen nicht verdndert wurden. Dagegen zeigte die
Anpassung der Spektren mit Hilfe des Computerprogramms, dass die Rotationskorrelations-
zeiten der Spinsonden mit ansteigender Frequenz unverdndert bleiben, die Linienbreiten der
Spektren jedoch abnehmen. Da aus den ESR-Spektren abgeleitete Linienbreiten der
Spinsonden direkt in der empirischen Beziehung beriicksichtigt werden bzw. sich auf die
Amplituden der Einzelpeaks und deren Verhéltnis zueinander auswirken, erscheinen die
Rotationskorrelationszeiten formal als frequenzabhdngige Groflen. Die empirische Beziehung
wurde anhand von X-Band-Spektren entwickelt. Es konnen daher nur die Werte fiir die
Rotationskorrelationszeiten von Spinsonden als gesichert angesehen werden, die aus X-Band-
Spektren bestimmt wurden. Fiir die Bestimmung von Werten aus den Spektren, die im S- oder
L-Band aufgezeichnet wurden, ist die Einfilhrung eines Korrekturfaktors oder entsprechenden

Modells notwendig.

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass die Rotationskorrelationszeiten von
Spinsonden in Glycerol-Wasser-Mischungen sowohl aus cw-Spektren als auch aus ESR-
Tomogrammen mit Hilfe des Computerprogramms berechnet werden konnen. Im Gegensatz
zu der empirischen Beziehung ist das Computerprogramm auch auf Spektren mit einem
schlechten Signal-Rausch-Verhiltnis anwendbar. Dariiber hinaus bietet es die Mdoglichkeit,
die Rotationskorrelationszeiten von zwei nebeneinander vorliegenden Spinsondenspezies zu
bestimmen und die Anteile der Spezies am Gesamtspektrum ortsaufgeldst zu quantifizieren.
Im Gegensatz zur empirischen Beziehung sind die Ergebnisse des Computerprogramms

unabhidngig von der verwendeten Frequenz. Die in diesem Versuchsteil entwickelten
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Grundparametersidtze zur Anpassung von Spektren an gemessene ESR-Spektren der
Spinsonden CAT-1, TEMPO, TEMPOL, TEMPOL-benzoat sollen in den folgenden Hautun-
tersuchungen zur Berechnung der Rotationskorrelationszeiten der Spinsonden in den

einzelnen Hautschichten herangezogen werden.
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Abb. 95 Mit dem Programm nach Freed [49] berechneter Anteil der mobilen Komponente
eines CAT-1- bzw. TEMPOL-Spektrums in Abhingigkeit vom Anteil der mobilen
Komponente an einem Modellspektrum bestehend, aus mobiler und stark immobiler
Komponente

3.4.3  Diskussion

Vor der Durchfiihrung von Transportstudien mit der ESR-Tomografie sollte zunédchst geklart
werden, ob diese die Erfassung von rdumlich-spektralen Informationen in definierten Haut-
schichten erlaubt. Die Uberpriifung der Moglichkeit einer nicht invasiven Erfassung und
Abbildung der verschiedenen Schichten der Humanhaut erfolgte anhand der polaritidtsabhéin-
gigen Hyperfeinaufspaltung der amphiphilen Spinsonde "N-TEMPO. Aufgrund der ortsab-
héngig ermittelten Hyperfeinaufspaltungen konnten die drei Hautbereiche Epidermis, obere
Dermis und untere Dermis bzw. der Ubergangsbereich zur Subcutis anhand ihrer unterschied-
lichen Anteile an hydrophilen und lipophilen Strukturen differenziert werden. Die ermittelten

Abmessungen der Hautabschnitte liegen im Bereich der in der Literatur zu findenden Werte.
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Weiterhin wurde untersucht, ob durch die Adaptation des von Freed fiir die cw-Spektroskopie
entwickelten Computerprogramms spektrale Parameter von Spinsonden, insbesondere deren
Rotationskorrelationszeiten, aus ESR-Tomogrammen bestimmt werden konnen. Ergebnisse
derartiger Untersuchungen liegen bisher in der Literatur nicht vor. Die anhand von Glycerol-
Wasser-Mischungen durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass die Rotationskorrelations-
zeiten von ESR-Spinsonden aus ESR-Tomogrammen mit Hilfe dieses Programms mit
akkzeptabler Genauigkeit berechnet werden konnen. Im Gegensatz zu der von Fraenkel und
Freed angegebenen und vielfach genutzten empirischen Beziehung zur Berechnung von
Rotationskorrelationszeiten konnte gezeigt werden, dass das Computerprogramm auch auf
Spektren mit einem ungiinstigen Signal-Rausch-Verhéltnis anwendbar ist und die erzielten
Ergebnisse unabhingig von der eingestrahlten Mikrowellenfrequenz sind (L-, S- bzw. X-
Band-ESR). Dariiber hinaus kénnen durch die Anwendung des Computerprogramms die
Rotationskorrelationszeiten von zwei nebeneinander vorliegenden Spinsondenspezies
bestimmt und die Anteile der Spezies am Gesamtspektrum ortsaufgeldst quantifiziert werden.
Die Rotationskorrelationszeiten von Spinsonden sind erwartungsgemdl3 sowohl von der

Molekiilgeometrie als auch von der Viskositit der Mikroumgebung abhingig.
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3.5 Mobilitiat von Spinsonden nach epikutaner Applikation von Liposomen

Liposomenzubereitungen wurden bereits von vielen Autoren mit dem Ziel untersucht, die
Penetration von Arzneistoffen in die Haut bzw. die Permeation durch die Haut zu optimieren.
Dabei kam neben einer Vielzahl von Liposomenformulierungen eine grofle Bandbreite
verschiedener Untersuchungsmethoden und Hautmodelle zum Einsatz. Im Vergleich zu
konventionellen Zubereitungen wie z.B. Hydrogelen, Salben und Losungen wurde dabei
meist eine erhdhte Penetration des Arzneistoffs bzw. Markers aus Liposomenzubereitungen
festgestellt. Zur Beeinflussung der Hautpermeation von Arzneistoffen finden sich in der
Literatur unterschiedliche Angaben. Fiir Benzocain und Progesteron konnte im Vergleich zu
den Referenzsystemen eine niedrigere Hautpermeation nachgewiesen werden [242, 317].
Dagegen wird diese fiir Propranolol, Sotalol, Bifonazol und andere Arzneistoffe durch
Liposomen z.T. deutlich verstéirkt [248, 249]. Die unterschiedlichen Ergebnisse sind zum Teil
auf die Auswahl des jeweiligen Bezugssystems zurlickzufiihren. So ist mit steigender
Lipophilie der Arzneistoffe generell eine verminderte Penetration aus lipophilen
Zubereitungen wie z.B. Salben und PEG-Losungen in die Haut zu erwarten [318]. Zum
anderen haben Untersuchungen mit radioaktiv markiertem Hydrocortison gezeigt, dass
Liposomen im Gegensatz zu Salben zur Auspriagung eines Wirkstoffdepots in den oberen
Hautschichten fiihren. Gleichzeitig wird dabei der Ubergang von Hydrocortison ins Blut, d. h.
die Hautpermeation und die Ausscheidung liber den Urin, vermindert [319-321]. Die in In-
vivo-Untersuchungen erzielten Ergebnisse zeigen, dass aus einer verminderten Hautpermea-
tion von Arzneistoffen nicht auch automatisch auf eine verminderte Hautpenetration

geschlossen werden kann.

Trotz der Vielzahl an Studien liegen bisher nur wenige Informationen dariiber vor, wie Lipo-
somen den Arzneistofftransport in die Haut verstirken, und welchen Einfluss die Zusammen-
setzung der Liposomen auf die Hautpenetration der Arzneistoffe und die Depotwirkung der
Vesikel hat. Einige Autoren haben neben einer Abhéngigkeit der Penetration ihres Markers
von der Zusammensetzung der verwendeten Liposomen auch eine Abhingigkeit von der Art
der Herstellung der Vesikel festgestellt [311]. Dieses Ergebnis erscheint jedoch unwahr-

scheinlich.

Im folgenden Kapitel sollten Untersuchungen zur Penetration von liposomal eingeschlosse-
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nen Nitroxidspinsonden mit unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften, insbe-
sondere variierender Lipophilie in die Haut, mit Hilfe der ESR-Tomografie durchgefiihrt
werden. Fiir diese Versuche wurden unilamellare Liposomen mit unterschiedlichen Membran-
rigiditdten aus hydrierten (DPPC, P8OH) und nicht hydrierten Phospholipiden (DOPC, P80)
eingesetzt und mit den Spinsonden CAT-1, TEMPOL, TEMPOL-benzoat beladen. Durch den
Vergleich der Zubereitungen mit konventionellen topischen Zubereitungen (Losungen, Salben,
Mikroemulsionen) sollten die Depotwirkung und die Penetrationsférderung in Abhdngigkeit
von der Auswahl der Liposomengrundlage, der Fluiditdt der Liposomenmembranen und der

Hydro-/Lipophilie der eingesetzten Spinsonden charakterisiert werden.

Zur Beurteilung der Integritdt von Liposomen nach der Applikation auf die Haut bzw. deren
Depotwirkung ist es wichtig, dass zwischen verkapselten und freigesetzten Spinsonden diffe-
renziert wird. Dieses wird mdglich, indem bei der Durchfithrung von Penetrationsstudien in
einem Teil der Hautproben der Metabolismus der freigesetzten Sonde zum ESR-inaktiven
Hydroxylamin gehemmt wird, und sich ein Vergleich mit solchen Hautproben anschlief3t, in
denen die freigesetzte Spinsonde schnell umgesetzt wird. Die Hemmung des Spinsonden—
Metabolismus in der Haut erfolgte dabei liber eine Blockade reduzierender Hautfaktoren
durch N-Ethylmaleinimid (NEM, vgl. [56]), das iiber die Ausbildung einer kovalenten
Bindung Thiolgruppen blockiert [298].

Zur Beurteilung der Wechselwirkungen zwischen Liposomen und der Haut sollte im zweiten
Teil der Untersuchung die polarititsabhdingige Hyperfeinaufspaltung der Spinsonden ortsab-
héingig bestimmt werden. Diese erlaubt Aussagen iiber die Polaritdt der Mikroumgebung von
Spinsonden in der Haut und die Verdnderung der Polaritdt durch epikutan applizierte

Bestandteile von Liposomen und anderen topischen Zubereitungen.

Im Rahmen des vorangegangenen Kapitels sind neue Auswertungsmethoden entwickelt
worden, die die Bestimmung der Mobilitét von Spinsonden aus ESR-Tomogrammen der Haut
erlauben. Im letzten Teil der Untersuchung sollten durch die Auswertung der Rotationskorre-
lationszeiten der verkapselten Spinsonden Informationen iiber Verdnderungen der Mobilitdt
von Spinsonden in der Haut durch epikutan applizierte Zubereitungen erhalten werden. Von
besonderem Interesse war die Frage nach dem Zusammenhang zwischen der Mobilitidt von
Spinsonden in der Haut und dem Depoteffekt von Liposomen. Dariiber hinaus sollte die

Viskositdt der Mikroumgebung von Spinsonden in der Haut analysiert werden.
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3.5.1  Réiumliche Verteilung von CAT-1, TEMPOL und TEMPOL-benzoat in der Haut

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit sowohl die Priparation von Hautproben als auch die
Bedingungen fiir ESR-Untersuchungen an Hautproben erarbeitet wurden (vgl. 5.3.9.1), sollte
nachfolgend untersucht werden, ob mit Hilfe der ESR-Tomografie die zeitabhdngige
Penetration von Spinsonden in die Haut verfolgt werden kann. Zu diesem Zweck wurden die
Spinsonden CAT-1, TEMPOL, TEMPOL-benzoat ausgewihlt, deren Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten sich deutlich voneinander unterscheiden (P = 0; 3,7 bzw. >> 100).
Durch die Inkorporation der Sonden in Liposomen mit fluiden Lipidmembranen aus
DOPC/CH/PG (6,5:3:0,5) und P80 bzw. solchen mit rigiden Lipidmembranen aus
DPPC/CH/PG (4:5:1) und PSOH/CH (6:4) sollte der Einfluss der Fluiditdit der Liposomen-
membranen auf die Penetration der Spinsonden in die Haut untersucht werden. Die
Verwendung von partialsynthetischen Lipiden (DOPC, DPPC) und Sojabohnenlecithinen
(P80, PSOH) sollte dariiber hinaus Aussagen zur Bedeutung der in Sojabohnenlecithinen
vorhandenen Begleitstoffe wie z.B. Lysolecithine fiir die Penetration der Spinsonden ermogli-
chen. Durch den Vergleich der Ergebnisse mit der Penetration der Sonden aus einer ethanoli-
schen Losung (40 Vol.%), einer Mikroemulsion und einer hydrophilen Salbe (modifiziert nach
DABI0) in die Haut sollten Erkenntnisse iiber den penetrationsfordernden Effekt und den
Depoteffekt von Liposomen in Abhdngigkeit von der inkorporierten Spinsonde gewonnen
werden. Letzterer sollte durch den Vergleich der Penetration der Spinsonden in Hautproben

ohne und mit Enzymhemmung weiter charakterisiert werden.

An dieser Stelle sei auf eine Besonderheit der hier angewandten ESR-Tomografie hingewie-
sen. Wihrend in der ESR-Spektroskopie iiblicherweise die erste Ableitung des Absorptions-
signals registriert wird, fallen nach der Riickkonstruktion der ESR-Tomogramme die Signale
in ihrer integrierten Form an. In Abb. 96 sind beispielhaft ESR-Tomogramme von Hautpro-
ben ohne und mit Enzymhemmung in Abhingigkeit von der Zeit nach der Applikation von

CAT-1 in DOPC/CH/PG-Liposomen dargestellt.
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Abb. 96 ESR-Tomogramme unbehandelter und mit NEM vorbehandelter Hautproben 1,0;

3,5, 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation von CAT-1 verkapselt in
DOPC/CH/PG-Liposomen

Zur Auswertung der Signalintensitdtsverteilung in der Haut wurden rdumliche Schnitte aus
den ESR-Tomogrammen angefertigt (vgl. 5.2.1). Aus den Schnitten wurde danach der
Mittelwert und die zugehorige Standardabweichung der ESR-Signaleintensitidten unabhiangig

von der Liposomengrundlage berechnet. Durch dieses Vorgehen sollten zunichst allgemeine
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Aussagen zur Penetration der Spinsonden in die Haut unter Beriicksichtigung der
methodischen Besonderheiten abgeleitet werden, bevor die Abhédngigkeit der Penetration von

der Liposomengrundlage beriicksichtigt wurde.

CAT-1. In Hautproben ohne Enzymhemmung lagen nach der epikutanen Applikation von
CAT-1 zeitunabhingig Signale von geringer Intensitéit vor (Abb. 97). Im gesamten Versuchs-
verlauf nahm die Signalintensitit nur geringfiigig zu. Die Absorptionssignale zeigten keine
Maxima, sondern gleichmiBig verteilte Signalintensititen in den oberen Hautschichten.
Unmittelbar unter der Hautoberflaiche wurden jedoch geringfiigig erhohte Signalintensititen
registriert. Wird die nach einer Stunde in tieferen Hautschichten bestimmte Signalintensitét
von ca. 1000 Einheiten als Wert fiir ein Grundsignal festgelegt, kann aus den Verteilungskur-
ven der nachfolgend aufgezeichneten Tomogramme die Penetrationsfront der Spinsonde in
der Haut bestimmt werden. Wéhrend nach einer Stunde nur Spuren eines CAT-1 Signals an
der Hautoberfldche erkennbar waren, lag die Penetrationsfront nach 3,5 Stunden in einer Tiefe

von 1,07 mm und nahm nach 7,0 bzw. 24 Stunden auf 2,13 bzw. 2,43 mm .

Eine Stunde nach der epikutanen Applikation von CAT-1 in Liposomen auf humane
Hautproben mit Enzymhemmung waren die Signalintensitdten sehr gering. Im Gegensatz zu
Hautproben ohne Enzymhemmung stieg die maximale Signalintensitit innerhalb von
3,5 Stunden jedoch stark an. Mit weiter zunehmender Inkubationsdauer kam es zunichst zu
einem Abfall der maximalen Signalintensitit (7,0 Stunden), bevor sich diese bis zum Ende

der Untersuchung nahezu verdoppelte.

Die Intensitidtsmaxima der Absorptionssignale befanden sich in Hautproben mit Enzymhem-
mung nicht wie erwartet unmittelbar unter der Hautoberfliche, sondern waren in tiefere
Hautschichten verschoben. Nach einer Inkubationsdauer von 3,5 Stunden wurde fiir das
Maximum der Signalintensitdt eine Tiefe von 0,46 mm bestimmt. Dies entspricht nach der
unter 3.4.1 durchgefiihrten Bestimmung der Ausdehnungen einzelner Hautschichten dem

Bereich der Dermis.

"In Modelluntersuchungen wurde ein Fehler von £10 pm bei der Bestimmung der Ortsaufldsung ermittelt.
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Abb. 97 Signalintensitdt von CAT-1 in unbehandelten (links) und mit NEM vorbehandelten
(rechts) Hautproben in Abhéngigkeit vom Abstand zur Hautoberfldche 1,0; 3,5; 7,0 und 24
Stunden nach epikutaner Applikation in Liposomen (x *s; n=12)
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Im weiteren Verlauf der Untersuchung kam es zu einer Verlagerung des Intensitdtsmaximums
in hohere Hautareale. Nach 7,0 bzw. 24 Stunden befand sich das Intensititsmaximum im

oberen Grenzbereich der Dermis in einer Tiefe von 0,32 bzw. 0,39 mm.

Die Penetrationsfront der Spinsonde lag eine Stunde nach der Applikation in einer Tiefe von
1,19 mm und verschob sich im weiteren Verlauf der Untersuchung bis in eine Tiefe von ca.
2,2 mm. Da dieser Wert etwa der Gesamtausdehnung der verwendeten Hautproben entspricht,

kann auf die vollstdndige Durchdringung der Haut mit Spinsonden geschlossen werden.

Der Vergleich der Signalintensititen von Hautproben ohne und mit Enzymhemmung belegt
die Reduktion der Spinsonden in der Haut und damit die metabolische Aktivitit bzw. die Via-
bilitdt der unbehandelten Hautproben iiber den gesamten Versuchsverlauf. Das Ergebnis wird
unterstiitzt durch Untersuchungen zur Lebensfihigkeit von exzidierten Humanhautproben, die
anhand der Energiegewinnung auf dem Weg der anaeroben Glykolyse von anderen Autoren
durchgefiihrt wurden. Diese belegen den Erhalt der Viabilitit {iber einen Zeitraum von 24
Stunden in Durchflusskammern bei Verwendung von Akzeptormedien, die Glucose und an-

dere Nihrstoffe zur Versorgung der Haut bereitstellen [vgl. 322].

Aus der geringen Signalintensitidt von CAT-1 in Hautproben ohne Enzymhemmung kann ab-
geleitet werden, dass die Penetrationsgeschwindigkeit in die Haut nur geringfiigig grofer ist

als die entsprechende Reduktionsgeschwindigkeit der Spinsonde in der Haut

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Penetration der
Spinsonde CAT-1 in die Haut zeitabhidngig mit Hilfe der ESR-Tomografie verfolgt werden
kann. Durch die Auswertung der Tiefe der Penetrationsfront werden Unterschiede zwischen
Hautproben ohne und mit Enzymhemmung deutlich. Wéhrend die Spinsonde innerhalb von
3,5 Stunden nach der epikutanen Applikation der Zubereitung vollstindig in alle Schichten
der Hautproben mit Enzymhemmung penetrierte, war die Penetration in Hautproben ohne
Enzymhemmung scheinbar verzogert, da erst nach 7,0 Stunden ESR-Signale in allen Berei-
chen der Hautproben detektiert werden konnten. Die Unterschiede sind wahrscheinlich da-
durch begriindet, dass der iiberwiegende Anteil von CAT-1 in Hautproben ohne Enzymhem-
mung bereits in der Epidermis, dem Hauptort des kutanen Metabolismus, reduziert wird, be-
vor eine Penetration in die Dermis stattfindet. Die resultierenden diamagnetischen Verbin-
dungen, die in tiefere Hautschichten penetrieren, konnen mit der ESR-Technik nicht erfasst

werden. Verbleibende nicht-reduzierte Anteile von CAT-1 konnen erst detektiert werden,
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wenn eine Konzentration der Spinsonde vorliegt, die eine Unterscheidung der ESR-Signale
von denen des Grundsignals ermdglicht. Dies ist aufgrund der teilweisen Reduktion der Spin-
sonde in der Epidermis erst nach einer langeren Inkubationsdauer als bei Hautproben mit En-
zymhemmung der Fall, woraus sich die scheinbar geringere Tiefe der Penetrationsfront er-
klart. Als weiterer Einflussfaktor auf die Penetration von Spinsonden ist eine moglicherweise
verdanderte Permeabilitit des Stratum corneum durch N-Ethylmaleinimid, das zur Hemmung
reduzierender Hautfaktoren eingesetzt wurde, in Betracht zu ziehen. Ob N-Ethylmaleinimid
zu einer veranderten Hautpermeabilitdt fiihrt, kann mit Hilfe der ESR-Tomografie nicht ab-
schlieBend beurteilt werden und sollte durch Permeationsstudien, die nicht Gegenstand dieser

Arbeit waren, iberpriift werden.

Durch die Auswertung der Intensititsverteilungen der ESR-Signale von CAT-1 in der Haut
wurde der Einfluss der Konzentration der Spinsonden auf die Amplituden der Absorptions-
signale deutlich. Dieser ist bei der Durchfithrung von Penetrationsstudien mit Hilfe der ESR-

Technik zu beachten und soll nachfolgend erldutert werden.

Die nach der Applikation von CAT-1 auf Hautproben mit Enzymhemmung eintretende Ver-
schiebung der Intensititsmaxima der Verteilungskurven in tiefere Hautbereiche (Abb. 97)
widerspricht der Erwartung, dass die epikutane Applikation von Arzneistoffen bzw. Markern
zunéchst zur Ausbildung eines Konzentrationsmaximums in unmittelbarer Nidhe zur Penetra-
tionsbarriere der Haut fiihrt, bevor eine Verteilung im gesamten Kdrper bzw. Akzeptorme-
dium stattfindet. Die verminderte Signalintensitit im Bereich der Epidermis wird z. T. da-
durch bedingt, dass oberhalb einer gewissen Konzentration die Signalamplitude der Spinson-
den nicht mehr proportional zu ihrer Konzentration ansteigt, sondern mit steigenden Konzent-
rationen abnimmt. Die Ursache dafiir sind Dipol-Dipol- bzw. Spinaustauschwechselwirkun-
gen zwischen den einzelnen Nitroxylradikalen, die zu einem Anstieg der Linienbreite bei
gleichzeitiger Abnahme der Amplituden des ESR-Signals fiihren. Spektrale Schnitte, die aus
den Tomogrammen von Hautproben mit Enzymhemmung in einer Penetrationstiefe von —50,
0, 50, 100, 250 und 500 um entnommen wurden, belegen die Abnahme der Linienbreiten der
ESR-Signale von CAT-1 mit zunehmender Penetrationstiefe in der Haut. In Abb. 98 sind bei-
spielhaft die Linienbreiten der zentralen Linie und die Intensitit der Absorptionssignale von
CAT-1 in Hautproben mit Enzymhemmung nach einer Inkubationsdauer von 3,5 Stunden

dargestellt. Mit HIlfe der Linienbreiten und Intensititen der Absorptionssignale konnen Riick-
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schliisse auf die tatséchliche Konzentrationsverteilung der Spinsonde in der Haut gezogen
werden, indem die approximierten integralen Intensititen aus diesen Parametern berechnet
werden [323]. Die Berechnung der approximierten integralen Intensitdten zeigt, dass die ver-
minderten Signalintensititen in den oberen Hautschichten nicht ausschlieBlich auf stark er-
hohte Linienbreiten, sondern auch auf eine verminderte Spinsondenkonzentration zuriickzu-
fiihren sind (Abb. 98). Die Verschiebung der Intensitidtsmaxima in tiefere Hautschichten bzw.
die erhohte Konzentration der Spinsonde im Bereich der Dermis konnte daher auch auf die
Polaritdtsunterschiede der Hautschichten zuriickzufiihren sein. Nach den unter 3.4.1 durchge-
filhrten Untersuchungen ist die Mikroumgebung der Spinsonde in der Epidermis apolarer als
in der Dermis (Abb. 90). Daher ist eine Verdrangung der positiv geladenen Spinsonde CAT-1
aus der Epidermis und eine Anreicherung in der Dermis anzunehmen, die zu einer Zunahme

der Amplituden der Absorptionssignale in diesem Bereich fiihrt.
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Abb. 98 Linienbreite der zentralen Linie (X + s, n=4), Amplitude und approximierte
integrale Intensitdt der ESR-Absorptionssignale von CAT-1 in Abhédngigkeit von der Penetra-
tionstiefe der Spinsonde in Hautproben mit Enzymhemmung nach einer Inkubationsdauer von
3,5 Stunden

Durch die oben erlduterten Ergebnisse wurde deutlich, dass die Amplituden der Absorptions-
signale nur einen begrenzten Riickschluss auf die Konzentration von Spinsonden in der Haut
zulassen. Vergleichende Aussagen zur Konzentrationsverteilung anhand der Amplituden sind
nur dann zuldssig, wenn die Spinsonden in groBer Verdiinnung vorliegen, und die Linien-

breiten der ESR-Signale in den zu vergleichenden Bereichen der Haut nahezu iibereinstim-
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men. Dies wird fiir Hautbereiche angenommen, die in tieferen Hautschichten liegen als das
Maximum der Intensitétsverteilung. Gesicherte Aussagen zur Konzentrationsverteilung sind
jedoch nur dann moglich, wenn definierte Konzentrationen der Spinsonde in den einzelnen
Hautschichten berechnet werden konnen. Dies ist zum gegenwértigen Zeitpunkt jedoch noch

nicht zweifelsfrei moglich.

Im Gegensatz zu Hautproben mit Enzymhemmung kommt es in Hautproben ohne Enzym-
hemmung nicht zu einer Verschiebung der schwach ausgeprigten maximalen Signalintensi-
tiaten. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass in der metabolisch aktiven Haut die Konzentration
der penetrierten Spinsonde stindig durch Reduktion vermindert wird. Daruch erreicht zum
einen nur ein geringer Teil der Spinsonde die Dermis, in der sich die Spinsonde in den Haut-
proben mit Enzymhemmung bevorzugt anreichert. Zum anderen entstehen wahrscheinlich
keine lokalen Bereiche mit hoheren Spinsondenkonzentrationen, in denen Dipol-Dipol- bzw.
Spinaustauschwechselwirkungen zur Erhdhung der Linienbreite bzw. Verminderung der Sig-
nalamplitude fithren. Aufgrund der sehr geringen Signalintensititen von CAT-1 in Hautpro-
ben ohne Enzymhemmung konnte jedoch die Linienbreite der ESR-Signale in Abhdngigkeit
von der Penetrationstiefe der Spinsonde nicht ausgewertet und damit die gedufBerte Vermu-

tung nicht abschlieend tiberpriift werden.

Aus den Verteilungskurven der Signalintensitdten kann abgeleitet werden, dass ein Konzent-
rationsgefille zwischen dem Grenzbereich von Epidermis und Dermis und der Dermis bzw.
Subkutis entstanden ist, das in einem Zeitraum von 3,5 bis 24 Stunden nach der epikutanen
Applikation der Spinsonde erhalten blieb. Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die untersuchten Liposomenformulierungen zu einer Fixierung der Spinsonde in den
oberen Hautschichten fiihren und dadurch ein Depoteffekt fiir CAT-1 entsteht. Letzterer
scheint nicht an die vesikuldre Form gebunden zu sein, wie ein Vergleich der Signalintensité-
ten von CAT-1 nach der Applikation auf Hautproben ohne und mit Enzymhemmung deutlich
macht. Der Vergleich zeigt, dass die applizierten Liposomen die Spinsonde nicht dauerhaft
vor der Reduktion in der Haut schiitzen konnen. Dies wird dadurch bedingt, dass die Liposo-
men zerfallen, und die Spinsonde in die Umgebung freisetzt wird (vgl. 3.2.1). Dagegen wére
die Spinsonde fiir den Fall der Penetration intakter Liposomen in die Haut bzw. des Erhalts
der Vesikelstruktur in der Haut im Inneren der Liposomen vor der Reduktion durch Enzyme

der Haut geschiitzt worden. Da es trotz des Zerfalls der Vesikel zu einer Fixierung der Spin-
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sonde in den oberen Hautschichten kommt, kann davon ausgegangen werden, dass der Depot-
effekt zwar an die Bestandteile der Liposomen, nicht aber an ihre vesikuldre Form gebunden

ist.

Die Entwicklung der maximalen Intensitéten der Intensitétsverteilungskurven deuten auf eine
zweiphasige Penetration von CAT-1 aus Liposomen in die Haut hin. Wihrend die Intensitit in
den ersten 3,5 Stunden nach der Applikation der Zubereitungen anstieg, fiel sie nach 7,0
Stunden ab und nahm dann bis zum Ende der Untersuchung nach 24 Stunden wieder zu. Der
zweiphasige Penetrationsverlauf ist darauf zuriickzufiihren, dass aus nicht dialysierten Lipo-
somenzubereitungen die Spinsonde zundchst aus der duBleren Phase der Liposomen in die
Haut penetriert. Zeitverzogert kommt es danach zur Penetration der Spinsonde aus dem Lipid-
film, der mit zunehmendem Wasserverlust der Zubereitung auf der Haut entsteht (vgl. 3.3.1).
Diese Erkldrung wird auch dadurch untermauert, dass nach der Applikation von Liposomen-
zubereitungen, bei denen die Spinsonde aus der dufleren Phase durch Dialyse entfernt wurde,
eine gleichmifBige Zunahme der maximalen Signalintensitit im gesamten Untersuchungs-

zeitraum erfolgte (Daten nicht abgebildet).

Nachdem aus den vorliegenden Ergebnissen Aussagen zur Penetration von CAT-1 aus Lipo-
somen unter Beriicksichtigung der methodischen Besonderheiten abgeleitet wurden, soll im
nachfolgenden Abschnitt der Einfluss der Eigenschaften der ausgewdhlten Liposomengrund-
lagen auf die Penetration von CAT-1 in die Haut und den Depoteffekt der Liposomen analy-
siert werden. In Abb. 99 sind die Verteilungsprofile der Signalintensitdt von CAT-1 in der
Haut in Abhidngigkeit von der Zeit nach der epikutanen Applikation in Liposomen aus den

Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG, P80 bzw. P8OH/CH dargestellt.

In den ersten 7,0 Stunden nach der epikutanen Applikation von CAT-1 in Liposomen auf
Hautproben ohne Enzymhemmung lagen fast ausschlieBlich ESR-Signale von geringer Inten-
sitdit vor. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Liposomenformulierungen fiihrte die
Applikation von CAT-1 in Liposomen mit der Lipidgrundlage PSOH/CH nach 24 Stunden zu
intensiven ESR-Signalen, die bis in eine Penetrationstiefe von mehr als 1,25 mm hineinreich-
ten. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Lipidgrundlage PSOH/CH die Spin-
sonde effektiv vor einer Reduktion in der Haut schiitzt. Da dieser Effekt erst nach 24 Stunden
auftrat, liegt die Vermutung nahe, dass eine zeitverzogerte Penetration der Liposomen-

bestandteile in die Haut eintritt.
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Abb. 99 Signalintensitdt von CAT-1 in Hautproben ohne (links) und mit (rechts) Enzym-
hemmung in Abhédngigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 1,0; 3,5; 7,0 und 24 Stunden
nach epikutaner Applikation in Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen (n = 3)
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Ein erh6hter Reduktionsschutz bzw. eine verzdgerte Freisetzung der Spinsonde konnte bereits
unter 3.1.3.5 fiir PSOH/CH-Liposomen nachgewiesen werden und wurde auf die erhohte
Membranviskositédt dieser Liposomen zuriickgefiihrt. Als Grund fiir die verminderte Reduk-
tion der Spinsonde in der Haut miissen aber auch die Begleitsubstanzen der Sojabohnenlipide
mit in Betracht gezogen werden, da die Reduktion durch Liposomen aus der partialsyntheti-
schen Lipidgrundlage DPPC/CH/PG, die eine vergleichbare Membranviskositit aufweisen,

nicht verhindert werden konnte.

Aus der epikutanen Applikation von CAT-1 in Liposomen auf Hautproben mit Enzymhem-
mung resultieren ESR-Signale von geringer bis hoher Intensitit. Die maximale Intensitét des
CAT-1-Signals in der Haut nahm 3,5 bzw. 7,0 Stunden nach der Applikation in der Reihen-
folge der Formulierungen PSOH/CH > DOPC/CH/PG > DPPC/CH/PG > P80 ab. In den dar-
auffolgenden 17 Stunden der Untersuchung stieg die Intensitidt des Signals von CAT-1 in der
Haut nach Applikation der Formulierung DPPC/CH/PG stark an, woraufhin sich die Reihen-
folge der maximalen Signalintensititen &dnderte und nachfolgende Ordnung annahm:

DPPC/CH/PG > P80H/CH > DOPC/CH/PG > P80.

Aus dem Vergleich der maximalen Signalintensititen der einzelnen Zubereitungen in Haut-
proben mit Enzymhemmung geht hervor, dass die Applikation von CAT-1 in Liposomen aus
Sojabohnenlipiden mit rigiden Lipidmembranen (PSOH) im gesamten Untersuchungszeitraum
zu einer hoheren maximalen Signalintensitit fiihrt, als die Applikation der Spinsonde in Lipo-
somen aus Sojabohnenlipiden mit fluiden Lipidmembranen (P80). Dieser Befund wird durch
die Arbeit einer anderen Autorengruppe, die die Penetration einer Spinsonde mit Piperi-
dingrundgeriist und positiver Ladung® in die Haut vom Schwein mit Hilfe der ESR-
Tomografie untersucht hat, bestétigt [324]. In dieser Arbeit konnte 25 Minuten nach der
Applikation der Spinsonde ASL in Liposomen aus nicht hydrierten Sojabohnenlipiden keine
Penetration festgestellt werden, wéhrend die Spinsonde nach der Applikation von Liposomen
aus hydrierten Sojabohnenlipiden im gleichen Zeitraum bis in tiefere Hautschichten

penetrierte.

Im Gegensatz zu diesen Befunden fiihrte die epikutane Applikation von CAT-1 in Liposomen

£ ASL: [N-(1-Oxyl-2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinyl)-N-dimethyl-N-hydroxyethylammonium jodid
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aus partialsynthetischen Lipiden und mit fluiden Lipidmembranen in den ersten sieben Stun-
den der Untersuchung zu einer hdheren maximalen Signalintensitit, als die Applikation in
Liposomen mit rigiden Membranen. Erst nach 24 Stunden resultieren auch hier hohere maxi-
male Signalintensitdten aus der Applikation von Liposomen mit rigiden Lipidmembranen, als

nach der Applikation von solchen mit fluiden Lipidmembranen.

Das Ergebnis, das in den ersten sieben Stunden nach der Applikation von CAT-1 in Liposo-
men mit partialsynthetischen Lipidgrundlagen erzielt wurde, entspricht den {iblichen Modell-
vorstellungen. Danach erhéhen Liposomen mit fluiden Lipidmembranen die Penetration von
Arzneistoffen bzw. Markern stérker als Liposomen mit rigiden Lipidmembranen, unabhéngig
von der Hydro-/Lipophilie der Arzneistoffe bzw. Marker. Als Grund fiir die verstirkte
Penetration durch Liposomen mit fluiden Membranen wird eine Erhdhung der intercorneocy-
tdren Lipidmembranen des Stratum corneum postuliert. In eigenen Untersuchungen konnte
zwar eine Erhohung der Fluiditit durch Liposomen nachgewiesen werden, doch war diese

unabhingig von der Membranfluiditit der applizierten Vesikel (3.3.3).

Aus dem Vergleich der Ergebnisse, die mit Sojabohnenlipiden und partialsynthetischen Lipi-
den innerhalb von sieben Stunden nach der epikutanen Applikation der Zubereitungen erzielt
wurden, und bei dem die Membranrigidititen der applizierten Liposomen beriicksichtigt
wurden, ergibt sich folgende Reihenfolge der maximalen Signalintensitdten: Liposomen aus
Sojalipid mit rigiden Membranen > Liposomen aus partialsynthetischem Lipid mit fluiden
Membranen > Liposomen aus Sojalipid mit fluiden Membranen > Liposomen aus partialsyn-

thetischem Lipid mit rigiden Membranen.

Nach 24 Stunden nahm die maximale Signalintensitit von CAT-1 in der Haut folgende Rei-
henfolge an: Liposomen aus Sojalipid mit fluiden Membranen < Liposomen aus partialsyn-
thetischem Lipid mit fluiden Membranen < Liposomen aus Sojalipid mit rigiden Membranen

< Liposomen aus partialsynthetischem Lipid mit rigiden Membranen.

Daher sind fiir eine effektive Penetration der Spinsoden in die Haut nach 24 Stunden
Liposomen mit rigiden Membranen scheinbar besser geeignet als Liposomen mit fluiden
Membranen, und solche aus partialsynthetischen Lipiden besser als Liposomen aus Sojaboh-

nenlipiden.

Ein fiir alle Zeitbereiche giiltiges Modell, mit dem die Frage beantwortet werden konnte,
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welche Zusammensetzung bzw. Membranviskositdt Liposomen aufweisen sollten, damit
CAT-1 moglichst effektiv in die Haut penetriert, konnte anhand der vorliegenden Daten nicht
entwickelt werden. Die Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin, dass die Hohe der Signalin-
tensitit nicht nur auf das Ausmal} der Penetration von CAT-1 in die Haut, sondern auf eine
Vielzahl bisher nicht bekannter Prozesse und Einflussfaktoren zuriickzufiihren ist. Dazu
gehort vor allem die Reduktion von CAT-1 durch Reduktionsmittel bzw. Enzyme der Haut,
deren Aktivitit durch N-Ethylmaleinimid nicht beeinflusst wird. Weiterhin kdnnten Liposo-
menbestandteile, die zusammen mit der Spinsonde in die Haut penetrieren, diese geringfligig
vor einer Reduktion schiitzen. Darauf deutet die nach 24 Stunden vorliegende Reihenfolge der
maximalen Signalintensititen hin, die weitgehend der umgekehrten Reihenfolge der
Geschwindigkeitskonstanten entspricht, mit der die Spinsonde aus den untersuchten
Liposomen freigesetzt wird (vgl. 3.1.3.5). Danach liegen hohe Signalintensititen vor, wenn
die Spinsonde in Liposomen mit rigiden Lipidmembranen appliziert wird, aus denen CAT-1
nur langsam freigesetzt wird. Ob der Reduktionsschutz auf eine erneute Verkapselung der
Spinsonden in der Haut, die Einbindung der Spinsonde in lokale Depots mit hohen Phospho-

lipidkonzentrationen oder andere Mechanismen zuriickgeht, konnte nicht festgestellt werden.

Ebenso wie die bereits genannten Faktoren trdgt auch die Dauer der Fixierung der Spinsonde
in den oberen Hautschichten, d. h. der Depoteffekt der Liposomen, zur Ausprigung der
maximalen Signalintensitdt in der Haut bei. Von diesem ist die Geschwindigkeit abhidngig,
mit der die maximale Signalintensitit durch den Ubergang der Spinsonden in das Akzeptor-

medium verringert wird.

Nachdem der Einfluss der Liposomengrundlage auf die maximale Signalintensitdiit von CAT-1
in der Haut untersucht wurde, sollte sich nachfolgend ein Vergleich mit den topischen Zube-
reitungen Losung, hydrophile Salbe und Mikroemulsion anschliefen. Aus dem Vergleich
sollten Aussagen zur Verstirkung der Spinsondenpenetration durch Liposomen abgeleitet
werden. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob Liposomen die Spinsonde stérker in den

oberen Hautschichten fixieren kdnnen, als die konventionellen Formulierungen.

Nach der epikutanen Applikation von CAT-1 in ethanolischer Losung lagen in der Haut ohne
Enzymhemmung erwartungsgemill nur ESR-Signale von geringer Intensitdt vor (Abb. 100).
In einem Bereich von ca. 0,6 mm bildet sich innerhalb von 24 Stunden ein Signalmaximum

aus, das einerseits auf die Umverteilung der Spinsonde aus der Epidermis in die Dermis und
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Dermis zuriickzufiihren ist.
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Abb. 100 Signalintensitdt von CAT-1 in Hautproben ohne (links) und mit (rechts) Enzym-
hemmung in Abhédngigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 1,0; 3,5; 7,0 und 24 Stunden
nach epikutaner Applikation in Losung, hydrophiler Salbe bzw. Mikroemulsion (n = 3)

Nach der epikutanen Applikation der Zubereitung auf Hautproben mit Enzymhemmung stieg

die Signalintensitét innerhalb des gesamten Untersuchungszeitraums an. Die Penetrationsfront
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der Spinsonde lag nach einer Stunde in einer Tiefe von 1,8 mm. Nach 3,5 Stunden konnte
bereits keine Penetrationsfront mehr bestimmt werden, da in allen Hautschichten ESR-Signale
vorlagen. Aus dem Ergebnis wird deutlich, dass die epikutane Applikation von Losungen im
Vergleich zu den untersuchten Liposomen zu einer schnelleren Penetration von CAT-1 in die

Haut fiihrt.

Der Vergleich der maximalen Signalintensititen in der Haut, die aus der Applikation von
CAT-1 in Liposomen bzw. Losungen resultieren, liefert keinen Aufschluss iiber den penetra-
tionsfordernden Effekt von Liposomen, da die Signalintensititen innerhalb der Grenzen der

Bestimmungsgenauigkeit libereinstimmen.

Im Gegensatz zu Liposomen fiihrt die Applikation von CAT-1 in Losungen nur nach sieben
Stunden zu einem ausgeprigten Signalmaximum. Die {librigen Verteilungskurven zeigen zwar
einen Anstieg der maximalen Signalintensitit in den oberen Hautschichten, jedoch keinen
ausgepragten Abfall der Intensititsverteilungskurve im Bereich der Dermis. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass eine gleichmifigere Verteilung der Spinsondenkonzentra-
tion in den Hautproben vorlag, als nach der Applikation von Liposomen. Es liegt daher die
Vermutung nahe, dass Losungen nicht zu einer Fixierung der Spinsonde in den oberen Haut-

schichten fiihren bzw. keinen Depoteffekt aufweisen.

Die Applikation von CAT-1 in hydrophiler Salbe auf Hautproben ohne und mit Enzymhem-
mung fiihrt zur Ausbildung von ESR-Signalen, die eine geringe Intensitdt aufweisen
(Abb. 100). Dabei unterscheidet sich die Intensitit der ESR-Signale in behandelten und unbe-
handelten Hautproben nur geringfiigig voneinander. Die maximale Intensitéit lag 24 Stunden
nach der Applikation auf Hautproben mit Enzymhemmung vor. Der Vergleich der Signalin-
tensitdten von CAT-1 in Hautproben ohne und mit Enzymhemmung zeigt, dass die Spin-
sonde aus der hydrophilen Salbe nur in begrenztem Umfang in die Haut penetriert. Die
geringe Penetration konnte durch eine verminderte Freigabe der Spinsonde aus der Salbe
verursacht werden, die durch Wechselwirkungen zwischen der positiven Ladung von CAT-1
und den negativen Ladungen des emulgierenden Cetylstearylalkohols der Salbe begriindet
werden kann. Desweiteren ist aber auch eine Verminderung der Penetration in der Folge einer

Lipophilisierung der Hautoberfldache durch die lipophilen Bestandteile der Salbe denkbar.
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Die Penetrationsfront verschob sich im Verlauf der Untersuchung aus einer Tiefe von 1,0 mm
(3,5 Stunden) in eine Tiefe von 2,2 mm (24 Stunden). Da die Spinsonde aus der hydrophilen
Salbe im Vergleich zu Liposomen nicht nur in geringerem Umfang, sondern auch langsamer
in die Haut penetriert, kann auf einen penetrationsfordernden Effekt von Liposomen im

Vergleich zu der verwendeten hydrophilen Salbe geschlossen werden.

Nach der epikutanen Applikation von CAT-1 in Mikroemulsion lagen in Hautproben ohne
und mit Enzymhemmung nur geringe Signalintensitdten vor (Abb. 100). Daher kann von
einer geringen Penetration der Spinsonde in die Haut nach der Applikation der Mikroemul-
sion ausgegangen werden. Im Vergleich zu Liposomen penetriert die Spinsonde aus der
Mikroemulsion jedoch schneller in die Haut. Dies wird dadurch belegt, dass die Penetrations-
front bereits nach einer Stunde nicht mehr bestimmt werden konnte, da ESR-Signale in allen
Hautschichten vorlagen. Im Vergleich zu der untersuchten Mikroemulsion weisen Liposomen
in Bezug auf den Umfang der Spinsondenpenetration einen deutlich penetrationsférdernden
Effekt auf. Dies gilt jedoch nicht fiir die Geschwindigkeit, mit der tiefere Hautschichten
erreicht werden. Da die Spinsonde nach der Applikation in Mikroemulsion nicht in den
oberen Hautschichten gebunden wurde, kann ein Depoteffekt der Zubereitung fiir CAT-1 aus-

geschlossen werden.

TEMPOL. In Hautproben ohne Enzymhemmung lagen eine Stunde nach der epikutanen
Applikation von TEMPOL ESR-Signale von geringer Intensitdt in den oberen Hautschichten
vor (Abb. 101). Innerhalb der folgenden 2,5 Stunden nahm die maximale Signalintensitit um
ca. 3000 Einheiten zu und blieb iiber 3,5 Stunden nahezu konstant, bevor sie bis zum Ende
der Untersuchung wieder abnahm. Die Maxima der Absorptionssignale der Spinsonde befin-
den sich in den ESR-Tomogrammen nahe der Hautoberfliche im Bereich der Epidermis, und
zwar in einer Tiefe von maximal 0,05 mm. Die Penetrationsfront von TEMPOL lag eine
Stunde nach der epikutanen Applikation in einer Tiefe von 0,64 mm und hat sich innerhalb
der darauffolgenden 2,5 Stunden bis zu einer Tiefe von 1,88 mm verschoben. Nach einer
Inkubationsdauer von 24 Stunden konnten ESR-Signale nur noch bis zu einer Penetrations-

tiefe von 1,17 mm nachgewiesen werden.

In Hautproben mit Enzymhemmung konnten eine Stunde nach der Applikation bereits ESR-

Signale von geringer Intensitdt bis in den Bereich der unteren Dermis nachgewiesen werden.
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Abb. 101 Signalintensitdt von TEMPOL in unbehandelten (links) und mit NEM vorbehan-
delten (rechts) Hautproben in Abhéngigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 1,0; 3,5; 7,0 und
24 Stunden nach epikutaner Applikation in Liposomen (X *s;n=12)
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Aus den Verteilungskurven der Signalintensitéit kann abgelesen werden, dass die Signalinten-
sitdt in den folgenden 2,5 Stunden zunéichst stark anstieg, dann aber iiber 3,5 Stunden nahezu
konstant blieb. Bis zum Ende der Untersuchung fiel die maximale Signalintensitdt wieder ab.
Das Maximum der Absorptionssignale lag eine Stunde nach der Applikation der Zubereitung
unmittelbar unter der Hautoberfldche in einer Tiefe von 0,04 mm. Die Intensitétsverteilungs-
kurven der nachfolgend aufgezeichneten Tomogramme zeigen, dass eine Verschiebung der
Maxima in eine Tiefe von ca. 0,25 mm, d. h. in den Bereich der Epidermis, stattgefunden hat.
Diese Verschiebung blieb bis zum Ende der Untersuchung erhalten. Fiir die Penetrationsfront
wurde eine Stunde nach der epikutanen Applikation der Zubereitung eine Tiefe von 1,32 mm
und nach 3,5 Stunden eine Tiefe von 2,18 mm bestimmt. Dieser Wert entspricht etwa der

Gesamtausdehnung der Hautproben.

Der Vergleich der Signalintensititen von TEMPOL in Hautproben ohne und mit Enzym-
hemmung zeigt, dass eine Reduktion der Spinsonde im gesamten Untersuchungszeitraum
stattgefunden hat. Dadurch wurde ebenso wie in den vorangegangenen Versuchen mit CAT-1

die metabolische Aktivitdt der Haut nachgewiesen.

Die relativ intensiven ESR-Signale in Hautproben ohne Enzymhemmung belegen, dass die
Penetrationsgeschwindigkeit von TEMPOL grofB3er sein muss als die entsprechende Redukti-
onsgeschwindigkeit der Spinsonde in der Haut. Damit unterscheidet sich TEMPOL deutlich
von der Spinsonde CAT-1, deren Penetrationsgeschwindigkeit nur geringfiigig groBer ist als
die entsprechende Reduktionsgeschwindigkeit. Die Unterschiede sind auf die Substituenten in
Para-Position zur Nitroxylfunktion der Spinsonden zuriickzufiihren. Zum einen erleichtert die
elektronenziehende, positiv geladene quartire Ammoniumgruppe von CAT-1 im Vergleich
zur Hydroxylgruppe von TEMPOL die Elektronenaufnahme am Sauerstoff der Nitroxylfunk-
tion und erhoht damit die Reaktionsgeschwindigkeit der Reduktion [27]. Zum anderen wird
die Penetration von TEMPOL in das Stratum corneum und tiefere Hautschichten durch die

amphiphilen Eigenschaften der Spinsonde erleichtert.

In der ersten Stunde nach der epikutanen Applikation von TEMPOL lag die Penetrationsfront
der Spinsonde in Hautproben ohne Enzymhemmung in geringeren Tiefen als in solchen mit
Enzymhemmung. Diese Beobachtung ist auf den teilweisen Metabolismus der Spinsonde in
der lebenden Epidermis von Hautproben ohne Enzymhemmung zuriickzufiihren, und wurde

auch nach der epikutanen Applikation von CAT-1 gemacht. Nach 3,5 Stunden konnten die
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ESR-Signale von TEMPOL bereits in allen Schichten von Hautproben ohne und mit Enzym-

hemmung registriert werden.

Der Vergleich der Penetrationstiefen von TEMPOL und CAT-1 belegt, dass TEMPOL
schneller in groferen Tiefen der Haut nachgewiesen werden kann als CAT-1. So lag
TEMPOL bereits eine Stunde nach der epikutanen Applikation auf Hautproben mit Enzym-
hemmung in einer Tiefe von 1,32 mm vor, wihrend CAT-1 im gleichen Zeitraum nur bis zu
einer Tiefe von 1,19 mm penetrierte. Dariiber hinaus konnten nach 3,5 Stunden die ESR-
Signale von TEMPOL in allen Schichten von Hautproben ohne und mit Enzymhemmung
registriert werden, wéhrend dies erst nach sieben Stunden fiir CAT-1 mdglich war. Die
anhand der Signalintensititen von TEMPOL in Hautproben ohne Enzymhemmung aufge-
stellte Vermutung, dass die Penetrationsgeschwindigkeit von TEMPOL im Vergleich zu der
von CAT-1 erhoht ist, wird durch den Vergleich der Tiefen der Penetrationsfront in Hautpro-

ben ohne und mit Enzymhemmung gestiitzt.

In Hautproben mit Enzymhemmung sind die Maxima der Absorptionssignale von TEMPOL
bis an den Grenzbereich zwischen der Epidermis und der Dermis verschoben (Abb. 101). In
den oberen Hautschichten konnte eine Erhohung der Linienbreiten der zentralen Linie
nachgewiesen werden. Die Berechnung der approximierten integralen Intensititen aus den
Linienbreiten der zentralen Linie der Tomogrammspektren und den Amplituden der
Absorptionssignale zeigt, dass das Konzentrationsmaximum von TEMPOL im Gegensatz zu
den Amplituden der Absorptionssignale nicht in tiefere Hautschichten verschoben war,
sondern unmittelbar unter der Hautoberfliche lag (Abb. 102). Es kann daher die Schlussfolge-
rung gezogen werden, dass die Verschiebung der Maxima der Intensitétsverteilungskurven in
tiefere Hautschichten auf einen Linienbreiteneffekt und nicht auf einen Konzentrationsunter-
schied der Spinsonde zwischen der Epidermis und der Dermis zuriickzufiihren ist. Damit un-
terscheidet sich TEMPOL von CAT-1, dessen epikutane Applikation zu erhdhten Konzent-
rationen der Spinsonde in Grenzbereich zwischen der Epidermis und der Dermis fiihrt. Diese
Unterschiede sind auf die Verteilungskoeffizienten und damit auf die Struktur der Spinsonden
zurlickzufiihren. Wiahrend TEMPOL aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaften sowohl in
der Epidermis als auch in der Dermis ausreichend solvatisiert wird, ist CAT-1 aufgrund seiner
permanent positiven Ladung bestrebt, die vergleichsweise apolare Epidermis zu verlassen und

die stirker polaren Strukturen der Dermis zu erreichen.
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Abb. 102 Linienbreite der zentralen Linie (X * s, n=4), Amplitude und integrale approxi-
mierte Intensitdt der ESR-Absorptionsignale von TEMPOL in Abhéingigkeit von der Penetra-
tionstiefe der Spinsonde in Hautproben ohne (oben) bzw. mit Enzymhemmung (unten) nach
einer Inkubationsdauer von 3,5 Stunden

Im Gegensatz zu Hautproben mit Enzymhemmung liegen sowohl die Maxima der Signalin-

tensitit als auch die Maxima der approximierten Signalintensitét in Hautproben ohne Enzym-

hemmung unmittelbar an der Hautoberflache und sind nicht in tiefere Hautschichten verscho-

ben. Die Auswertung der Linienbreiten der ESR-Signale in einem Abstand von —50, 0, 50,

100, 250 und 500 um zur Hautoberfliche zeigt, dass eine Abnahme der Linienbreite mit

zunehmender Penetrationstiefe der Spinsonde einhergeht. Daher liegen auch die Maxima der

approximierten Signalintensititen unmittelbar unter der Hautoberfliache.
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Aus den Verteilungskurven der Signalintensititen kann abgeleitet werden, dass es innerhalb
der ersten 3,5 Stunden nach der epikutanen Applikation der TEMPOL-beladenen Liposomen
zu einer starken Zunahme der Spinsondenkonzentration in der Haut kam. Die berechneten
Mittelwerte der Verteilungskurven, die aus den nach 3,5 bzw. 7,0 Stunden aufgezeichneten
Tomogrammen von Hautproben ohne bzw. mit Enzymhemmung entnommen wurden, unter-
scheiden sich dagegen nur geringfiigig voneinander. Die lediglich geringen Verdnderungen
der Signalintensititsverteilungen in diesem Zeitraum deuteten darauf hin, dass sich die
Summe der Geschwindigkeiten aus der Reduktion bzw. Verteilung der Spinsonde in der Haut
sowie dem Ubergang der Spinsonde in das Akzeptormedium nahezu im ,,Gleichgewicht* mit
der Penetration der Spinsonde in die Haut befunden haben. Ein zweiphasiger Penetrations-
verlauf wie nach der epikutanen Applikation von CAT-1-beladenen Liposomen konnte nicht
festgestellt werden. Die bis zum Ende der Untersuchung nach 24 Stunden abnehmende
Signalintensitit in der Haut kann als Indiz fiir die Erschopfung der Spinsonde in den epikutan
applizierten Liposomen und die verstirkte Diffusion der Spinsonde in das Akzeptormedium
gewertet werden. Die abnehmende Signalintensitit spricht auflerdem fiir eine geringe
Fixierung der Spinsonde in den oberen Hautschichten, und damit fiir einen nur sehr schwach
ausgeprigten Depoteffekt der untersuchten Liposomen fiir TEMPOL. Damit unterscheidet
sich der Depoteffekt der Liposomen fiir die amphiphile Spinsonde TEMPOL und die positiv
geladene Spinsonde CAT-1, die durch die untersuchten Formulierungen in den oberen

Schichten der Haut iiber 24 Stunden fixiert wurde.

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt die Penetration von TEMPOL in die Haut aus Lipo-
somen unabhdngig von der Zusammensetzung der Vesikel betrachtet wurde, sollte im nach-
folgenden Abschnitt analysiert werden, welche der untersuchten Lipidgrundlagen zu einer

effektiven Penetration von TEMPOL fiihren.

Nach der Applikation von TEMPOL-beladenen Liposomen mit den Lipidgrundlagen
DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG, P80 und P80H/CH auf Hautproben ohne Enzymhemmung
ergaben sich zeitunabhingig Verteilungsprofile der Spinsonde in der Haut, die nahezu iiber-
einstimmen. Eine Aussage zu der Frage, welche Liposomengrundlagen zur effektivsten Penet-
ration der Spinsonde in die Haut fiihrt, kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht abgelei-
tet werden. Tendenziell sind jedoch die Mittelwerte der Signalintensititen von TEMPOL nach
der epikutanen Applikation von Liposomen aus den Grundlagen DPPC/CH/PG und PSOH/CH
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gegeniiber Liposomen aus DOPC/CH/PG und P80 erhoht (Abb. 103).

Nach der epikutanen Applikation von TEMPOL-beladenen Liposomen auf Hautproben mit
Enzymhemmung bestétigte sich diese Tendenz. Wihrend die maximalen Signalintensititen
und die Verteilungskurven innerhalb der ersten 3,5 Stunden nach der Applikation von
TEMPOL in DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG und P80 nahezu iibereinstimmten, fiihrte die
epikutane Applikation in Liposomen aus PSOH/CH bereits nach 3,5h zu einer grofleren
maximalen Signalintensitdt der Spinsonde in der Haut. In den darauffolgenden 3,5 Stunden
nahm die Signalintensitdt von TEMPOL, das in Liposomen mit fluiden Lipiddoppelmembra-
nen, d. h. in DOPC/CH/PG- bzw. P80-Liposomen appliziert wurde, geringfiigig ab. Dagegen
stieg die Signalintensitdt von TEMPOL im gleichen Zeitraum nach der Applikation von Lipo-
somen mit rigiden Membranen, d. h. DPPC/CH/PG- und P80H/CH-Liposomen, leicht an. Die
unterschiedliche Entwicklung der Signalintensitdten fiihrte dazu, dass nach 7,0 Stunden die
maximalen Signalintensititen von TEMPOL in der Haut nach der Applikation von Liposo-
men mit rigiden Membranen grofler waren, als nach der Applikation von solchen mit fluiden
Membranen. Wéhrend bei den Liposomen mit den rigiden Membranen P8OH/CH zu hoheren
Signalintensititen als DPPC/CH/PG fiihrt, ist eine Unterscheidung zwischen den Liposomen
mit fluiden Lipidmembranen innerhalb der ersten 7,0 Stunden der Untersuchung nicht mog-
lich. Nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden waren die maximalen Signalintensitdten
von TEMPOL im Vergleich zu den nach 7,0 Stunden registrierten Intensitdten geringer. Die
maximalen Signalintensitdten resultierten jedoch auch hier nach der Applikation von
TEMPOL in Liposomen mit rigiden Lipidmembranen. Im Gegensatz zu den nach 7,0 Stunden
erhaltenen Verteilungskurven lag 24 Stunden nach der Applikation von TEMPOL in
Liposomen aus DPPC/CH/PG eine groBere maximale Signalintensitdt vor, als nach der
Applikation von P80H/CH-Liposomen. Weiterhin ist eine Unterscheidung zwischen den
Signalintensitidten moglich, die nach der Applikation von TEMPOL in Liposomen mit fluiden
Membranen registriert wurden. Die Applikation in DOPC/CH/PG-Liposomen fiihrte hier zu

einer grofleren maximalen Signalintensitét als die Applikation in P80-Liposomen.
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Abb. 103 Signalintensitdt von TEMPOL in Hautproben ohne (links) und mit (rechts) Enzym-
hemmung in Abhdngigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 1,0; 3,5; 7,0 und 24 Stunden
nach epikutaner Applikation in Liposomen mit verschiedenen Lipidgrundlagen (n = 3)
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Damit ergibt sich in Analogie zu den Ergebnissen, die mit der Spinsonde CAT-1 erzielt
wurden, nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden folgende Reihenfolge der maximalen
Signalintensititen: Liposomen aus Sojalipid mit fluiden Membranen < Liposomen aus partial-
synthetischem Lipid mit fluiden Membranen < Liposomen aus Sojalipid mit rigiden Membra-

nen < Liposomen aus partialsynthetischem Lipid mit rigiden Membranen.

Damit sind fiir eine effektive Penetration der Spinsonden in die Haut nach 24 Stunden Lipo-
somen mit rigiden Membranen besser geeignet als Liposomen mit fluiden Membranen, und
solche aus partialsynthetischen Grundlagen besser als Liposomen aus Sojabohnenlipiden. Im
Unterschied zu den Untersuchungen mit CAT-1 fiihrt die Applikation von TEMPOL in Lipo-
somen mit rigiden Lipidmembranen in vorbehandelten Hautproben generell zu hoheren

Signalintensitéten, als die Applikation in Liposomen mit fluiden Lipidmembranen.

Nachdem der FEinfluss der Liposomengrundlage auf die maximale Signalintensitit von
TEMPOL in der Haut untersucht wurde, sollte sich nachfolgend ein Vergleich mit den topi-
schen Zubereitungen Losung, hydrophile Salbe und Mikroemulsion anschliefsen. Aus dem
Vergleich sollten Aussagen zur Verstirkung der Spinsondenpenetration durch Liposomen
abgeleitet werden. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob Liposomen die Spinsonde

stirker in den oberen Hautschichten binden konnen, als die konventionellen Formulierungen.

Nach der Applikation von TEMPOL in ethanolischer Losung auf Hautproben ohne Enzym-
hemmung wurden bereits nach 3,5 Stunden ESR-Signale mit vergleichsweise hohen
Intensitdten registriert (Abb. 104). Die Intensitdt nahm in den folgenden 3,5 Stunden der
Untersuchung zunéchst zu, bevor sie bis zum Ende des Versuchs wieder abfiel. Im Gegensatz
zur Applikation von TEMPOL in Liposomen resultierten aus der epikutanen Applikation von
TEMPOL in Losung keine Verteilungsprofile mit ausgepriagten Signalmaxima. Vielmehr lag
im Bereich der Epidermis nach 3,5 bzw. 7,0 Stunden eine gleichmédBige Verteilung der
Signalintensitit vor. Die Penetrationsfront lag eine Stunde nach der epikutanen Applikation
der Zubereitung bereits in einer Tiefe von 1,14 mm und verschob sich im weiteren Verlauf

der Untersuchung in eine Tiefe von 1,29 mm (3,5 Stunden) bzw. 1,53 mm (7,0 Stunden).

Nach der epikutanen Applikation der Losung auf Hautproben mit Enzymhemmung nahm die
maximale Signalintensitét in den ersten 7,0 Stunden der Untersuchung zu, bevor sie bis zum
Ende der Untersuchung nach 24 Stunden wieder abfiel. In Hautproben mit Enzymhemmung

kam es zur Ausprdgung von Signalmaxima, die in einer Tiefe von 0,53 mm (3,5 Stunden)
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bzw. 0,36 mm (7,0 Stunden) lagen. Das Auftreten der Maxima kann durch die mit zunehmen-

der Penetrationstiefe abnehmenden Linienbreiten der ESR-Spektren von TEMPOL und die

sich daraus ergebenden Effekte begriindet werden. Die Penetrationsfront der Spinsonde lag

nach einer Stunde bzw. 3,5 Stunden in einer Tiefe von 1,76 mm und verschob sich bis zum

Ende der Untersuchung in eine Tiefe von 2,10 mm.
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Abb. 104 Signalintensitdt von TEMPOL in Hautproben ohne (links) und mit (rechts) Enzym-
hemmung in Abhdngigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 1,0; 3,5; 7,0 und 24 Stunden
nach epikutaner Applikation von TEMPOL in Ldsung, hydrophiler Salbe bzw. Mikroemul-

sion (n =3)
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Im Vergleich zu Liposomen fiihrte die epikutane Applikation von TEMPOL in Losungen zu
deutlich hoheren Signalintensititen in der Haut. Im Gegensatz zu der Losung erreicht die
Spinsonde nach der Applikation in Liposomen jedoch schneller tiefer liegende Hautschichten,
wie ein Vergleich der Penetrationstiefen zeigt. Daher kann zwar nicht von einem penetrations-
fordernden Einfluss der Liposomen in Bezug auf die Spinsondenmenge, die in die Haut penet-
riert, wohl aber von einem penetrationsfordernden Einfluss in Bezug auf die Geschwindigkeit
ausgegangen werden, mit der die Spinsonde in tiefere Hautschichten vordringt. Aus dem
Vergleich der Signalintensititen von TEMPOL in Hautproben ohne Enzymhemmung wird
deutlich, dass Liposomen zu einer verstirkten Bindung der Spinsonde in den oberen Haut-

schichten fithren und daher im Vergleich zu Lésungen einen grofleren Depoteffekt besitzen.

Nach der Applikation von TEMPOL in hydrophiler Salbe auf Hautproben ohne Enzymhem-
mung nahm die maximale Signalintensitdt in der Zeit von einer Stunde nach der Applikation
bis zum Ende der Untersuchung kontinuierlich zu. Die Maxima der Absorptionssignale lagen
nach 3,5 bzw. 24 Stunden in einer Tiefe von 0,05 mm. Dagegen wurde fiir das Maximum, das
sich nach 7,0 Stunden ausgebildet hat, eine Tiefe von 0,21 mm bestimmt. Die Penetrations-
front der Spinsonde verschob sich aus einer Tiefe von 0,58 mm (1,0 Stunde) in Tiefen von

1,24 mm (3,5 Stunden), 1,53 (7,0 Stunden) bzw. 1,23 mm (24 Stunden).

Nach der Applikation von TEMPOL in hydrophiler Salbe auf Hautproben mit Enzymhem-
mung nahm die Signalintensitit der Spinsonde in der Haut ebenfalls im gesamten Untersu-
chungszeitraum zu (Abb. 104). Die Maxima der Signalintensititen lagen in einem Bereich
von 0,14 mm bis 0,17 mm. Die Penetrationsfront der Spinsonde lag nach einer Stunde in einer
Tiefe von 0,75 mm und verschob sich nach 3,5 bzw. 7,0 Stunden in eine Tiefe von 1,04 mm
bzw. 1,42 mm. Nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden konnte die Lage der Penetrati-
onsfront nicht mehr bestimmt werden, da in allen Hautschichten ESR-Signale vorlagen, deren

Intensitdt deutlich groBBer war als die Intensitdt des Grundsignals.

Im Vergleich zu Liposomen fiihrt die epikutane Applikation von TEMPOL in hydrophiler
Salbe auf Hautproben ohne und mit Enzymhemmung in den ersten 3,5 Stunden der Untersu-
chung zu geringeren Signalintensitidten. Die 7,0 Stunden nach der Applikation registrierten
maximalen Signalintensitdten von TEMPOL nach der Applikation beider Zubereitungen sind
miteinander vergleichbar. Im Unterschied zur hydrophilen Salbe resultieren aus der epikuta-

nen Applikation von TEMPOL in Liposomen auf Hautproben mit Enzymhemmung jedoch
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deutlich groBere Signalintensititen in tieferen Hautschichten (> 0,5 mm). Liposomen haben
daher im Vergleich zur hydrophilen Salbe innerhalb der ersten 7,0 Stunden der Untersuchung
einen penetrationsfordernden Effekt fiir die Spinsonde TEMPOL. Dieser penetrationsfor-
dernde Effekt wird auch durch die Auswertung der Penetrationstiefen deutlich. Danach
konnten bereits 3,5 Stunden nach der epikutanen Applikation der Spinsonde in Liposomen in
allen Hautschichten ESR-Signale registriert werden, wihrend dies erst 24 Stunden nach der
epikutanen Applikation der Spinsonde in hydrophiler Salbe moglich war. Im Vergleich zu
Liposomen fiihrt die verwendete hydrophile Salbe jedoch zu einem gréBeren Depoteffekt fiir
TEMPOL. Dies wird dadurch deutlich, dass 24 Stunden nach der epikutanen Applikation der
Spinsonde in hydrophiler Salbe deutlich grofere Signalintensititen in den oberen Haut-

schichten registriert werden konnten.

Nach der epikutanen Applikation von TEMPOL in Mikroemulsion auf Hautproben ohne und
mit Enzymhemmung konnten nach 3,5 bzw. 7,0 Stunden ESR-Signale von geringer Intensitét
registriert werden (Abb. 104). Die Signalintensitdt nahm bis zum Ende der Untersuchung
nach 24 Stunden ab. Die Maxima der Verteilungsprofile der Signalintensititen waren in
Hautproben ohne Enzymhemmung unmittelbar an der Hautoberfldche lokalisiert. Eine Stunde
nach der Applikation der Mikroemulsion lag die Penetrationsfront der Spinsonde in einer
Tiefe von nur 0,2 mm und verschob sich bis in eine maximale Tiefe von 0,51 mm nach 7,0 h.
In Hautproben mit Enzymhemmung konnten keine ausgepragten Maxima der Verteilungspro-
file der Signalintensitéten registriert werden. Hier lagen 3,5 bzw. 7,0 Stunden nach der Appli-
kation der Mikroemulsion relativ gleichmdBig verteilte Signalintensitdten im Bereich der
Epidermis vor. Fiir die Penetrationsfront der Spinsonde wurde eine Stunde nach der Applika-
tion eine Tiefe von 0,39 mm bestimmt. Nach 3,5 bzw. 7,0 Stunden lag die Spinsonde in einer
Tiefe von 0,77 mm bzw. 1,13 mm vor. Bis zum Ende der Untersuchung penetrierte die Spin-

sonde in alle Hautschichten.

Im Vergleich zu der verwendeten Mikroemulsion weisen Liposomen einen klaren penetrati-
onsfordernden Effekt fiir die Spinsonde TEMPOL auf. Dieser fiihrte dazu, dass zu allen Zeit-
punkten sowohl in Hautproben mit als auch in Hautproben ohne Enzymhemmung deutlich
groBBere Signalintensitidten nach der Applikation der Spinsonde in Liposomen registriert
werden konnten. Der Vergleich von Hautproben ohne Enzymhemmung zeigte zudem, dass

Liposomen im Vergleich zur Mikroemulsion einen erhohten Depoteffekt fiir die Spinsonde
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aufweisen.

TEMPOL-benzoat. Nach der epikutanen Applikation von TEMPOL-benzoat in Liposomen
und den ausgewdhlten topischen Zubereitungen konnten in Hautproben ohne und mit Enzym-
hemmung nur Spuren von ESR-Signalen registriert werden. Dafiir konnte eine Anreicherung
der Spinsonde in der Lipidphase zwischen den Korneozyten und eine stark verminderte
Abgabe der Spinsonde aus diesem Depot in tiefere Hautschichten verantwortlich gewesen
sein. Dieses Verhalten ist flir Arzneistoffe mit sehr hohem Lipid-/Wasser-Verteilungskoefti-
zienten bereits nachgewiesen worden (vgl. 2.2.1). Ein weiterer Grund fiir die geringen
Signalintensititen konnte die Immobilisierung der im Vergleich zu CAT-1 und TEMPOL
relativ grolen Spinsonde im Bereich des Stratum corneum gewesen sein, in deren Folge die
Linienbreite der ESR-Signale stark zunimmt und die Amplitude der Absorptionssignale sinkt.

Daneben ist aber auch eine verminderte Hautpenetration von TEMPOL-benzoat denkbar.

Da aufgrund der geringen Signalintensititen weiterfilhrende Auswertungen der ESR-
Tomogramme nicht durchgefiihrt werden konnten, wurde der Versuchsansatz mit TEMPOL-

benzoat aufgegeben.

3.5.2  Verdnderungen der Polaritit der Spinsondenumgebung in der Haut nach epikutaner

Applikation von Liposomen

Im folgenden sollte die Polaritdit der Mikroumgebung von CAT-1 und TEMPOL in der Haut
anhand der Hyperfeinaufspaltung (aN) ortsabhdngig charakterisiert werden. Dabei war von
besonderem Interesse, ob die epikutane Applikation der unter 4.5.1 verwendeten Liposomen
und konventionellen topischen Zubereitungen zu einer nachweisbaren Verdnderung der
Hyperfeinaufspaltung” fiihrt. Die ortsabhingigen Hyperfeinaufspaltungen wurden aus ESR-

Tomogrammen bestimmt, die 3,5; 7,0 bzw. 24 Stunden nach der epikutanen Applikation von

" Auf die Unterscheidung von isotropen und anisotropen Anteilen der Hyperfeinkopplungskonstante wurde

verzichtet
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CAT-1 bzw. TEMPOL-beladenen Zubereitungen auf Hautproben ohne und mit Enzymhem-
mung unter 3.1.5 aufgezeichnet wurden. Auf die Auswertung der Tomogramme, die eine
Stunde nach der epikutanen Applikation der Zubereitungen registriert wurden, wurde

aufgrund der geringen Signal-Rausch-Verhiltnisse verzichtet.

Dariiber hinaus sollte durch den Vergleich der Hyperfeinaufspaltungen in Hautproben ohne
und mit Enzymhemmung iiberpriift werden, ob durch N-Ethylmaleinimid, das zur Hemmung
von Thiolgruppen-abhdngigen Enzymen in der Haut verwendet wurde, die Polaritdit in den

Hautproben verdndert wird.

Zur Auswertung der Hyperfeinaufspaltung in der Haut wurde die Punktematrix der ESR-
Tomogramme in individuelle Spektren zerlegt, denen jeweils eine bestimmte Tiefe, d. h. ein
bestimmter Abstand zur Hautoberfldche, zugeordnet wurde (vgl. 5.2.1). Aus diesen Spektren
wurde dann die Hyperfeinaufspaltung von CAT-1 bzw. TEMPOL in Abhéngigkeit von den
epikutan applizierten topischen Zubereitungen entnommen. Aufgrund der schlechten Signal-
Rausch-Verhiltnisse der Spektren wurde auf die Unterscheidung zwischen den Ergebnissen
einzelner Liposomen-Zubereitungen und deren Abhéngigkeit von der Lipidgrundlage
verzichtet. Statt dessen wurden aus den Hyperfeinaufspaltungen der jeweiligen Spinsonde,
ungeachtet der Lipidgrundlage der Liposomen, die Mittelwerte und die zugehorigen

Standardabweichungen ortsabhéngig berechnet.

CAT-1. Nach der Applikation von CAT-1 in Liposomen auf Hautproben ohne Enzymhem-
mung wurden wihrend des gesamten Versuchszeitraums ESR-Signale von sehr geringer
Intensitdt registriert (vgl. 3.5.1). Die Signalintensitdt in den entsprechenden ESR-
Tomogrammen war fiir die Bestimmung der ortsabhidngigen Hyperfeinaufspaltung nicht aus-

reichend (Abb. 105).

Dagegen konnten nach der Applikation von CAT-1 in Liposomen auf Hautproben mit
Enzymhemmung ESR-Signale registriert werden, deren Signalintensitdten zur ortsabhéngigen
Bestimmung der Hyperfeinaufspaltung geeignet waren. Fiir die Spinsonde CAT-1 wurde eine
mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfliche ansteigende Hyperfeinaufspaltung
berechnet. Der fiir die Hautoberfldche bestimmte Wert von ay liegt in einem Bereich von

1,492 bis 1,504 mT und nimmt mit steigendem Abstand zur Hautoberfliche zu. Ab einer
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Tiefe von ca. 0,45 mm pendelt der Wert der Hyperfeinaufspaltung um einen Mittelwert von

etwa 1,515 mT.
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Abb. 105 Aufspaltungsungsprofile von CAT-1 in unbehandelten (oben) und mit NEM vorbe-
handelten Hautproben (unten) 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation von CAT-
1 in Liposomen (X +s,n=12)

Mit Hilfe von ESR-Spektren, aufgenommen ohne Feldgradienten, wurde fiir CAT-1 in einer
Phosphatpuffer-Losung (pH = 7,4) ein Hyperfeinaufspaltungswert von ca 1,540 mT bestimmt.
Der Vergleich mit der Haut zeigt, dass die Mikroumgebung der Spinsonde in der Haut
insgesamt apolarer ist als in der wissrigen Losung. Zwischen den Aufspaltungsprofilen, die

aus den nach 3,5; 7,0 und 24 Stunden aufgezeichneten Tomogrammen fiir CAT-1 in der Haut
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berechnet wurden, konnten nur sehr geringe Unterschiede festgestellt werden. Daher kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Umgebungspolaritidt der Spinsonde in diesem

Zeitraum keinen Verdnderungen unterlag.

Unter 3.4.1 wurde eine Methode zur nicht invasiven Abbildung von Hautschichten durch die
ESR-Tomografie entwickelt. Die Unterscheidung der Hautschichten erfolgte dabei anhand der
Hyperfeinaufspaltung der Spinsonde '"N-TEMPO. Die ermittelten Aufspaltungswerte, die fiir
den Bereich der Epidermis bzw. oberen Dermis bestimmt wurden, waren kleiner als die Auf-
spaltung der Spinsonde in wéssriger Losung (Abb. 89 und 90). Dadurch wird die anhand der
Aufspaltung von CAT-1 gewonnene Erkenntnis bestétigt, dass die Mikropolaritidt der
Spinsondenumgebung in der Haut weniger polar ist als in wéssriger Losung. Aus dem Auf-
spaltungsprofil von ’N-TEMPO in der Haut ist weiterhin ersichtlich, dass die Spinsonde im
Bereich der Epidermis eine geringere Aufspaltung aufweist als im Bereich der oberen Dermis.
Die im Bereich der Epidermis ebenfalls verminderte Aufspaltung der Spinsonde CAT-1 ist
daher wahrscheinlich nicht auf eine ,,Lipophilisierung® der oberen Hautschichten durch
Bestandteile von Liposomen, sondern auf die in der Haut vorhandenen Polaritdtsunterschiede

der einzelnen Hautschichten zuriickzufiihren.

Ob der mit zunehmendem Abstand zur Hautoberfliche verbundene Anstieg der Hyperfeinauf-
spaltung von CAT-1 auf Verdnderungen der Umgebungspolaritit durch die epikutan appli-
zierten Liposomen oder auf die unterschiedlichen Polarititen der Hautschichten (vgl. 3.4.1)
zuriickzufiihren ist, sollte daher nachfolgend untersucht werden. Dazu wurde, die Hyperfein-

aufspaltungen von CAT-1 nach der epikutanen Applikation in Phosphatpuffer bestimmt.

Nach der Applikation der CAT-1-Losung auf Hautproben ohne Enzymhemmungen sind die
Signalintensititen der registrierten ESR-Signale innerhalb der ersten 3,5 Stunden der Untersu-
chung zur Bestimmung der Hyperfeinaufspaltungen nur bedingt geeignet. Dagegen konnte
aus den nach einer Inkubationsdauer von 7,0 bzw. 24 Stunden aufgezeichneten ESR-
Tomogrammen ein Hyperfeinaufspaltungsprofil berechnet werden (Abb. 106). Die Aufspal-
tungsprofile der Spinsonde sind durch grofle Schwankungen gekennzeichnet. Diese sind auf
die geringen Signal-Rausch-Verhiltnisse der zugrunde liegenden ESR-Tomogramme zuriick-
zufithren. Ein mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfliche auftretender Anstieg der
Hyperfeinaufspaltung konnte zwar nicht eindeutig festgestellt werden, kann aber aufgrund der

groBBen Schwankungen der Aufspaltungswerte nicht ausgeschlossen werden.
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Die Aufspaltungsprofile von CAT-1 in Hautproben mit Enzymhemmung weisen in den ersten
7,0 Stunden der Untersuchung einen Anstieg der Aufspaltung mit zunehmendem Abstand von
der Hautoberflache auf. Innerhalb dieses Zeitraums unterliegen die Aufspaltungswerte der
Spinsonde in der Epidermis erheblichen Schwankungen. Diese sind auf die im Vergleich zur
Dermis geringeren Signalintensitdten und die damit verminderte Bestimmungsgenauigkeit der
Hyperfeinaufspaltung zuriickzufiihren. Die Aufspaltungswerte der Spinsonde pendeln im
Bereich der Dermis um einen Mittelwert von ca. 1,515 bis 1,517 mT. Der mit dem Ubergang
von der Epidermis zur Dermis verbundene Anstieg der Hyperfeinaufspaltung konnte nach
einer Inkubationsdauer von 24 Stunden nicht mehr nachgewiesen werden. Weiterhin wurde
festgestellt, dass der Mittelwert der Aufspaltung im Vergleich zu den anderen Hautproben
erhoht ist (1,523 mT). Dieser Befund deutet auf eine erhdhte Polaritét in den Hautproben hin,
die nach 24 Stunden vermessen wurden. Griinde fiir die Verdnderung der Polaritit konnen
jedoch nicht angegeben werden. Daher sollte sich zur abschlieBenden Beurteilung dieses
Ergebnises zunéchst ein Vergleich mit der Aufspaltung von TEMPOL in Hautproben mit

Enzymhemmung anschlieen (s.u.).

Die Aufspaltungsprofile von CAT-1, das in Liposomen bzw. in Phosphatpuffer epikutan
appliziert wurde, stimmen innerhalb der ersten 7,0 Stunden weitgehend in ihrem Verlauf
tiberein. Auch die fiir die Dermis berechneten Mittelwerte der Hyperfeinaufspaltung sind
nahezu identisch. Es kann daher die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Bestandteile
epikutan applizierter Liposomen nicht zu einer Verdnderung der Aufspaltung der Spinsonde

und damit der Polaritit in der Haut fiihren.

In den vorangegangenen Penetrationsuntersuchungen dienten neben der Losung auch die
konventionellen topischen Zubereitungen, d. h. hydrophile Salbe und Mikroemulsion, als
Vergleich. Daher sollte nachfolgend untersucht werden, ob Bestandteile dieser topischen
Zubereitungen zu einer Polaritdtsinderung der Mikroumgebung von CAT-1 in der Haut

fiihren.

Nach der epikutanen Applikation von CAT-1 in hydrophiler Salbe bzw. Mikroemulsion
konnten fiir unbehandelte Hautproben aufgrund der geringen Intensitit der ESR-Signale in der
Haut keine Hyperfeinaufspaltungsprofile bestimmt werden. In Hautproben mit Enzymhem-
mung lagen erst nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden ESR-Signale vor, die zur orts-

abhingigen Bestimmung der Hyperfeinaufspaltung geeignet waren. Die berechneten
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Aufspaltungsprofile stimmen mit dem entsprechenden Aufspaltungsprofil von CAT-1, das in

Liposomen appliziert wurde, nahezu {iberein. Daher kann die Schlussfolgerung gezogen

werden, dass Bestandteile der hydrophilen Salbe bzw. Mikroemulsion, die in die Haut penet-

rieren, dort nicht zu einer Verdanderung der Umgebungspolaritét fiihren.
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Abb. 106 Aufspaltungsungsprofile von CAT-1 in unbehandelten (links) und mit NEM vorbe-
handelten Hautproben (rechts) 1,0; 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation in
Losung, hydrophiler Salbe und Mikroemulsion (n = 3)
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TEMPOL. Nach der epikutanen Applikation von TEMPOL in Liposomen auf Hautproben
ohne Enzymhemmung wurden ESR-Signale registriert, deren Intensititen zur ortsabhéngigen
Bestimmung der Hyperfeinaufspaltung ausreichend waren. Fiir die Spinsonde TEMPOL
wurde eine mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfliche ansteigende Hyperfeinauf-
spaltung bestimmt (Abb. 107). In Abhédngigkeit von der Zeit ergaben sich Unterschiede im
Verlauf der Aufspaltungsprofile in der Epidermis und in der oberen Dermis. Je kiirzer die
Inkubationsdauer der Hautproben nach der epikutanen Applikation der Zubereitung war, desto
kleiner waren die Hyperfeinaufspaltungen in diesem Bereich. Wihrend die Hyperfeinauf-
spaltung 3,5 Stunden nach der Applikation von TEMPOL an der Hautoberfldche ein Wert von
1,479 mT aufwies, stieg sie im weiteren Verlauf der Untersuchung auf 1,500 mT (7,0
Stunden) bzw. 1,513 mT (24 Stunden) an. Die Ursachen fiir diesen Effekt sind nicht bekannt.
Denkbar sind Wechselwirkungen zwischen der Spinsonde und Hautbestandteilen, die mit der
Inkubationsdauer und steigendem Wasserverlust aus den oberen Hautschichten zunehmen.
Andererseits konnte aber auch ein durch den osmotischen Effekt begriindeter Wassereinstrom
in den oberen Hautschichten zu einer zunehmenden Solvatisierung der Spinsonde in der Haut

und damit zum Anstieg der Hyperfeinaufspaltung fithren.

Mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfliche nahmen die Hyperfeinaufspaltungen, die
aus den nach 3,5 bzw. 7,0 Stunden aufgezeichneten ESR-Tomogrammen bestimmt wurden,
auf einen mittleren Wert von etwa 1,517 mT zu. Aus den nach 24 Stunden aufgezeichneten
Tomogrammen konnte nur fiir den Bereich der Epidermis ein Aufspaltungsprofil bestimmt
werden, da in tieferen Hautschichten die Signalintensititen zu gering waren. Alle Aufspal-
tungswerte von TEMPOL in unbehandelten Hautproben lagen unter dem Wert, der aus cw-
spektroskopisch registrierten Spektren fiir die Spinsonde in einer Losung mit Phosphatpuffer
bestimmt wurde (1,566 mT). Dadurch wird die mit CAT-1 gewonnene Erkenntnis bestétigt,
dass die Polaritdt der Mikroumgebung der Spinsonde in der Haut geringer ist als die in
wassriger Losung. Da die Spinsonde TEMPOL amphiphil ist, konnte ihre Hyperfeinaufspal-
tung auch in dem apolaren Losungsmittel Miglyol als weiterem Bezugssystem bestimmt
werden. Sie betrdgt ca. 1,426 mT und ist damit deutlich geringer als die kleinsten Aufspal-

tungswerte der Spinsonde in der Haut.

Nach der Applikation von TEMPOL in Liposomen auf Hautproben mit Enzymhemmung
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zeigten die Aufspaltungsprofile der Spinsonde einen dhnlichen Verlauf wie in Hautproben
ohne Enzymhemmung. An der Hautoberflache wurde nach 3,5 Stunden ein Aufspaltungswert
von 1,508 mT bestimmt, der im weiteren Verlauf der Untersuchung auf 1,521 mT

(7,0 Stunden) bzw. 1,529 mT (24 Stunden) zunahm.
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Abb. 107 Aufspaltungsungsprofile von TEMPOL in unbehandelten (oben) und mit NEM
vorbehandelten Hautproben (unten) 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation von
TEMPOL in Liposomen (X s, n=12)

Der mittlere Aufspaltungswert der Spinsonde in tieferen Hautschichten betrug fiir alle
Aufspaltungsprofile 1,537 mT. Damit waren die Aufspaltungswerte der Spinsonde in Haut-

proben mit Enzymhemmung im Vergleich zu Hautproben ohne Enzymhemmung an der Haut-
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oberfliche ebenso erhoht wie die Aufspaltungswerte in tieferen Hautschichten. Aus dem
Vergleich geht hervor, dass die Vorbehandlung der Haut mit N-Ethylmaleinimid zu einer
Erhohung der Polaritét in allen Hautschichten flihrt. Durch die Vorbehandlung der Hautpro-
ben mit N-Ethylmaleinimid wird jedoch nicht nur die Polaritét der Haut erhoht, sondern auch
deren zeitabhidngige Verdnderung vermindert. Dies wird durch die zeitabhdngigen Unter-
schiede zwischen den Aufspaltungsprofilen von TEMPOL belegt, die in Hautproben mit

Enzymhemmung geringer sind als in Hautproben ohne Enzymhemmung.

Durch den Vergleich der Aufspaltungsprofile von TEMPOL, das in Liposomen bzw. Losungen
epikutan appliziert wurde, sollte ebenso wie fiir CAT-1 iiberpriift werden, ob die Polaritdt in

der Haut durch Bestandteile von Liposomen verdndert wird.

Ein Vergleich der Aufspaltungsprofile von TEMPOL in unbehandelten Hautproben konnte
aufgrund der groen Schwankungen der Aufspaltungswerte, die aus den geringen Signal-
Rausch-Verhiltnissen der ESR-Tomogramme resultieren, nicht vorgenommen werden
(Abb. 108). Die Aufspaltungsprofile von TEMPOL in Hautproben mit Enzymhemmung
haben nach der Applikation der Spinsonde in Losungen bzw. Liposomen den gleichen
Verlauf. Das Ergebnis zeigt, dass der Anstieg der Hyperfeinaufspaltung mit zunehmendem
Abstand von der Hautoberflache auf Polaritdtsunterschiede in der Haut und nicht auf Verin-

derungen der Polaritdt durch Bestandteile von Liposomen zurilickzufiihren ist.

Durch einen Vergleich der Aufspaltungsprofile von TEMPOL in Hautproben nach der Appli-
kation in Losung, hydrophiler Salbe und Mikroemulsion sollte iiberpriift werden, ob die
konventionellen topischen Zubereitungen im Gegensatz zu Liposomen zu einer Verdnderung

der Polaritdt in der Haut fiihren.

Auf einen Vergleich der Aufspaltungsprofile von TEMPOL, die nach der epikutanen Appli-
kation in hydrophiler Salbe, Mikroemulsion bzw. Losung auf Hautproben ohne Enzymhem-
mung registriert wurden, wurde aufgrund der groBen Schwankungen der Hyperfeinaufspal-

tungswerte verzichtet (Abb. 108).

In Hautproben mit Enzymhemmung haben die Aufspaltungsprofile von TEMPOL nach der
Applikation in Mikroemulsion den gleichen Verlauf wie nach der Applikation in Losung.
Eine Verdnderung der Polaritit in der Haut durch die epikutan applizierte Mikroemulsion

kann damit ausgeschlossen werden. Die Applikation der Spinsonde in hydrophiler Salbe fiihrt
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im Vergleich zur Applikation in Losung in der Epidermis zu geringfiigig niedrigeren
Aufspaltungswerten. Eine Verminderung der Polaritdt bzw. die ,,Lipophilisierung* der Haut

durch Bestandteile der hydrophilen Salbe kann daher angenommen werden.
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Abb. 108 Aufspaltungsungsprofile von TEMPOL in unbehandelten (links) und mit NEM
vorbehandelten Hautproben (rechts) 1,0; 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation
in Losung, hydrophiler Salbe und Mikroemulsion (n = 3)
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3.5.3  Ortsabhidngige Mobilitdt von CAT-1 bzw. TEMPOL in der Haut

Im nachfolgenden Teil der Untersuchung sollte iiberpriift werden, ob mit Hilfe des Computer-
programms zur Berechnung von magnetischen Resonanzspektren (vgl. 3.4.2) die Bewegungs-
parameter der Spinsonden CAT-1 und TEMPOL aus ESR-Tomogrammen von Hautproben mit
und ohne Enzymhemmung ortsabhdingig berechnet werden kénnen. Dazu wurden aus den
unter 3.5.1 aufgezeichneten ESR-Tomogrammen zunichst individuelle Absorptionsspektren
mit einem Abstand von -50, 0, 50, 100, 250 ,500 um zur Hautoberfliche entnommen, und
diese anschliefend abgeleitet und geglattet. Zur rechnergestiitzten Anpassung der Modell-
spektren an die so erzeugten Tomogramm-Spektren wurden die an Glycerol-Wasser-
Mischungen entwickelten Parametersétze fiir die Kopplungskonstanten Ay, Ayy, A, bzw. die
g-Faktoren gy, gy, 2, verwendet. Als Bewegungsparameter wurde der durch das Computer-
programm berechnete Logarithmus des ,rotational diffusion tensor (RBAR) herangezogen
(vgl. 3.4.2). In einem weiteren Schritt sollten aus RBAR nach Gleichung 7 die entsprechen-
den Rotationskorrelationszeiten der Spinsonde berechnet werden. Weiterhin sollte die Visko-
sitdt der Mikroumgebung von CAT-1 und TEMPOL in der Haut charakterisiert werden. Dazu
wurden die Bewegungsparameter der Spinsonden in Glycerol-Wasser-Mischungen bestimmt
und gegen die mit einem Ubbelohde-Viskosimeter bestimmte makroskopische Viskositit auf-
getragen. Mit Hilfe der Funktionen der entsprechenden Kalibrierkurven sollten die RBAR-
Werte in Viskositdtswerte umgerechnet werden. Durch die Auswertung von ESR-
Tomogrammen, die 3,5; 7,0 bzw. 24 Stunden nach der epikutanen Applikation von CAT-1
bzw. TEMPOL in Liposomen, hydrophiler Salbe und Mikroemulsion aufgenommen wurden,
sollten Informationen zur zeitabhdngigen Verdnderung der Bewegungsparameter gewonnen
werden. Der anschliefsende Vergleich mit den Bewegungsparametern der Spinsonden, die in
Lésung epikutan appliziert wurden, sollte dariiber hinaus zeigen, ob die Bestandteile der
epikutan applizierten topischen Zubereitungen zu einer Verdnderung der Mobilitdt von Spin-
sonden in der Haut fiihren. Von besonderem Interesse war dabei die Frage, ob der
Depoteffekt von Liposomen fiir CAT-1 mit der Mobilitdt der Spinsonde in der Haut im
Zusammenhang steht. Auf die Unterscheidung der Ergebnisse einzelner Liposomen-Zuberei-
tungen in Abhéngigkeit von deren Lipidgrundlagen wurde verzichtet. Vielmehr wurden die
Ergebnisse der Liposomen-Zubereitungen, wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln,

zusammengefasst.
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CAT-1. An die Spektren, die aus ESR-Tomogrammen in einem Abstand von —50, 0, 50, 100,
250 bzw. 500 um zur Hautoberfliche entnommen wurden, konnten mit Hilfe des Computer-
programms Spektren mit vorher ermittelten Parametersdtzen angepasst werden. Dadurch
konnten die Bewegungsparameter der Spinsonde CAT-1 ortsabhdngig bestimmt und das
Spektrum der Informationen, die aus ESR-Tomogrammen zugénglich sind, deutlich erweitert
werden. Aus den Anpassungen an ESR-Spektren, die aus Tomogrammen von Hautproben
ohne Enzymhemmung entnommen wurden, resultierten RBAR-Werte mit groen Standard-

abweichungen (Abb. 109).

Diese sind auf die geringen Intensititen der ESR-Signale und die damit verbundenen, zum
Teil unbefriedigenden Spektrenanpassungen zuriickzufiihren. Auf eine weiterfiihrende
Auswertung dieser Ergebnisse wurde daher verzichtet. Im Gegensatz dazu resultierten aus der
Anpassung an Spektren, die aus ESR-Tomogrammen von Hautproben mit Enzymhemmung
entnommen wurden, RBAR-Werte mit vergleichsweise geringen Standardabweichungen, die

eine weiterfiihrende Auswertung der Ergebnisse zulielen.

Die ortsabhingig berechneten RBAR-Werte von CAT-1 liegen in einem Bereich von 8,23 bis
8,62. Dies entspricht Rotationskorrelationszeiten von 5,94-10” s bis 2,46:10” s (Abb. 110).
Damit ist die Mobilitdt von CAT-1 in allen Hautschichten geringer als in wéssriger Losung, in
der ein RBAR-Wert von 9,13 bzw. eine Rotationskorrelationszeit von 7,40-10™'% bestimmt
wurde. Mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfliche nehmen die RBAR-Werte zu, und
die Rotationskorrelationszeiten der Spinsonde entsprechend ab. Das Ergebnis ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass die Bewegung der Spinsonde in den oberen Schichten der Epider-

mis (-50 bis 100 um) stérker behindert wird als in den tieferliegenden Hautschichten.

Die Auswertung von Spektren aus ESR-Tomogrammen, die nach einer Inkubationsdauer von
3,5, 7,0 und 24 Stunden aufgezeichnet wurden, sollte iiber zeitabhidngige Veridnderungen der
Spinsondenmobilitdt in der Haut Auskunft geben. Die RBAR-Werte und Rotationskorrelati-
onszeiten von CAT-1, die aus den nach 3,5 bzw. 7,0 Stunden aufgezeichneten Tomogrammen
bestimmt wurden, sind in allen untersuchten Hautschichten vergleichbar. Dagegen stimmen
die RBAR-Werte und Rotationskorrelationszeiten der Spinsonde nach 24 Stunden zwar in
einem Bereich von 250 um bis 500 pm mit den Werten der fritheren Zeitpunkte iiberein,
unterscheiden sich jedoch in den oberen Schichten der Epidermis deutlich von diesen. Im

oberen Bereich der Epidermis nehmen die nach 24 Stunden bestimmten RBAR-Werte bis auf
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8,23 ab bzw. die Rotationskorrelationszeiten bis auf 5,94-10” s zu. Das Ergebnis ldsst daher
die Schlussfolgerung zu, dass die Beweglichkeit der Spinsonde in den oberen Hautschichten
mit zunehmender Inkubationsdauer abnimmt, und gleichzeitig der Unterschied der Spinson-

denbeweglichkeit zwischen den oberen und unteren Hautschichten gréer wird.
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Abb. 109 RBAR-Werte von CAT-1 in unbehandelten (oben) und mit NEM vorbehandelten
(unten) Hautproben in Abhéingigkeit vom Abstand zur Hautoberflache 3,5; 7,0 und 24 Stun-
den nach epikutaner Applikation von CAT-1 in Liposomen (X + s, n=4)
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Abb. 110 Rotationskorrelationszeit von CAT-1 in Hautproben mit Enzymhemmung in

Abhingigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner
Applikation von CAT-1 in Liposomen

Mit Hilfe der an Glycerol-Wasser-Mischungen erstellten Kalibrierfunktion konnte aus den
RBAR-Werten die Viskositit der Mikroumgebung von CAT-1 in der Haut berechnet werden
(Abb. 111). Diese wird nachfolgend als Mikroviskositit bezeichnet.
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Abb. 111 Viskositit der Mikroumgebung von CAT-1 in Hautproben mit Enzymhemmung in
Abhingigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner
Applikation von CAT-1 in Liposomen
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In einem Zeitbereich von 3,5 Stunden bis 7,0 Stunden nach der Applikation der Zubereitung
auf die Haut lagen die Mikroviskosititswerte an der Hautoberfldche (50 um) in einem Bereich
von 51 bis 62 mPa-s und nahmen mit zunehmendem Abstand von der Hautoberflache bis auf
26 mPa-s (500 pm) ab. Bis zum Ende der Untersuchung nach 24 Stunden stieg die Mikrovis-
kositidt an der Hautoberfliche bis auf 104 mPa-s an, blieb aber in tieferen Hautschichten

nahezu unverindert.

Ob die zeitabhdngigen Verdnderungen der RBAR-Werte, Rotationskorrelationszeiten und
Mikroviskosititen bzw. deren Unterschiede zwischen den oberen und unteren Hautschichten
auf die Penetration von Bestandteilen aus Liposomen zuriickzufiihren sind, sollte nachfolgend
tiberpriift werden. Dazu wurden die RBAR-Werte der Spinsonde CAT-1, die in Losungen
epikutan appliziert wurde, aus ESR-Tomogrammen bestimmt und mit den Ergebnissen der in

Liposomen applizierten Spinsonde verglichen.

Die RBAR-Werte, die nach der Applikation von CAT-1 in Losung aus den nach 3,5 h, 7,0
Stunden und 24 Stunden aufgezeichneten ESR-Tomogrammen bestimmt wurden, liegen in
einem Bereich von 8,15 bis 8,47 (Abb. 112). Dabei sind die RBAR-Werte der Spinsonde in
den oberen Hautschichten (-50 um bis 100 um) kleiner als in den tieferliegenden Haut-
schichten (250 pm bis 500 pum). Im Verlauf der Untersuchung ist ein Anstieg der RBAR-

Werte zu verzeichnen.

Die aus den RBAR-Werten von CAT-1 berechnete Mikroviskositit betrug 3,5 Stunden nach
der epikutanen Applikation in Losung ca. 135 mPa-s an der Hautoberfldche (-50 pm). Mit
zunchmendem Abstand von der Hautoberflache sank sie bis auf 62 mPa-s ab (Abb. 113). Im
Gegensatz dazu lag die Mikroviskositét in der Haut 7,0 bzw. 24 Stunden nach der Applikation
von CAT-1 in Losung in einem Bereich von 65 — 98 mPa-s und nahm mit zunehmendem

Abstand von der Hautoberflidche bis auf ca. 45 — 54 mPa-s ab.

Die Ergebnisse belegen, dass die Mobilitidtsunterschiede der Sonde zwischen den oberen und
unteren Hautschichten nicht auf die Penetration von Liposomenbestandteilen zuriickzufiihren
sind, sondern wahrscheinlich mit den in der Haut vorliegenden Strukturen verkniipft sind, die
nachfolgend kurz erldutert wurden (vgl. 2.1.2. und 2.1.3.). Vom Stratum corneum ausgehend
nimmt der in den Zellen vorhandene Keratinanteil iiber das Stratum granulosum bis zur

Epidermis ab. In der gleichen Richtung steigt das Volumen der Hautzellen, wodurch sie ihre
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abgeflachte Form verlieren. Mit dem zunehmenden Volumen der Zellen steigt auch der
Wassergehalt der Hautschichten von ca. 5 bis 50 % im Stratum corneum auf iiber 75 % in der
Epidermis an [125]. Im Gegensatz zur Epidermis besteht die Dermis nicht aus geordneten
Zellverbianden, sondern aus einem Netzwerk von unloslichen Proteinfasern, in das Zellen,
BlutgefiBle, Nervenbahnen und Schwei3driisen eingelagert sind. Die Hohlrdume des
Collagennetzwerks der Dermis sind aber hauptséchlich mit einem stark wasserhaltigen Gel
gefiillt, dessen Grundsubstanz die Glykosaminoglykane bzw. Proteoglykane sind [325]. Mit
zunehmendem Abstand von der Hautoberfliche und sinkender Spinsondenkonzentration in
den Hautschichten nimmt daher die Anzahl der Wassermolekiile zu, die zur Ausbildung einer
Hydrathiille pro Spinsondenmolekiil zur Verfiigung stehen. Durch den zunehmenden Grad der
Solvatisierung steigt die Mobilitdt der Molekiile an. Dieser Effekt wurde auch in den zur
Viskosititsbestimmung verwendeten Glycerol-Wasser-Mischungen beobachtet. In diesen
sinkt das Wasser-Spinsonden Verhéltnis, bei einer Spinsondenkonzentration von 2,5 mM, von
ca. 22200:1 auf 440:1 beim Ubergang von Wasser zu Glycerol (ca. 98 %) als Losungsmittel
ab. Mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfldche nimmt die Ausdehnung der wéssrigen
Kompartimente in der Haut zu, wodurch die Behinderung der Rotation von solvatisierten

Spinsondenmolekiilen durch Wechselwirkungen mit Hautstrukturen wahrscheinlich abnimmt.
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Abb. 112 RBAR-Werte von CAT-1 in Hautproben mit Enzymhemmung in Abhingigkeit
vom Abstand zur Hautoberfldche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation von
CAT-1 in Losung (x £s,n=3)
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Abb. 113 CAT-1 in Hautproben mit Enzymhemmung in Abhingigkeit vom Abstand zur
Hautoberfldche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation von CAT-1 in Losung

Der Vergleich der RBAR-Werte von CAT-1, das in Liposomen bzw. Losung epikutan appli-
ziert wurde, zeigt, dass diese 3,5 und 7,0 Stunden nach der Applikation in Losungen kleiner
waren als nach der Applikation in Liposomen. Wihrend die RBAR-Werte von CAT-1 nach
der Applikation in Losungen jedoch kontinuierlich zunahmen, kam es 24 Stunden nach der
Applikation in Liposomen zu einem Abfall der RBAR-Werte in den oberen Hautschichten.
Dabei sanken die RBAR-Werte unter die entsprechenden Werte des in Losungen applizierten
CAT-1. In tieferen Hautschichten blieben die RBAR-Werte nach der Applikation in Liposo-
men jedoch groBer als nach der Applikation in Losungen. Tendenziell fithrten Liposomen
daher zu einer Mobilitdtszunahme der Spinsonde bzw. zu einer Abnahme der Viskositit ihrer
Mikroumgebung in der Haut. Die gegenldufigen zeitlichen Entwicklungen der RBAR-Werte
sowie der Viskosititen der Mikroumgebung in der Haut konnten auf die Wechselwirkungen
von CAT-1 mit den Bestandteilen der epikutan applizierten Liposomen zuriickzufiihren sein.
Uber einen Zusammenhang der vorliegenden Ergebnisse mit dem Depoteffekt der Liposomen

konnen keine Aussagen gemacht werden.

Die RBAR-Werte, die nach der Applikation von CAT-1 in hydrophiler Salbe aus den nach
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3,5, 7,0 Stunden und 24 Stunden aufgezeichneten ESR-Tomogrammen bestimmt wurden,
liegen in einem Bereich von 8,09 bis 8,66 (Abb. 114). Dabei sind die RBAR-Werte der Spin-
sonde in den oberen Hautschichten (-50 pm bzw. 0 pm) nur nach 3,5 und 7,0 Stunden kleiner
als in den tieferliegenden Hautschichten (50 um bis 500 um). Die aus den nach 24 Stunden

aufgezeichneten Tomogrammen bestimmten RBAR-Werte zeigen dagegen keine Unter-

Mobilitdt von Spinsonden nach epikutaner Applikation

schiede mehr zwischen hoheren und tieferen Hautschichten.
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Zeitabhingige Unterschiede zwischen den RBAR-Werten von CAT-1 in den einzelnen Haut-
schichten konnten nur fiir die in einem Abstand zur Hautoberfliche von —50 um entnomme-
nen ESR-Spektren festgestellt werden. Ebenso wie nach der Applikation in Losungen nimmt
die Mobilitdt der Spinsonde in diesem Bereich mit steigender Inkubationsdauer zu. Der
Vergleich der RBAR-Werte von CAT-1 nach der epikutanen Applikation in hydrophiler Salbe
mit denen der anderen Zubereitungen zeigt, dass die Mobilitdt der Spinsonde nach der Appli-

kation in Liposomen grofer ist als nach der Applikation in hydrophiler Salbe bzw. Losung.

Aus der Bestimmung der RBAR-Werte von CAT-1, das in Mikroemulsion epikutan appliziert
wurde, resultieren Werte in einem Bereich von 8,15 bis 8,45 (Abb. 114). Im Gegensatz zu den
bisher untersuchten Zubereitungen zeigen die RBAR-Werte von CAT-1 nach der Applikation
in Mikroemulsion keine eindeutige Abhdngigkeit von der Inkubationsdauer. Wihrend die
RBAR-Werte, die aus den nach 3,5 und 24 Stunden aufgezeichneten Tomogrammen bestimmt
wurden, nahezu iibereinstimmen, sind die RBAR-Werte aus dem nach 7,0 Stunden aufge-
zeichneten Tomogramm deutlich groBer. Letztere zeigen im Gegensatz zu den RBAR-
Werten, die aus den nach 3,5 und 24 Stunden aufgezeichneten Tomogrammen bestimmten
wurden, keine Zunahme mit steigendem Abstand von der Hautoberfldche. Tendenziell ist die
Mobilitit von CAT-1, das in Mikroemulsionen epikutan appliziert wurde, kleiner als nach der

Applikation in Liposomen.

TEMPOL. An die Spektren von TEMPOL, die aus ESR-Tomogrammen von Hautproben mit
und ohne Enzymhemmung entnommen wurden, konnten mit Hilfe des Computerprogramms
[49] Spektren mit bekannten Parametersitzen angepasst werden. Aus den Anpassungen an
ESR-Spektren, die aus Tomogrammen von Hautproben ohne Enzymhemmung entnommen
wurden, resultierten RBAR-Werte mit gro3en Standardabweichungen. Ebenso wie bei CAT-1

wurde daher auf eine weiterfiihrende Auswertung der Ergebnisse verzichtet.

Aus den ESR-Spektren von TEMPOL, die aus Tomogrammen von Hautproben mit Enzym-
hemmung entnommen wurden, wurden RBAR-Werte bestimmt, die in einem Bereich von
8,45 bis 8,71 liegen (Abb. 115). Dies entspricht Rotationskorrelationszeiten von 3,53-10” s
bis 1,97-10” s (Abb. 116). Damit ist die Mobilitit von TEMPOL in allen Hautschichten ge-
ringer als in wiéssriger Losung, in der ein RBAR-Wert von 9,17 bzw. eine Rotationskorrelati-

onszeit von 6,76-10"10 s bestimmt wurde. Mit zunehmendem Abstand von der Hautoberflache
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nehmen die RBAR-Werte von TEMPOL zu und die Rotationskorrelationszeiten ab. Das

Ergebnis zeigt, dass die Mobilitdt der Spinsonde in den oberen Schichten der Epidermis im

Vergleich zu den tieferliegenden Hautschichten eingeschrinkt ist. Der Mobilitatsunterschied

wird auch hier auf die Struktur der Haut und die Solvatisierung der Spinsonde zuriickgefiihrt

(s.0.).
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Abb. 115 RBAR-Werte von TEMPOL in unbehandelten (oben) und mit NEM vorbehandel-
ten (unten) Hautproben in Abhédngigkeit vom Abstand zur Hautoberfliche 3,5; 7,0 und 24
Stunden nach epikutaner Applikation von TEMPOL in Liposomen (n = 4)



Mobilitdt von Spinsonden nach epikutaner Applikation 263

Mit zunehmender Inkubationsdauer stiegen die RBAR-Werte von TEMPOL an. Dadurch
wird auch eine Zunahme der Mobilitdit von TEMPOL in der Haut mit steigender Inkubations-
dauer belegt. Wahrend die Mobilitdt von TEMPOL in einem Zeitraum von 3,5 Stunden bis
7,0 Stunden nach der epikutanen Applikation der Liposomen in allen Hautschichten anstieg,
war danach nur noch eine geringe Zunahme in einem Abstand von —50 pm zur Hautoberfla-
che bzw. an der Hautoberfliche (0 pum) zu verzeichnen. In einem Abstand von 100 pm bis
500 um zur Hautoberfliche stimmen die RBAR-Werte, die aus den nach 7,0 Stunden bzw.

24 Stunden aufgezeichneten Tomogrammen bestimmt wurden, nahezu iiberein.
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Abb. 116 Rotationskorrelationszeit von TEMPOL in Hautproben mit Enzymhemmung in
Abhingigkeit vom Abstand zur Hautoberflache 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner
Applikation von TEMPOL in Liposomen

Mit Hilfe der an Glycerol-Wasser-Mischungen erstellten Kalibrierfunktion konnte aus den
RBAR-Werten die Viskositit der Mikroumgebung von TEMPOL in der Haut berechnet
werden (Abb. 117). Nahe der Hautoberfliche wurde 3,5 Stunden nach der epikutanen Appli-
kation der Zubereitung eine maximale Mikroviskositdt von 118 mPa-s bestimmt. Mit zuneh-
mendem Abstand von der Hautoberfliche sank die Mikroviskositit auf einen Wert von
50 mPa-s ab. Im Gegensatz dazu betrug die Mikroviskositdt nahe der Hautoberfldche zu den
nachfolgenden Zeitpunkten der Untersuchung nur 70 — 88 mPa-s. Diese nahm ebenfalls bis

auf 44 — 50 mPa-s ab. Die abnehmenden Rotationskorrelationszeiten und Mikroviskostéts-



264 Mobilitdt von Spinsonden nach epikutaner Applikation

werte untermauern die unter 3.5.2 gezogene Schlussfolgerung, dass es mit zunehmender
Inkubationsdauer zu einem ,,Wassereinstrom* in die oberen Hautschichten kommt. In dessen
Folge steigt die Polaritdt der Mikroumgebung von TEMPOL ebenso an wie die Mobilitit der
Spinsonde. Gleichzeitig wird durch den ,,Wassereinstrom* die Viskositdt der Mikroumgebung

von TEMPOL verringert.

Im Vergleich zu CAT-1 sind die RBAR-Werte von TEMPOL in der Haut groBer und die
entsprechenden Rotationskorrelationszeiten kleiner. Dieses Ergebnis ist auf den Radius der
modellméBig angenommenen Kugel zuriickzufiihren, innerhalb der die Spinsondenmolekiile

bei isotroper Bewegung rotieren. Diese Abhingigkeit wird durch Gleichung 8 ausgedriickt.
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Abb. 116 Viskositit der Mikroumgebung von TEMPOL in Hautproben mit Enzymhemmung
in Abhéngigkeit vom Abstand zur Hautoberfldche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner
Applikation von TEMPOL in Liposomen

Im vorliegenden Fall ist anzunehmen, dass der Radius des solvatisierten TEMPOL kleiner ist
als der von CAT-1. Im Gegensatz zu CAT-1 nehmen die RBAR-Werte von dem in
Liposomen applizierten TEMPOL mit zunehmender Inkubationsdauer zu und die Viskositét
der Mikroumgebung ab. Eine iibereinstimmende zeitliche Entwicklung der RBAR-Werte und
Viskosititen der Mikroumgebung konnte dagegen zwischen dem in Ldsung applizierten
CAT-1 und dem in Liposomen applizierten TEMPOL festgestellt werden. Das Ergebnis zeigt,

dass wahrscheinlich aufgrund der fehlenden positiven Ladung von TEMPOL nur geringe
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Wechselwirkungen zwischen der Spinsonde und den Bestandteilen der epikutan applizierten
Liposomen auftreten. Zur Uberpriifung dieser Feststellung wurden nachfolgend die RBAR-
Werte von TEMPOL, das in Losungen epikutan appliziert wurde, aus ESR-Tomogrammen

bestimmt und mit den Ergebnissen der in Liposomen applizierten Spinsonde verglichen.

Die RBAR-Werte, die nach der epikutanen Applikation von TEMPOL in Lésung aus den
nach 3,5, 7,0 und 24 Stunden aufgezeichneten ESR-Tomogrammen entnommen wurden,
liegen in einem Bereich von 8,42 bis 8,65 (Abb. 118). Dabei waren die RBAR-Werte der
Spinsonde in den ersten 7,0 Stunden der Untersuchung in den oberen Hautschichten kleiner
als in den tieferliegenden Hautschichten. In einem Zeitraum von 3,5 bis 7,0 Stunden nach der
Applikation der Zubereitung war ein gleichmifBiger Anstieg der RBAR-Werte in allen Haut-
schichten zu verzeichnen. Nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden waren die RBAR-
Werte an der Hautoberfliche dagegen grofler als in den tieferliegenden Hautschichten. Mit
zunehmendem Abstand von der Hautoberfldche nahmen sie bis zum Erreichen einer Tiefe von
100 um ab und stiegen danach wieder an. Die RBAR-Werte stimmen ab einer Tiefe von 50
um mit den RBAR-Werten iiberein, die aus dem nach 7,0 Stunden aufgezeichneten

Tomogramm ermittelt wurden.
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Abb. 118 RBAR-Werte von TEMPOL in Hautproben mit Enzymhemmung in Abhingigkeit
vom Abstand zur Hautoberfldche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation von
TEMPOL in Losung
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Die Berechnung der Mikroviskosititen ergab 3,5 Stunden nach der epikutanen Applikation
der Losung einen maximalen Wert von 133 mPa-s nahe der Hautoberflache (Abb. 119). Mit
zunehmendem Abstand von dieser sank die Mikroviskositét auf einen Wert von 63 mPa-s ab.
Im Gegensatz dazu betrug die Mikroviskositit nahe der Hautoberfliche nach einer Inkubati-
onsdauer von 7,0 Stunden 83 mPa-s und fiel bis auf einen Wert von 52 mPa-s. Nach einer
Inkubationsdauer von 24 Stunden stieg die Mikroviskositidt mit zunehmendem Abstand von

der Hautoberfliche zunichst von 49 mPa-s auf 73 mPa-s an und fiel danach bis auf 58 mPa-s

ab.
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Abb. 119 Viskositit der Mikroumgebung von TEMPOL in Hautproben mit Enzymhemmung
in Abhingigkeit vom Abstand zur Hautoberfldche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner
Applikation von TEMPOL in Losung

Die mit der Spinsonde TEMPOL erzielten Ergebnisse zeigen nach der epikutanen Applikation
in Losung und Liposomen in Bezug auf die zeitliche Entwicklung der RBAR-Werte und die
Mikroviskosititen in der Haut eine gute Ubereinstimmung. Dadurch wird die Vermutung
bestitigt, dass die Mobilitdt der Spinsonde in der Haut, im Gegensatz zu der von CAT-1,
durch Bestandteile von Liposomen nicht verdndert wird. Fiir eine Verdnderung der Mobilitét
von CAT-1 in der Haut durch epikutan applizierte Liposomen spricht dagegen die Abwei-
chung der Mikroviskositidten von den Viskosititswerten, die nach der Applikation von CAT-1

in Losung und TEMPOL in Losung bzw. Liposomen bestimmt wurden.
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Die RBAR-Werte, die nach der Applikation von TEMPOL in hydrophiler Salbe aus den nach
3,5, 7,0 und 24 Stunden aufgezeichneten Tomogrammen bestimmt wurden, liegen in einem
Bereich von 8,41 bis 8,70 (Abb. 120). Die Werte in den oberen Hautschichten sind kleiner als
in den tieferliegenden Hautschichten. Wéahrend die RBAR-Werte der Spinsonde in einem
Zeitraum von 3,5 Stunden bis 7,0 Stunden nach der Applikation in hydrophiler Salbe abneh-
men, erfolgte bis zum Ende der Untersuchung eine Zunahme auf Werte, die zwischen denen

der friiheren Zeitpunkte liegen.

Eine eindeutige Tendenz in der Entwicklung der RBAR-Werte in Abhédngigkeit von der Zeit
konnte damit nicht festgestellt werden. Dies konnte ein Hinweis auf die Wechselwirkungen
zwischen der Spinsonde und Bestandteilen der hydrophilen Salbe in der Haut sein. Darauf
deutet auch die Abnahme der Aufspaltung von TEMPOL in der Haut hin, die nach der epiku-
tanen Applikation in hydrophiler Salbe im Vergleich zur Applikation in Losung auftritt.

Nach der epikutanen Applikation von TEMPOL in Mikroemulsion wurden aus den nach 3,5,
7,0 und 24 Stunden aufgezeichneten Tomogrammen RBAR-Werte bestimmt, die in einem
Bereich von 8,61 bis 8,78 liegen. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Zubereitungen
konnte nach der Applikation in Mikroemulsion weder eine zeitabhidngige Veranderung noch
eine Zunahme der RBAR-Werte mit zunehmendem Abstand von der Hautoberflache festge-
stellt werden. Die RBAR-Werte von TEMPOL waren nach der Applikation in Mikroemulsion
im Vergleich zu allen anderen Zubereitungen deutlich erhoht. Da diese Erhohung nach der
Applikation von CAT-1 in Mikroemulsion nicht festgestellt wurde, kann sie eventuell auf
eine mit der sehr geringen Signalintensitit verbundene fehlerhafte Spektrenanpassung

zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 120 RBAR-Werte von TEMPOL in Hautproben mit Enzymhemmung in Abhingigkeit
vom Abstand zur Hautoberfldche 3,5; 7,0 und 24 Stunden nach epikutaner Applikation von
TEMPOL in hydrophiler Salbe bzw. Mikroemulsion

3.5.4  Diskussion

Zur Charakterisierung der Penetration von liposomal eingeschlossenen ESR-Spinsonden in

die Haut mit Hilfe der ESR-Tomografie wurden Untersuchungen mit unilamellaren
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Liposomen aus partialsynthetischen Grundlagen bzw. Sojabohnenlipiden durchgefiihrt. Diese
wurden mit Nitroxidspinsonden mit unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaf-
ten, insbesondere variierender Lipophilie (CAT-1, TEMPOL, TEMPOL-benzoat) beladen.
Durch den Vergleich mit konventionellen topischen Zubereitungen wurden die Depotwirkung
und Penetrationsforderung von Liposomen in Abhingigkeit von der Auswahl der
Liposomengrundlagen, der Fluiditit der Liposomenmembranen und der Hydro-/ Lipophilie
der eingesetzten Spinsonden charakterisiert. Um zwischen verkapselten und freigesetzten
Anteilen der Spinsonden differenzieren zu konnen, wurde in einem Teil der Hautproben die
Reduktion der Spinsonden durch die Blockade reduzierender Komponenten mit N-
Ethylmaleinimide gehemmt. Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die Penetration von ESR-Spinsonden in die Haut zeitabhingig mit Hilfe der
ESR-Tomografie verfolgt werden kann. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die Amplituden der
registrierten ESR-Signale aufgrund von Dipol-Dipol- und Spinaustausch-Wechselwirkungen
nicht linear mit der Konzentration der Spinsonde ansteigen. Um auf die reale Verteilung der
Spinsonde in der Haut schlieBen zu konnen, ist es daher notwendig, die integrale Intensitdt zu
berechnen (z.B. ndherungsweise aus den Linienbreiten und Amplituden der ESR-Signale).
Mit Hilfe der ESR-Tomografie konnte belegt werden, dass die Verteilung der Spinsonde in
den untersuchten Hautproben von der Struktur der Spinsonde und der Polaritit der
verschiedenen Hautbereiche abhidngt. Dementsprechend konnte fiir die positiv geladene
Spinsonde CAT-1 eine Anreicherung in der oberen Dermis nachgewiesen werden, fiir die eine
erhohte Polaritdt im Vergleich zur Epidermis ermittelt wurde. Im Gegensatz zu CAT-1 liegen
nach der epikutanen Applikation der amphiphilen Spinsonde TEMPOL im Vergleich zu der
oberen Dermis geringfiigig erhohte Konzentrationen der Spinsonde in der Epidermis vor.
Sowohl bei der Verwendung von CAT-1 als auch bei der Verwendung von TEMPOL konnte
gezeigt werden, dass nach einer Inkubationszeit von mehr als 24 Stunden Unterschiede
zwischen den einzelnen epikutan applizierten Liposomenformulierungen messbar sind.
Liposomen mit rigiden Membranen fiihren im Vergleich zu Liposomen mit fluiden
Membranen zu hoheren Spinsondenkonzentrationen in der Haut und solche aus partialsynthe-

tischen Lipiden zu héheren Konzentrationen als Liposomen aus Sojabohnenlipiden.

Der Vergleich der Penetration von CAT-1 und TEMPOL in die Haut nach epikutaner
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Applikation von Liposomen mit der Penetration der Spinsonden aus anderen topischen
Zubereitungen zeigt, dass eine generelle Aussage zur Penetrationsforderung durch die
Anwendung von Liposomen problematisch ist. Durch die zeitabhidngige Auswertung der
ESR-Signale von CAT-1 in der Haut konnte nachgewiesen werden, dass die Anreicherung der
Spinsonde im Bereich der oberen Dermis iiber 24 Stunden erhalten bleibt. Da die vesikulédre
Struktur auf der Hautoberfliche nach epikutaner Applikation der Liposomen verloren geht,
kann davon ausgegangen werden, dass dieser Depoteffekt nicht an das Vorhandensein von
Liposomen gebunden ist. Durch den Vergleich der zeitabhéngigen Entwicklung der Signalin-
tensitdten von CAT-1 nach epikutaner Applikation von dialysierten und undialysierten
Liposomen konnte belegt werden, dass zunéchst der nicht verkapselte Anteil von CAT-1 in
die Haut penetriert, bevor die Spinsonde, die von dem auf der Hautoberfldche entstehenden
Lipidfilm eingeschlossen wird, in die Haut eindringt. Im Gegensatz zu CAT-1 fiihrt die
epikutane Applikation von TEMPOL auf Hautproben auch ohne Hemmung der reduzierenden
Faktoren zu intensiven ESR-Signalen. Dadurch wird belegt, dass die Penetrationsgeschwin-
digkeit von TEMPOL hoher ist als die Reduktionsgeschwindigkeit in der Haut. Aufgrund der
amphiphilen Eigenschaften dieser Spinsonde erfolgt auBBerdem ihre im Vergleich zu CAT-1

schnellere Penetration in tiefere Hautschichten.

Die Auswirkung von epikutan applizierten Liposomen und anderen topischen Zubereitungen
(Losung, hydrophile Salbe, Mikroemulsion) auf die Polaritdt der Haut wurde anhand der
polaritdtsabhiangigen Hyperfeinaufspaltung der Spinsonden CAT-1 und TEMPOL ortsabhén-
gig untersucht. Fiir die Spinsonden wurden mit zunehmendem Abstand von der
Hautoberflidche ansteigende Hyperfeinaufspaltungen der ESR-Signale ermittelt, wobei die
Polaritdt im Bereich der Epidermis geringer als in der Dermis ist (s.0.). Der Vergleich der
Hyperfeinaufspaltungsprofile von CAT-1 und TEMPOL =zeigt, dass eine Verdnderung der
Polaritdt der Haut durch epikutan applizierte Liposomen bzw. Mikroemulsion ausgeschlossen
werden kann. Dagegen konnten nach der epikutanen Applikation von hydrophiler Salbe
geringfiigig verminderte Hyperfeinaufspaltungen von TEMPOL nachgewiesen werden, die
auf eine Verminderung der Polaritdt in der Haut durch Bestandteile der hydrophilen Salbe
hinweisen. Mit zunehmender Inkubationsdauer konnte allerdings eine ansteigende Hyperfein-

aufspaltung des TEMPOL-Signals festgestellt werden, die eine Zunahme der Polaritit der
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Spinsondenumgebung in der Epidermis und Dermis belegt. Eine Ursache dafiir konnte ein
osmotisch bedingter Einstrom von Wasser in diese Hautschichten sein. Durch einen Vergleich
der Hyperfeinaufspaltungen von TEMPOL in Hautproben mit und ohne Enzymhemmung
konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass die Vorbehandlung der Haut mit N-

Ethylmaleinimid zu einem Anstieg der Polaritit der Mikroumgebung der Spinsonde fiihrt.

Durch die ortsabhingige Auswertung der Spinsondenmobilitét sollten ndhere Informationen
tiber Wechselwirkungen zwischen Bestandteilen von epikutan applizierten Liposomen bzw.
anderen topischen Zubereitungen und Spinsonden in der Haut erhalten werden. Die Band-
breite der ortsabhingig berechneten Rotationskorrelationszeiten von CAT-1 und TEMPOL in
der Haut reicht nach der epikutanen Applikation der Spinsonden in Liposomen von 5,94-107 s
bis 1,97-107s. Dies entspricht einer Viskositit der Mikroumgebung von CAT-1 bzw.
TEMPOL von 118 bis 26 mPa-s. Damit sind die Spinsondenmobilititen in allen
Hautschichten geringer als in wissriger Losung. Im Vergleich zu CAT-1 sind die Rotations-
korrelationszeiten von TEMPOL in der Haut kiirzer, was auf die Molekiilgeometrie der
Spinsonde zuriickzufiihren ist. Mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfliche nimmt die
Mobilitdt der Spinsonden in der Haut zu. Durch einen Vergleich der Rotationskorrelations-
zeiten nach epikutaner Applikation der Spinsonden in Liposomen bzw. Losung wurde
deutlich, dass diese Mobilitdtsunterschiede auf die Strukturen der Haut, insbesondere den mit
steigendem Abstand von der Oberfliche zunehmenden Wassergehalt und den Solvatisie-
rungsgrad der Spinsonde zuriickzufiihren sind. Im Gegensatz zur Applikation von CAT-1 in
Liposomen steigt die Mobilitdt der Spinsonde nach epikutaner Applikation einer Lésung mit
zunehmender Versuchsdauer an. Diese entgegengesetzten zeitlichen Entwicklungen sind ein
Hinweis auf Wechselwirkungen zwischen Bestandteilen von Liposomen und der positiv
geladenen Spinsonde in der Haut. Tendenziell ist die Mobilitdit der Spinsonde nach
Applikation in Liposomenform gegeniiber der Mobilitdit nach Applikation als Losung,
hydrophiler Salbe oder Mikroemulsion jedoch erhdht. Die Rotationskorrelationszeiten bzw.
Viskositidten der Mikroumgebung von TEMPOL, die nach der Applikation der Spinsonde in
Liposomen bzw. Losung zeit- und ortsabhéngig bestimmt wurden, stimmen nahezu iiberein.
Daraus kann geschlossen werden, dass die Mobilitdt der ungeladenen Spinsonde in der Haut

durch Bestandteile der epikutan applizierten Liposomen nicht verdndert wird. Im Unterschied



272 Mobilitdt von Spinsonden nach epikutaner Applikation

dazu zeigt die Mobilitdit der Spinsonde CAT-1 in verschiedenen Hautschichten eine
Abhingigkeit von den Bestandteilen der epikutan applizierten Liposomen. Wihrend nach der
epikutanen Applikation von TEMPOL in hydrophiler Salbe eine zeitabhéngige Verédnderung
der Spinsondenmobilitéit festgestellt werden konnte, blieb diese nach der Applikation der

Spinsonde in Mikroemulsion mit fortschreitender Versuchsdauer nahezu konstant.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnte das Prinzip der spektral-rdumlich
aufgelosten Elektronenspinresonanz (ESR) zur Bearbeitung biopharmazeutischer Fragestel-
lungen speziell bei epikutan applizierten Arzneitridgersystemen adaptiert und weiterentwickelt
werden. Neben der methodischen Weiterentwicklung stand die Betrachtung der Mobilitédt von
epikutan applizierten ESR-Spinsonden im Mittelpunkt, wobei bisher ungeklirte Fragen zu

den Wechselwirkungen zwischen Liposomen und Haut besonders beriicksichtigt wurden.

Dazu wurden zunéchst Liposomen fiir den Einsatz in Transportstudien mit dem Verfahren der
Membranextrusion hergestellt, und ihre Eigenschaften in Abhingigkeit von der Zusammen-
setzung der Lipidmembranen charakterisiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein zuneh-
mender Anteil von Phosphatidylglycerol in der Membran nicht nur zu einer Absenkung des
Zetapotenzials, sondern z. T. auch zu einer Verminderung des Durchmessers der extrudierten
Liposomen fiihrt. Steigende Cholesterolanteile ziehen dagegen eine Zunahme der Liposo-
mendurchmesser nach sich und fiihren dariiber hinaus zu Anderungen der Viskositit der
Lipiddoppelmembranen. Wéhrend Cholesterol auf die Membran von Liposomen aus nicht
hydrierten Phospholipiden einen kondensierenden Effekt ausiibt, durch den die Membranvis-
kositét zunimmt, haben steigende Cholesterolanteile in Liposomen aus hydrierten Phospholi-
piden eine Abnahme der Membranviskositit zur Folge. Die Grofe der Liposomen ist nicht
nur liber die Zusammensetzung ihrer Lipidmembranen, sondern vor allem iiber die Poren-
grole der zur Extrusion verwendeten Membranfilter steuerbar. Einen nur geringen Einfluss
auf die Durchmesser der extrudierten Liposomen hat dagegen der Anteil der Lipidgrundlage
in der Formulierung. Der Liposomendurchmesser steigt erst mit einer stark eingeschrankten

Extrusionsfahigkeit der Formulierungen an.

Fir die Untersuchungen mit Hilfe der ESR-Spektroskopie und Tomografie wurden die
Nitroxylradikale CAT-1, TEMPO, "N-TEMPO, TEMPOL, TEMPOL-benzoat und 5-Doxyl-
palmitinsdure ausgewdhlt. Die Beladungsfdhigkeit der Liposomen mit ESR-Spinsonden ist
stark abhingig von deren Hydro-/ Lipophilie und fiir die lipophile Spinsonde TEMPOL-

benzoat stark eingeschrinkt. Die Beladung der Liposomen mit Spinsonden hat Anderungen
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threr Durchmesser und Zetapotenziale zur Folge, deren Richtung von der ausgewihlten
Liposomengrundlage und der ESR-Spinsonde abhidngig ist. Die Kurzzeitstabilitit von
Liposomen wird durch die Beladung nicht verdndert. Als limitierender Faktor fiir die
Lagerung der beladenen Liposomen ist dagegen die Stabilitit der ESR-Spinsonden in den

Formulierungen anzusehen.

Zur weiteren Charakterisierung der Liposomen, deren Einsatz in Transportstudien geplant
war, wurden die Verkapselungseffizienz von CAT-1 und die Freisetzung der Spinsonde in
Abhingigkeit von der Lamellaritit und den Membraneigenschaften der Vesikel bestimmt. Die
Verkapselungseffizienz der Spinsonde ist in multilamellaren Liposomen erwartungsgemal
hoher als in unilamellaren Liposomen und wird durch den Gehalt an Cholesterol in den
Lipidmembranen nicht beeinflusst. Dagegen konnte eine mit steigendem Cholesterolanteil
verminderte Freisetzungsgeschwindigkeit der Spinsonde aus Liposomen mit nicht hydrierten
Phospholipiden nachgewiesen werden. Die Freisetzung von CAT-1 ist aus Liposomen, deren
Membranen aus nicht hydrierten Phospholipiden bestanden, gegeniiber solchen, deren Memb-

ranen aus hydrierten Phospholipiden bestanden, generell erhoht.

Die Untersuchungen zur Integritdt von epikutan applizierten uni- und multilamellaren
Liposomen ergaben, dass unilamellare Liposomen ihre Integritdt schneller verlieren als
multilamellare Liposomen und solche aus nicht hydrierten Phospholipiden schneller als
Liposomen aus hydrierten Phospholipiden. Mit einem neu entwickelten Versuchsansatz, bei
dem die Freisetzung von CAT-1 direkt anhand von spektralen Verdnderungen registiert
werden kann, wurde untersucht, wie lange intakte Liposomen unter nicht okklusiven bzw.
okklusiven Bedingungen auf der Haut in vitro und in vivo als Wirkstoffdepot zur Verfligung
stehen. Der Vorteil dieses Versuchsansatzes, bei dem liposomal verkapselte Anteile der
Spinsonde ein Singulett Signal und freigesetzte Anteile ein Triplett Signal aufweisen, gegen-
iiber der bisher in der Literatur beschriebenen Methode zur Untersuchung der Freisetzung von
hydrophilen ESR-Spinsonden aus Liposomen besteht darin, dass auf den Zusatz von
Natriumascorbat als die Freisetzungsgeschwindigkeit stark erhohendes Reduktionsmittel
verzichtet werden kann. Dadurch wurde es moglich, die Stabilitdt fiir einen Teil der epikutan

applizierten multilamellaren Liposomen aus den Lipidgrundlagen Presomen® C1 und
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Presomen® PPG-I iiber 300 Minuten in vitro nachzuweisen. Gleichzeitig konnte iiber eine
Verdnderung der spektralen Eigenschaften der freigesetzten und der verkapselten Anteile
belegt werden, dass der zunehmende Wasserverlust aus der Formulierung zu einer Erhdhung
der Spinsondenkonzentration sowohl in der dulleren als auch in der inneren Phase der
Liposomen fiihrt. Im Vergleich zu ebenfalls epikutan applizierten Losungen konnte gezeigt
werden, dass Liposomen den Wasserverlust aus der Zubereitung stark verzogern und dadurch
eine Kristallisation der Spinsonde aus der Zubereitung verhindern. Letztere konnte durch /n-
vivo-Untersuchungen in epikutan auf Nacktmduse applizierten Liposomenzubereitungen
nachgewiesen werden, aus denen der Wasserverlust aufgrund der Korpertemperatur der Tiere
beschleunigt ist. Unter okklusiven Bedingungen erweisen sich die untersuchten multilamella-
ren Liposomen iiber 300 Minuten sowohl in vitro als auch in vivo als stabil. Diese erhdhte
Stabilitit und die dadurch verminderte Kontaktflaiche zwischen den Liposomen und der Haut
konnte der Grund fiir die verminderte Penetration von okklusiv applizierten, liposomal
eingeschlossenen Arzneistoffen sein, iiber die einige Autoren berichten. Dagegen konnte fiir
CAT-1, das in Losungen epikutan appliziert wurde, in vitro eine Penetration in die Haut
nachgewiesen werden, und damit die in der Literatur beschriebene verstirkte Hautpenetration
von Arzneistoffen unter okklusiven Bedingungen bestitigt werden. Unter /n-vivo-Bedingun-
gen war dies wahrscheinlich aufgrund des Abtransports von CAT-1 iiber das Blut und

Lymphsystem in der Haut und die dadurch verminderten Signalintensitéten nicht moglich.

In weiteren Untersuchungen wurde die Integritit von Liposomen nach subkutaner Injektion
nicht invasiv mit Hilfe der L-Band-ESR ir vivo untersucht. Nach der subkutanen Injektion
von Liposomen, die zur Ausbildung von Depots hochpotenter Arzneistoffe ausgenutzt wird,
konnten intakte Liposomen bis zum Ende der Untersuchung nach 96 Stunden am Injektionsort
nachgewiesen werden. Da zu diesem Zeitpunkt noch ca. 60 % der injizierten Spinsonden am
Injektionsort nachweisbar sind, ist mit ihrer erheblich langsameren Freisetzung zu rechnen.
Die Reduktion von freigesetzten Anteilen der Spinsonde innerhalb der ersten Stunden nach
der Injektion belegt die Bedeutung der Vesikelstruktur fiir den Depoteffekt von Liposomen.
Anhand der spektralen Informationen konnte zwischen 24 und 96 Stunden eine
kontinuierliche Freisetzung der Spinsonde belegt werden. Im Unterschied zu den injizierten

Liposomen fiihrt die subkutane Applikation von CAT-1 in Losungen nicht zu einer Fixierung
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der Spinsonde in einem lokalen Depot, sondern zu einer raschen Absorption, systemischen

Verteilung und Reduktion der Spinsonde.

Nachdem die Integritit von Liposomen nach epikutaner und subkutaner Applikation
analysiert wurde, sollten durch weiterfiihrende Untersuchungen anhand der Mobilitit von
CAT-1 Erkenntnisse liber die Fixierung von hydrophilen Substanzen durch Liposomen-
bestandteile auf der Haut gewonnen werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen,
dass die Mobilitdt der Spinsonde nach epikutaner Applikation stark abnimmt, und der {iiber-
wiegende Anteil der Spinsonde auf dem Stratum corneum kristallisiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Mobilitdt der Spinsonde nach der Applikation in Liposomen aus hydrierten
Phospholipiden langsamer abnimmt als nach der Applikation in Liposomen aus nicht
hydrierten Phospholipiden. Dagegen fiihrt ein Cholesterolanteil von 50 % im Vergleich zu
Zubereitungen mit einem reduzierten Cholesterolanteil zu einer raschen Fixierung der
Spinsonde auf dem Stratum corneum. Die Berechnung der Viskositit der Mikroumgebung
von CAT- 1 auf der Haut zeigt, dass diese innerhalb von 3,5 Stunden nach Applikation der

Spinsonde auf die Haut von ca. 3 mPa-s auf maximal 1075 mPa-s zunahm.

Verianderungen der liposomalen Lipiddoppelmembranen, die nach epikutaner Applikation
auftreten, wurden anhand der Mobilitdt der Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure bzw. ihrer
Ordnungsparameter untersucht. Die Ergebnisse belegen, dass der kondensierende Effekt von
Cholesterol auf die Lipiddopplemembran von Liposomen aus nicht hydrierten Phospholipiden
sowohl vor als auch nach deren epikutaner Applikation anhand der Zunahme der Ordnungspa-
rameter der Spinsonde nachgewiesen werden kann. Mit der Applikation der Liposomen
nimmt deren Membranflexibilitdt ab. Die Bestimmung der isotropen Hyperfeinaufspaltung
der Spinsonde zeigt zudem, dass die Polaritit der Mikroumgebung der Spinsonde mit
steigendem Cholesterolgehalt zunimmt und nach der Applikation der Liposomen weiter an-
steigt. Im Gegensatz zu Liposomen aus nicht hydrierten Phospholipiden zieht ein zunehmen-
der Anteil an Cholesterol in Liposomen aus hydrierten Phospholipiden eine Flexibilisierung
der Lipiddoppelmembranen nach sich. Diese konnte nach der Applikation der Liposomen
nicht mehr nachgewiesen werden. Spinaustauschwechselwirkungen belegen vielmehr eine
teilweise Entmischung der Lipidmembranen wahrend der Auftrocknung der Liposomen. Die

Ergebnisse der Untersuchung zeigen, dass es entgegen bisheriger Annahmen nach der
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Applikation nicht nur zu einer Verdnderung des Dispersititsgrads, sondern auch zu einer

Anderung der Membraneigenschaften der Liposomen kommit.

Um Informationen iiber Mobilitdtsdnderungen der Stratum-corneum-Lipide durch epikutan
applizierte Liposomen und den Penetrationsenhancer Olsiure zu erhalten, wurden die
Ordnungsparameter der Spinsonde 5-Doxylpalmitinsdure nach deren Inkorporation in das
Stratum corneum analysiert. Diese weisen die intercorneozytdren Lipiddoppelschichten des
Stratum corneum als geordnetes System von geringer Flexibilitit aus. Es konnte gezeigt
werden, dass durch die Inkubation der Hautproben mit Phosphatpuffer die Mobiltit der
Spinsonde im Stratum corneum erhdht wird. Die Inkubation mit den unterschiedlichen Lipo-
somenformulierungen fithrt dagegen zu keiner weiteren Mobilitdtszunahme. FEine als
»dramatisch® bezeichnete Fluidisierung der Lipiddoppelschichten durch Bestandteile von
Liposomen aus nicht hydrierten Phospholipiden bzw. die Abnahme der Flexibilitdt der Lipid-
doppelschichten durch Liposomen aus hydrierten Phospholipiden konnte im Gegensatz zu den
von Ogiso et al. [302, 304] mit Liposomen aus Stratum-corneum-Lipiden erhaltenen
Ergebnissen nicht festgestellt werden. Dagegen zieht die Applikation von Olsiure eine starke,
lang anhaltende Fluidisierung der Lipiddoppelschichten des Stratum corneum nach sich, ver-

bunden mit einer Verringerung der Ordnungsparameter.

Vor der Durchfiihrung von Transportstudien mit der ESR-Tomografie sollte zunéchst geklart
werden, ob diese die Erfassung von rdumlich-spektralen Informationen in definierten Haut-
schichten erlaubt. Die Uberpriifung der Moglichkeit einer nicht invasiven Erfassung und
Abbildung der verschiedenen Schichten der Humanhaut erfolgte anhand der polaritdtsabhin-
gigen Hyperfeinaufspaltung der amphiphilen Spinsonde "N-TEMPO. Aufgrund der ortsab-
hingig ermittelten Hyperfeinaufspaltungen konnten die drei Hautbereiche Epidermis, obere
Dermis und untere Dermis bzw. der Ubergangsbereich zur Subcutis anhand ihrer unterschied-
lichen Anteile an hydrophilen und lipophilen Strukturen differenziert werden. Die ermittelten

Abmessungen der Hautabschnitte liegen im Bereich der in der Literatur zu findenden Werte.

Weiterhin wurde untersucht, ob durch die Adaptation des von Freed fiir die cw-Spektroskopie
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entwickelten Computerprogramms spektrale Parameter von Spinsonden, insbesondere deren
Rotationskorrelationszeiten, aus ESR-Tomogrammen bestimmt werden konnen. Ergebnisse
derartiger Untersuchungen liegen bisher in der Literatur nicht vor. Die anhand von Glycerol-
Wasser-Mischungen durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass die Rotationskorrelations-
zeiten von ESR-Spinsonden aus ESR-Tomogrammen mit Hilfe dieses Programms mit
akkzeptabler Genauigkeit berechnet werden konnen. Im Gegensatz zu der von Fraenkel und
Freed angegebenen und vielfach genutzten empirischen Beziehung zur Berechnung von
Rotationskorrelationszeiten konnte gezeigt werden, dass das Computerprogramm auch auf
Spektren mit einem ungiinstigen Signal-Rausch-Verhéltnis anwendbar ist und die erzielten
Ergebnisse unabhingig von der eingestrahlten Mikrowellenfrequenz sind (L-, S- bzw. X-
Band-ESR). Dariiber hinaus konnen durch die Anwendung des Computerprogramms die
Rotationskorrelationszeiten von zwei nebeneinander vorliegenden Spinsondenspezies
bestimmt und die Anteile der Spezies am Gesamtspektrum ortsaufgeldst quantifiziert werden.
Die Rotationskorrelationszeiten von Spinsonden sind erwartungsgemdll sowohl von der

Molekiilgeometrie als auch von der Viskositdt der Mikroumgebung abhingig.

Zur Charakterisierung der Penetration von liposomal eingeschlossenen ESR-Spinsonden in
die Haut mit Hilfe der ESR-Tomografie wurden Untersuchungen mit unilamellaren
Liposomen aus partialsynthetischen Grundlagen bzw. Sojabohnenlipiden durchgefiihrt. Diese
wurden mit Nitroxidspinsonden mit unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaf-
ten, insbesondere variierender Lipophilie (CAT-1, TEMPOL, TEMPOL-benzoat) beladen.
Durch den Vergleich mit konventionellen topischen Zubereitungen wurden die Depotwirkung
und Penetrationsforderung von Liposomen in Abhéngigkeit von der Auswahl der Liposo-
mengrundlagen, der Fluiditdt der Liposomenmembranen und der Hydro-/ Lipophilie der ein-
gesetzten Spinsonden charakterisiert. Um zwischen verkapselten und freigesetzten Anteilen
der Spinsonden differenzieren zu konnen, wurde in einem Teil der Hautproben die Reduktion
der Spinsonden durch die Blockade reduzierender Komponenten mit N-Ethylmaleinimide
gehemmt. Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Penetration von ESR-Spinsonden in die Haut zeitabhingig mit Hilfe der ESR-Tomografie
verfolgt werden kann. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die Amplituden der registrierten

ESR-Signale aufgrund von Dipol-Dipol- und Spinaustausch-Wechselwirkungen nicht linear
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mit der Konzentration der Spinsonde ansteigen. Um auf die reale Verteilung der Spinsonde in
der Haut schlieen zu konnen, ist es daher notwendig, die integrale Intensitét zu berechnen
(z.B. ndherungsweise aus den Linienbreiten und Amplituden der ESR-Signale). Mit Hilfe der
ESR-Tomografie konnte belegt werden, dass die Verteilung der Spinsonde in den
untersuchten Hautproben von der Struktur der Spinsonde und der Polaritit der verschiedenen
Hautbereiche abhéngt. Dementsprechend konnte fiir die positiv geladene Spinsonde CAT-1
eine Anreicherung in der oberen Dermis nachgewiesen werden, fiir die eine erhohte Polaritét
im Vergleich zur Epidermis ermittelt wurde. Im Gegensatz zu CAT-1 liegen nach der
epikutanen Applikation der amphiphilen Spinsonde TEMPOL im Vergleich zu der oberen
Dermis geringfiigig erhohte Konzentrationen der Spinsonde in der Epidermis vor. Sowohl bei
der Verwendung von CAT-1 als auch bei der Verwendung von TEMPOL konnte gezeigt
werden, dass nach einer Inkubationszeit von mehr als 24 Stunden Unterschiede zwischen den
einzelnen epikutan applizierten Liposomenformulierungen messbar sind. Liposomen mit
rigiden Membranen fithren im Vergleich zu Liposomen mit fluiden Membranen zu héheren
Spinsondenkonzentrationen in der Haut und solche aus partialsynthetischen Lipiden zu

hoheren Konzentrationen als Liposomen aus Sojabohnenlipiden.

Der Vergleich der Penetration von CAT-1 und TEMPOL in die Haut nach epikutaner Appli-
kation von Liposomen mit der Penetration der Spinsonden aus anderen topischen Zubereitun-
gen zeigt, dass eine generelle Aussage zur Penetrationsforderung durch die Anwendung von
Liposomen problematisch ist. Durch die zeitabhingige Auswertung der ESR-Signale von
CAT-1 in der Haut konnte nachgewiesen werden, dass die Anreicherung der Spinsonde im
Bereich der oberen Dermis iiber 24 Stunden erhalten bleibt. Da die vesikuldre Struktur auf der
Hautoberfldche nach epikutaner Applikation der Liposomen verloren geht, kann davon ausge-
gangen werden, dass dieser Depoteffekt nicht an das Vorhandensein von Liposomen
gebunden ist. Durch den Vergleich der zeitabhidngigen Entwicklung der Signalintensitdten
von CAT-1 nach epikutaner Applikation von dialysierten und undialysierten Liposomen
konnte belegt werden, dass zundchst der nicht verkapselte Anteil von CAT-1 in die Haut
penetriert, bevor die Spinsonde, die von dem auf der Hautoberflache entstehenden Lipidfilm
eingeschlossen wird, in die Haut eindringt. Im Gegensatz zu CAT-1 fiihrt die epikutane

Applikation von TEMPOL auf Hautproben auch ohne Hemmung der reduzierenden Faktoren
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zu intensiven ESR-Signalen. Dadurch wird belegt, dass die Penetrationsgeschwindigkeit von
TEMPOL hoher ist als die Reduktionsgeschwindigkeit in der Haut. Aufgrund der amphiphi-
len Eigenschaften dieser Spinsonde erfolgt auBerdem ihre im Vergleich zu CAT-1 schnellere

Penetration in tiefere Hautschichten.

Die Auswirkung von epikutan applizierten Liposomen und anderen topischen Zubereitungen
(Losung, hydrophile Salbe, Mikroemulsion) auf die Polaritdt der Haut wurde anhand der
polaritdtsabhiangigen Hyperfeinaufspaltung der Spinsonden CAT-1 und TEMPOL ortsabhén-
gig untersucht. Fiir die Spinsonden wurden mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfla-
che ansteigende Hyperfeinaufspaltungen der ESR-Signale ermittelt, wobei die Polaritit im
Bereich der Epidermis geringer als in der Dermis ist (s.0.). Der Vergleich der Hyperfeinauf-
spaltungsprofile von CAT-1 und TEMPOL zeigt, dass eine Verdnderung der Polaritit der
Haut durch epikutan applizierte Liposomen bzw. Mikroemulsion ausgeschlossen werden
kann. Dagegen konnten nach der epikutanen Applikation von hydrophiler Salbe geringfiigig
verminderte Hyperfeinaufspaltungen von TEMPOL nachgewiesen werden, die auf eine Ver-
minderung der Polaritit in der Haut durch Bestandteile der hydrophilen Salbe hinweisen. Mit
zunehmender Inkubationsdauer konnte allerdings eine ansteigende Hyperfeinaufspaltung des
TEMPOL-Signals festgestellt werden, die eine Zunahme der Polaritét der Spinsondenumge-
bung in der Epidermis und Dermis belegt. Eine Ursache dafiir konnte ein osmotisch bedingter
Einstrom von Wasser in diese Hautschichten sein. Durch einen Vergleich der Hyperfeinauf-
spaltungen von TEMPOL in Hautproben mit und ohne Enzymhemmung konnte weiterhin
nachgewiesen werden, dass die Vorbehandlung der Haut mit N-Ethylmaleinimid zu einem

Anstieg der Polaritdt der Mikroumgebung der Spinsonde fiihrt.

Durch die ortsabhéngige Auswertung der Spinsondenmobilitdt sollten ndhere Informationen
iiber Wechselwirkungen zwischen Bestandteilen von epikutan applizierten Liposomen bzw.
anderen topischen Zubereitungen und Spinsonden in der Haut erhalten werden. Die Band-
breite der ortsabhingig berechneten Rotationskorrelationszeiten von CAT-1 und TEMPOL in
der Haut reicht nach der epikutanen Applikation der Spinsonden in Liposomen von 5,94-107 s
bis 1,97-107s. Dies entspricht einer Viskositdt der Mikroumgebung von CAT-1 bzw.
TEMPOL von 118 bis 26 mPa-s. Damit sind die Spinsondenmobilitdten in allen Hautschich-
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ten geringer als in wissriger Losung. Im Vergleich zu CAT-1 sind die Rotationskorrelations-
zeiten von TEMPOL in der Haut kiirzer, was auf die Molekiilgeometrie der Spinsonde
zurlickzufiihren ist. Mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfldche nimmt die Mobilitét
der Spinsonden in der Haut zu. Durch einen Vergleich der Rotationskorrelationszeiten nach
epikutaner Applikation der Spinsonden in Liposomen bzw. Losung wurde deutlich, dass diese
Mobilititsunterschiede auf die Strukturen der Haut, insbesondere den mit steigendem Abstand
von der Oberfliche zunehmenden Wassergehalt und den Solvatisierungsgrad der Spinsonde
zuriickzufiihren sind. Im Gegensatz zur Applikation von CAT-1 in Liposomen steigt die
Mobilitdt der Spinsonde nach epikutaner Applikation einer Losung mit zunehmender Ver-
suchsdauer an. Diese entgegengesetzten zeitlichen Entwicklungen sind ein Hinweis auf
Wechselwirkungen zwischen Bestandteilen von Liposomen und der positiv geladenen
Spinsonde in der Haut. Tendenziell ist die Mobilitdt der Spinsonde nach Applikation in Lipo-
somenform gegeniiber der Mobilitdt nach Applikation als Ldosung, hydrophiler Salbe oder
Mikroemulsion jedoch erhoht. Die Rotationskorrelationszeiten bzw. Viskosititen der Mikro-
umgebung von TEMPOL, die nach der Applikation der Spinsonde in Liposomen bzw. Losung
zeit- und ortsabhdngig bestimmt wurden, stimmen nahezu iiberein. Daraus kann geschlossen
werden, dass die Mobilitit der ungeladenen Spinsonde in der Haut durch Bestandteile der
epikutan applizierten Liposomen nicht verdndert wird. Im Unterschied dazu zeigt die
Mobilitdt der Spinsonde CAT-1 in verschiedenen Hautschichten eine Abhédngigkeit von den
Bestandteilen der epikutan applizierten Liposomen. Wéhrend nach der epikutanen Applika-
tion von TEMPOL in hydrophiler Salbe eine zeitabhidngige Verdnderung der Spinsondenmo-
bilitdt festgestellt werden konnte, blieb diese nach der Applikation der Spinsonde in Mikro-

emulsion mit fortschreitender Versuchsdauer nahezu konstant.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1  Lipidgrundlagen

Zur Herstellung von Liposomen wurden die Sojabohnenlecithine Phospholipon 80 bzw.
Phospholipon 80H (Nattermann Phospholipid GmbH) und die partialsynthetischen Lipide
Dioleyl- und Dipalmitoylphosphatidylcholin sowie Dipalmitoylphosphatidylglycerol (Lipoid
GmbH) verwendet. Nach den Spezifikationen der Hersteller setzen sich die Lipide wie folgt
zusammen:

Phospholipon 80: (PC: 74,6 %; Lysophosphatidylcholin: 5,2 %; Olgehalt: 4,4 %;
Kephalin: 1,9 %)

Phospholipon 80H: ~ PC: 70 — 75 %;
Dioleyl-, Dipalmitoylphosphadidylcholin und Dipalmitoylphosphatidylglycerol: >98 %

Neben den Lecithinen wurden die kommerziellen Liposomensysteme Presomen® C1 bzw.
Presomen® PPG-I (Nippon Fine Chemical Co., Ltd., Japan) verwendet. Bei diesen
Liposomensystemen handelt es sich um Lipidmischungen, die direkt mit der zu verkapselnden
Losung dispergiert werden und die sich wie folgt zusammensetzen:

Presomen® C1: hydriertes Ei-Lecithin (PC 80 %)/Cholesterol (1:1 mol:mol)

Presomen® PPG-I: Dipalmitoylphosphatidylcholin/Cholesterol/Dipalmitoyl-
phosphatidylglycerol (1:1:0,2 mol:mol)

5.1.2  ESR-Spinsonden

Die Nitroxylradikale 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO), 4-Hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPOL), 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl-
benzoat (TEMPOL-benzoat) wurden von Sigma bzw. Aldrich bezogen. 2,2,6,6-Tetramethyl-
4-trimethylammoniumpiperidin-1-oxyl-iodid (CAT-1) stammte vom Institut fiir Organische
Chemie der Russischen Akademie der Wissenschaften, Novosibirsk (Russland). 5-2 (4,4-
dimethyl-1,3-oxazolidin-3-oxyl) hexadecansdure (5-Doxylpalmitinsdure) wurde in der
Arbeitsgruppe synthetisiert.

5.1.3  Fluorophore

Die eingesetzten Fluorophore 1,6-Diphenylhexatrien (DPH) und (1,4-Trimethyl-
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ammoniumphenyl)-6-phenyl-1,3,5-hexatrienpropionat (DPH-TMA) wurden von Fluka
bezogen.

5.1.4  Weitere Chemikalien

Fluka: Natriumascorbat; Caelo: Cholesterol; Merck: Losungsmittel (Dichlormethan, Methan-
ol); BDH Chemicals (UK): 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH); Sigma: Zellzuchtmedium
(Dulbeccos Modified Eagles Medium), N-Ethylmaleinimid, Kaliumhydrogenphosphat,
Dinatriumhydrogenphosphat, Natriumchlorid; Ingold MeBtechnik: pH-Pufferlosungen fiir
Kalibrierzwecke; Hoechst: Halothan® Hoechst, Gibco Brl: Agarose

5.2 Analytische Methoden

5.2.1  ESR-Spektroskopie und —Tomografie

Die Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR-Spektroskopie) gehort zur Gruppe der mag-
netischen Resonanzmethoden. Wie bei jeder anderen Form der Spektroskopie kann ein
Spektrum nach Absorption eines bestimmten Energiebetrags entstehen, der im untersuchten
System einen Ubergang von einem energetisch niedrigen in einen energetisch hoheren
Zustand erzeugt. Der Betrag der absorbierten Energiemenge lédsst sich mit

AE=hv (10)
h:  Plancksches Wirkungsquantum
\% Frequenz
beschreiben.

Das Messprinzip der ESR beruht auf der Absorption von Mikrowellenenergie beim Ubergang
von Elektronenspins aus einem Grundzustand in einen angeregten Zustand. Dieser Ubergang
ist durch Authebung des entarteten Spin-Zustands durch Anlegen eines homogenen Magnet-
felds fiir Elektronen in unvollstindig besetzten Orbitalen moglich. Befindet sich ein solches
Elektron in einem magnetischen Feld H ', kann der Vektor des magnetischen Moments zwei
mogliche Orientierungen haben, die mit den zwei moglichen Orientierungen des Spinvektors
parallel oder antiparallel zum angelegten magnetischen Feld A korrespondieren.

Der Zusammenhang zwischen der héufig in der Literatur verwendeten magnetischen Induktion B und dem
magnetischen Feld H ist {iber die magnetische Permeabilitdt um des jeweils im magnetischen Feld befindlichen
Materials gegeben: H=pm-'B. Im weiteren Text wird zur Beschreibung allgemeiner physikalischer

Zusammenhinge das Symbol H verwendet.
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Die Spinquantenzahl S eines Elektrons betrdgt + 2, folglich ist die Energie eines Elektrons in
einem magnetischen Feld entweder mit

E = +1/2g£BsH (11)
oder
E, =-Y%gB.H (12)

zu beschreiben. Diese Energieaufspaltung eines Elektrons durch Anlegen eines magnetischen
Feldes bezeichnet man als Zeeman-Aufspaltung. Die Energiedifferenz zwischen den zwei
Spin-Zustédnden des Elektrons beschreibt

AE=E;-E;= geBeH- (13)

Die Messung dieser Energiedifferenz ist die Grundlage der ESR-Experimente. Das Anlegen
eines Mikrowellenfeldes mit Quanten (hv) einer Energie gleich g..H in senkrechter
Orientierung zum Magnetfeld H bewirkt den Ubergang des Elektronenspins zwischen beiden
Zustanden [326].

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der ESR und der ebenfalls zu den magnetischen
Resonanzmethoden gehorenden NMR ist bedingt durch die unterschiedlichen Massen von
Kern und Elektron und die damit verbundenden unterschiedlichen magnetischen Momente.
Daraus ergeben sich Unterschiede in Bezug auf die zur Anregung erforderlichen Magnetfeld-
Frequenz-Kombinationen und auch im Zeitfenster zwischen ESR und NMR. Heute werden in
der NMR Frequenzen bis 800 MHz verwendet, wihrend in der ESR der GHz-Bereich
dominiert.

Daraus resultieren unterschiedliche ,,Zeitfenster” und Empfindlichkeiten der Methoden. Die
Anwendung der X-Band-ESR mit Frequenzen um 9 GHz gestattet es, Prozesse vom
Mikrosekundenbereich bis in den Pikosekundenbreich zeitlich direkt zu verfolgen. Aus den
unterschiedlichen Massen und damit unterschiedlichen magnetischen Momenten von Kern
und Elektron ergibt sich eine hohere Empfindlichkeit der ESR, da die Besetzungsunterschiede
der Niveaus im thermischen Gleichgewicht der Boltzmannverteilung gehorchen. Von
Interesse ist in diesem Zusammenhang, dass sich freie Radikale mit der ESR gegebenenfalls
noch im nanomolaren Bereich nachweisen lassen [323].

Beziiglich der Nachweisgrenze kann die kleinstmogliche detektierbare Zahl paramagne-
tischer Zentren Ny, durch die folgende Gleichung beschrieben werden:

3V.k,TT [Fkbz;,bj "

N . =
" BS(S+1)B,0, \ B 19

V.. Volumen des Resonators in m’ (unter der Annahme, dass ein Rechteckresonator
verwendet wird)

ky:  Boltzmann-Konstante in J K!
Ts:  Temperatur der Probe in K

I':  halbe Linienbreite auf halber Hohe einer einzelnen Absorptionslinie in mT
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Be:  Bohrsches Magneton

S:  Spinquantenzahl

B:: magnetische Induktion im Zentrum der Absorptionslinie in mT

Qu: Giite des unbelasteten Resonators

T4:  Temperatur des Mikrowellendetektors in K

b:  Bandbreite des gesamten Detektions- und Verstirkungssystems in s™
Py:  Mikrowellenleistung in W

F:  ein Rauschfaktor >1 (im Idealfall sollte F = 1 gelten).

Eine Abschdtzung nach obiger Gleichung unter der Voraussetzung, dass die Absorptionslinie
Lorentzform besitzt, das Curiesche Gesetz gilt und keine Mikrowellensédttigung eintritt, ergibt
mit typischen GroBen einen Wert von N, ~ 10'" Spins. Fiir eine gewdhnlich verwendete
Probe ergibt sich damit eine minimal nachweisbare Konzentration an paramagnetischen
Zentren von ~ 10 M. Solche Werte werden gern von den Herstellern handelsiiblicher ESR-
Spektrometer zitiert. Oft kommt es schon bei Mikrowellenleistungen tiber 1 mW zu einem
betrachtlichen Sattigungsverhalten, und so ergeben sich schnell sehr viel geringere
Empfindlichkeiten [323].

Im Fall der Existenz eines magnetischen Moments (Kernspin I # 0) des Atomkerns kommt es
zu einer Wechselwirkung mit dem ungepaarten Elektron, und die Energieniveaus E; und E,
(Gleichungen 3 und 4) spalten in Abhingigkeit von der Kernspinquantenzahl I in 21+ 1
Ubergiinge auf (s. Abb. 121). Aufgrund der Auswahlregel, die nur Ubergiéinge mit AMg ==+ 1
erlaubt (z.B. -2 — +'4, -1 — 0 — +1), ergibt sich fiir ein ungepaartes Elektron am Stickstoff
("'N: 1=1) ein Spektrum aus drei symmetrischen Linien, d.h. es werden 2S (21+ 1)
Ubergiinge erzeugt.

Die Energieniveaus des Elektrons kénnen also durch Uberlagerung des eigentlichen
Renonanzfeldes mit den Kernfeldern in folgender Weise beschrieben werden:

hv=g.B.H+mA (15)
m; Kernspin (fir "N mit I = 1 kann m; die Werte —1, 0 und +1 annehmen)

A Hyperfeinkopplungskonstante (ay isotrope Hyperfeinaufspaltung am Stickstoffkern)

Diese Form der Aufspaltung des ESR-Signals in mehrere (gleichartige) Linien geht von einer
kugelsymmetrischen Verteilung der Ladungen aus, die aber in der Natur nur selten vorkommt.
Das trifft auch auf die in den durchgefiihrten Untersuchungen eingesetzten Spinsonden zu.
Ein vollige Gleichartigkeit der drei Linien ist daher nur mdglich, wenn keine Anisotropien
auftreten konnen. Dies ist in der Regel gegeben, wenn sich die Spinsonden in niedrigviskosen
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Loésungen befinden, in denen die einzelnen Molekiile aufgrund ihrer ungeordneten Bewegung
Anisotropien ausmitteln. In einem solchen Fall spricht man von einem isotropen Spektrum.
Im anisotropen Fall werden sowohl der g-Faktor als auch die isotrope
Hyperfeinaufspaltungskonstante durch die entsprechenden Kopplungsmatices ¢ und A

ersetzt [323].

Absorptions-
spektrum
[ y »H

H -V H -V H -1V
Spektrum,
1. Ableitung

AH=a, | AH=a,

Abb. 121 Aufspaltung der Energieniveaus eines ungepaarten Elektrons (S=1Y2) im
homogenen Magnetfeld durch Wechselwirkungen mit dem magnetischen Moment eines
Stickstoffkerns (I = 1) (nach [326])
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Diese Betrachtungen sind fiir die beschriebenen Vorginge von groBer Bedeutung. Da die
Hyperfeinkopplungskonstante A die Wechselwirkung zwischen dem Kern- und Elek-
tronenspin widerspiegelt, die energetischen Zustinde im Kern aber als konstant betrachtet
werden konnen, ist A ein empfindlicher Parameter fiir alle Verdnderungen in der Spindichte
im Molekiil. Da das ungepaarte Elektron in erster Linie mit seiner Umgebung wechselwirkt,
wird sich jede Verdnderung in dieser Umgebung auch auf die Hyperfeinkopplungskonstante
auswirken. Diesen Umstand macht man sich insbesondere bei der Untersuchung biologischer
Objekte mit Hilfe von stabilen Radikalen (meist Nitroxide) als Reportermolekiile zunutze.

So lassen sich z.B. anisotrope Spektren von Spinsondenldsungen unter Beriicksichtigung der
Viskositiat des Losungsmittels intepretieren. Aus der Kenntnis heraus, dass sich anisotrope
ESR-Signale von Spinsonden in Losungen geringer Viskositdt aufgrund der Braunschen
Molekularbewegungen ausmitteln (es sind drei schmale Linien gleicher Intensitidt zu
beobachten), kann eine beginnende anisotrope Aufspaltung als MaB fiir die Behinderung der
Rotation des Spinsondenmolekiils und damit der Viskositdt des Losungsmittels verwendet
werden. Da nur die Losungsmittelmolekiile in unmittelbarer Umgebung der Spinsonde mit
dieser wechselwirken, hat diese Methode den Vorteil, dass man eine Information iiber die
molekulare Umgebung der Sonde in Form einer Mikroviskositit erhalten kann. Aus dem
ESR-Spektrum lésst sich die Rotationskorrelationszeit tg ermitteln, die liber die Stokes-
Einsteinsche Beziehung

4n-m-a’
=— (8
"=t O

mit der Viskositit in Verbindung steht. Mit Hilfe einer empirischen Beziehung
7, =6.5-10" AB, (\Jh,/h_, —1) (1)
ABgy Linienbreite der mittleren Linie

ho/h.; Intensititsverhéltnis der mittleren zur Hochfeldlinie des Drei-Linien-Spektrums

lassen sich in vereinfachter Weise die Rotationskorrelationszeiten aus den ESR-Spektren
ermitteln.

In Abb. 122 ist ein Beispiel fiir eine solche Untersuchung dargestellt. Die Abschitzung der
Werte der Rotationskorrelationskoeffizienten ergab 1,3-10™ s bei 278 K. Die Viskositit der
Mikroemulsion ist selbst bei 278 K noch ausreichend, die freie Beweglichkeit des Molekiils
einzuschrinken und eine partielle Anisotropie des Spektrums zu bewirken. Genauere Werte
lassen sich mit Hilfe der von Budil et al. [315] entwickelten Algorithmen auch aus
anisotropen Spektren (vgl. 171 K) ermitteln.

Eine Moglichkeit der Beeinflussung der Spindichteverteilung am ungepaarten Elektron ist
durch die Polaritit des Losungsmittels gegeben. Apolare Losungsmittel erhohen die
Spindichte am Stickstoff der NO-Gruppe und fithren zu einer Verringerung der Hyperfein-
kopplungskonstante (siche Abb. 123). Wie bereits oben erwédhnt, haben nur die
Losungsmittelmolekiile in unmittelbarer Nachbarschaft zur Spinsonde Einfluss auf die
Wechselwirkungen zwischen Kern- und Elektronenspin. Auf diese Weise ist es moglich, aus
den ESR-Spektren Aussagen zur Mikropolaritit in der Umgebung der Spinsonde zu
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gewinnen. Dieses Prinzip gestattet die Charakterisierung von O/W- bzw. W/O-Systemen mit
Hilfe von amphiphilen Spinsonden, die sich entsprechend ihrer physikochemischen
Eigenschaften verteilen. Aufgrund der dramatischen Verdnderungen der Verteilung dieser
Sonden im Bereich der Phaseniibergangstemperaturen von Lipiden lésst sich dieser wichtige
Parameter mit Hilfe der ESR erfassen.

171K

278 K

AT in Mikroemulsion

[ T T T T T T T T T T
322 324 326 328 330 332
B, [mT]

Abb. 122 ESR-Spektren der Spinsonde 4-Amino-2,2,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl (AT)
in einer Mikroemulsion bei verschiedenen Temperaturen

In gleicher Weise ist es moglich, Informationen iiber den pH-Wert in der unmittelbaren
Umgebung der Spinsonde zu erhalten. Voraussetzung dafiir ist die Existenz einer Spinsonde,
die ihre Hyperfeinaufspaltung in Abhéngigkeit vom Protonierungsgrad &ndert.

Aus der Vielzahl der oben beschriebenen Einflussfaktoren auf die Hyperfeinkopplungskon-
stante muss aber auch abgeleitet werden, dass vor der Verwendung einer speziellen Spinsonde
deren physikochemischen Eigenschaften sehr genau ermittelt werden miissen, um
Uberlagerungseffekte von Polaritits-, Viskositits- und pH-Wert-Einfliissen fiir das
entsprechende Experiment auszuschlieBen oder zumindest ihren quantitativen Anteil
bestimmen zu konnen.

Die Synthese stabiler Nitroxylradikale mit speziell auf bestimmte Einsatzgebiete abgestimm-
ten physikochemischen Eigenschaften ist somit Voraussetzung fiir die Erweiterung der
Anwendungsbreite der ESR (vgl. hierzu [327]) und deren Einsatz bei der nichtinvasiven
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Bestimmung lokaler Eigenschaften von Arzneitrdgersystemen, die mit anderen Methoden
nicht zugénglich sind.

Ein entscheidender Vorteil der ESR fiir all diese Untersuchungen ist die problemlose
Anwendbarkeit bei farbigen, festen und nicht transparenten Proben. Thre Selektivitdt erspart
oft aufwendige Probenvorbereitungen und ermdoglicht /n-vivo-Messungen. Dariiber hinaus ist
die Systemstorung durch die ESR bei niedrigen Mikrowellenleistungen als sehr gering
einzuschitzen. Diese Vorteile sind Voraussetzung fiir alle im Teil ,,Untersuchungen,
Ergebnisse und Diskussion* aufgefiihrten Untersuchungen an biologischen Proben.

=
108 202
I B * II
aN I aN Il

HM in PBS-Puffer
a = 1.594 mT

HM in Miglyol
a, =148 ml

86 88 90
B, [mT]

Abb. 122 S-Band-ESR-Spektren der Losungen von 2,2,3.4,5,5-Hexamethyl-imidazolidin-1-
oxyl (HM) in Losungsmitteln mit unterschiedlicher Polaritit

Neuere Entwicklungen gestatten die zerstorungsfreie Aufnahme mehrdimensionaler spektral,
zeitlich bzw. rdumlich aufgeloster ESR-Spektren. Somit ist es prinzipiell mdglich, am
lebenden biologischen System an einem bestimmten Ort nichtinvasiv kinetische Prozesse
direkt zu verfolgen. Weitere Fortschritte der ESR sind durch die Anwendung von Puls-
methoden zu erwarten [328].
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Messfrequenzen

Standard-ESR-Spektrometer arbeiten bei Frequenzen von 9.5 GHz (X-Band) und einer
applizierten magnetischen Induktionsflussdichte von By = 0.34 T. Hohere Empfindlichkeiten
werden mit Spektrometern erzielt, die bei einer Mikrowellenfrequenz von 35 GHz und By von
1,2 T (Q-Band) arbeiten. X- und Q-Band-ESR sind klassische Methoden der Festkorper-
analytik. Bei einer Erhohung der Messfrequenz muss aber gleichzeitig die GroBe des
Resonators (wenn er im gleichen Modus arbeiten soll) verringert werden. Wird dann die
ProbengroBe im gleichen Verhiltnis reduziert und bleibt der Fiillfaktor bei gleichem
dielektrischen Verlust annidhernd konstant, erhoht sich die Empfindlichkeit um den Faktor
v*?2. Bei groferen dielektrischen Verlusten ist der Empfindlichkeitsgewinn deutlich kleiner
und kann sogar negative Werte annehmen. Gleiches trifft zu, wenn die Probe eine starke
Mikrowellensittigung aufweist.

Die Optimierung des Signal-Rausch-Verhéltnisses eines ESR-Spektrometers ist hiufig die
Voraussetzung fiir die erfolgreiche Durchfithrung eines ESR-Experiments. Dies schliefit eine
Optimierung der verschiedenen elektronischen Komponenten des Spektrometers ein [329].

Bei den in den letzten Jahren zunehmenden Anwendungen der ESR-Spektroskopie fiir
Untersuchungen in biologischen Systemen (Zellkulturen, subzelluldre Fraktionen, Gewebe-
schnitte, ganze Tiere usw.) kommen zunehmend Frequenzen von 3 GHz (S-Band;
By~ 0.1 mT), 1 GHz (L-Band; By ~ 0.04 mT) und sogar Radiofrequenzen um 250 MHz
(Bo ~ 0.01 mT) zum Einsatz. Die Verwendung solch niedriger Frequenzen ist im wesentlichen
durch die Art der Proben (speziell unter dem Aspekt der Eingrenzung der resultierenden
dielektrischen Verluste) bestimmt.

Anforderung an die Proben und Eindringtiefe der elektromagnetischen Strahlung

In ihrer klassischen Form arbeitete die ESR-Spektroskopie mit einer Punktprobe, die die
Ankopplung des Resonators nicht oder kaum verdnderte, d.h. man widmete sich hiufig
kristallinen Festkorpern mit weitgehend homogener Zusammensetzung und geringer Ab-
messung, die eine geringe Mikrowellenddmpfung haben. Biologische Proben bewirken durch
thren hohen Wassergehalt starke dielektrische Verluste und sind dariiber hinaus oft von
solcher Grofle, dass ihr Volumen die Beladungskapazitit géingiger Resonatoren iibersteigt.
Man musste also auf solche Frequenzbereiche ausweichen, die in geringerem Mal3e von den
Dampfungseigenschaften der Proben abhidngig waren. Das trifft auf die S-Band-, L-Band- und
RF-ESR zu. Es sei angemerkt, dass auch die Eindringtiefe der elektromagnetischen Strahlung
eine besondere Rolle spielt. Geht man davon aus, dass bei X-Band-Frequenzen die
Eindringtiefe etwa bei 1 mm liegt, dann betrdgt sie bei 3 GHz (S-Band) etwa 3 mm, bei 1
GHz (L-Band) ca. 1 cm und bei Radiofrequenzen etwa 5 cm. Mit anderen Worten, bei der
Untersuchung biologischer Proben spricht auch die erforderliche Eindringtiefe der
elektromagnetischen Strahlung fiir die Verwendung von Frequenzen unterhalb des X-Bandes.
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Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass die Empfindlichkeit des Spektrometers wie oben
erwéhnt mit abnehmender Frequenz sinkt. Dieser Verlust an Empfindlichkeit kann aber durch
das goBere Probenvolumen zum Teil kompensiert werden.

ESR-Tomografie

Alle bisher angefiihrten Bemerkungen zu den methodischen Grundlagen der ESR-Spektros-
kopie gelten selbstverstindlich auch fiir die ESR-Tomografie. Im Unterschied zur eindimen-
sionalen Spektroskopie ist fiir die rdumlich aufgeloste ESR-Spektroskopie (ESR-Tomografie)
die Aufnahme eines Satzes von ESR-Spektren (Projektionen) mit einer rdumlichen Kodierung
erforderlich. Dieser wird durch eine genau definierte Inhomogenitit des Magnetfelds (Feld-
gradient) fiir jedes der einzelnen Spektren des Gesamtsatzes gewonnen.

Die Aufnahme von Tomogrammen mit spektral-rdumlicher Auflosung basiert auf den von
Maltempo und Mitarbeitern formulierten Grundlagen [330 - 333] und erfordert den Einsatz
eines sogenannten graduierten Feldgradienten. Die so erhaltenen Tomogramme zeigen somit
ESR-Spektren als Funktion einer raumlichen Koordinate. Ein spektral-rdumliches Experiment
fiir ein Objekt mit der Ausdehnung L in rdumlicher und AH in spektraler Richtung kann wie
in Abb. 123 beschrieben werden. Dabei entspricht das ESR-Spektrum bei einem spezifischen
Wert des Gradienten einer Ansicht des Objekts aus einem bestimmten Projektionswinkel o.
Dieser Winkel ist in Bezug zur spektralen Achse definiert. So entspricht ein Winkel mit
a = 0° einem Null-Gradienten und o = = 90° jeweils einem unendlich groBen Gradienten. Auf
diese Weise enthalten alle zwischen diesen Werten liegenden Projektionen eine Kombination
von spektraler und rdumlicher Information.

Die erforderlichen Feldgradienten werden vermittels der sogenannten Gradientenspulen nach
der Formel

G, =tan (o) AH/L (16)

fiir die Aufnahme eines kompletten Satzes von Projektionen variiert. Um das Objekt abbilden
zu konnen, muss neben dieser Variation des Feldgradienten aber auch die Sweepweite im
Verlauf des Experiments gedndert werden, wie leicht aus Abb. 124 ersichtlich ist. Sie folgt in
threm Verlauf der Gleichung

Sweepweite = J2 AH/cos () (17).

Da es nicht moglich ist, einen unendlich groBen Feldgradienten zu erzeugen, wird der
Maximalstrom durch die entsprechende Spulenkonstruktion limitiert und damit die zur
Berechnung eines Tomogramms erforderlichen Projektionen um genau die Zahl verringert
(missing projections), deren technische Realisierung aus apparativen Griinden ausgeschlossen
ist. Diese fehlenden Projektionen werden durch den Verlauf der tatséchlich gemessenen
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Projektionen extrapoliert [334].
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Abb. 124 Skizze eines spektral-riumlichen Experiments mit einem Pseudoobjekt der
Dimension AHxL (die gestrichelten Linien zeigen Ecken und Zentrum bei einem
Projektionswinkel o; nach [333])

Fiir die im folgenden beschriebenen Tomogramme wurden jeweils 95 Projektionen (davon 12
missing projections) aufgenommen. Aus diesem Satz von Projektionen wird mittels gefilterter
Riickprojektioneine Matrix von 256 x 256 Punkten berechnet, die dann zur weiteren Aus-
wertung zur Verfiigung steht. Bei der Aufnahme des Satzes von Projektionen mit einem
graduierten Feldgradienten enthdlt diese Matrix somit einen Satz von 256 Spektren mit
jeweils 256 Punkten.

An dieser Stelle sei auf eine Besonderheit der hier angewandten ESR-Tomografie
hingewiesen. Wihrend in der ESR-Spektroskopie iiblicherweise die erste Ableitung des
Absorptionssignals registriert wird, fallen nach der Riickkonstruktion die Signale in ihrer
integrierten Form an.

Im néchsten Schritt der Auswertung dieser Tomogramme wird die gewonnene Punktematrix
erneut in individuelle Spektren zerlegt, denen jeweils eine bestimmte Tiefe (Schnittebene)
zugeordnet wird (s.u.). Diesen Spektren werden dann die gewlinschten Informationen
entnommen (s. Abb. 125), z. B. kann bei dem Einsatz von pH-sensitiven Spinsonden aus der
Hyperfeinaufspaltung ay der Spektren auf den pH-Wert in der jeweiligen Schnittebene
geschlossen werden. Die quantitative Untersuchung der Verdnderungen im spektralen Habitus
(Isotropie/Anisotropie) erlaubt die Bestimmung von Mikroviskosititen, und Verdnderungen
in der Aufspaltung lassen Schliisse auf Mikropolarititen und somit auf die Verteilung
zwischen wissrigen und lipophilen Phasen zu.
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Abb. 125 Schematische Darstellung der Gewinnung von Informationen aus einer Riickkon-

struktionsmatrix von 256 x 256 Punkten

Die rdumliche Skalierung wird mit Hilfe zweier ESR-Standards (Kohle als Suspension nach
Abschluss der Penetrationsstudien auf die Probenoberfliche aufgetragen und a—Diphenyl-
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picrylhydracyl [DPPH] auf dem Quarztrager befestigt) ermittelt. Das DPPH dient dariiber
hinaus noch als Intensitdtsstandard.

Die Tomografieexperimente an Hautproben wurden ausnahmslos in einer modifizierten
Gewebezelle durchgefiihrt (s. Abb. 126). Dabei befand sich die Probe in einem abgeschlosse-
nen Volumen (die Halterungen zur Fixierung im Resonator waren aus Quarzstidben herge-
stellt) Die Temperatur der Probe konnte durch Temperierung des kompletten Resonators auf
Temperaturen zwischen 5 und 38 °C geregelt werden. Fiir die Experimente an Hautproben
wurde konstant eine Temperatur von 32 °C eingestellt.

\ _~Magnet
Gradienten-
| | [ spulen

| Wirkstoff-
zubereitung

- Hautprobe

_ modifizierte
Gewebezelle

Penetrationsrichtung
—

____ externer
DPPH-Standard

\ 4 | ]  ESR-Resonator

Abb. 126 Probenanordnung fiir die Untersuchungen mit spektral-raumlicher ESR-
Tomografie an exzidierter tierischer und menschlicher Haut

Die Bestimmung der Penetrationstiefe von Spinsonden in der Haut erfordert die Markierung
einer Ausgangsposition, die in den durchgefiihrten Untersuchungen der Applikationstelle
entspricht und mit der Hautoberflédche identisch ist. Das Spinsondensignal selbst ist fiir diesen
Zweck aus verschiedenen Griinden ungeeignet. Fiir die Tomografieexperimente war es erfor-
derlich, eine (paramagnetische) Markierung der Hautoberfliche zu finden, die neben dem
Signal der aufgetragenen Spinsonde klar erkennbar sein musste.

Als paramagnetischer Marker wurde Zuckerkohle ausgewéhlt, die sich durch ein Ein-Linien-
Signal auszeichnet. Der partikulére Zustand der Kohle verhindert das Eindringen in das SC
und damit eine eventuelle Verfalschung der Dickenbestimmung. Notwendig ist allerdings die
Verwendung von Zuckerkohlen mit definierter PartikelgroB3e, da der Ausgangspunkt fiir die
Dickenbestimmung das Signalmaximum ist. Je grofer die Partikel sind, desto weiter ist das
Signalmaximum der Kohle von der Hautoberfliche entfernt. Als Folge ergibt sich eine Uber-
bestimmung der Penetrationstiefe. Dies kann durch die Verwendung von mikronisierter
Kohle, die in Aceton suspendiert wurde, vermieden werden. Die PartikelgroBBe der Kohle
wurde mittels Ultraschall-Behandlung auf 30 um eingestellt. Nach der Applikation auf die
Hautprobenoberfliche bildete sich ein Kohlepartikelfilm, der im Tomogramm als Ein-Linien-
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Signal detektiert wurde und dessen Peakmaximum dicht {iber der Hautoberfldche liegt. Die
Dispersion der mikronisierten Kohle in Aceton wurde prinzipiell nach Abschluss der
Penetrationsversuche aufgetragen, so dass eine mdgliche physiologische Verdnderung der
Hautprobe durch das Losungsmittel nicht relevant war.

5.2.2  Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Die Photonenkorrelationsspektroskopie ist ein dynamisches Streulichtverfahren zur Analytik
von PartikelgroBen im Bereich von 5 nm bis 3 um [335]. Ausgewertet werden zeitabhéngige
Schwankungen der Intensitit von Laserlicht. Dieses streut an Partikeln, die sich aufgrund der
Brown’schen Molekularbewegung im Messmedium bewegen.

Die Verdnderungen der Laserlichtintensititen I(t) werden detektiert und die Autokorrelations-
funktion G (1) fiir das Messintervall t erstellt:

G(r)=1(t)- I(t +7) (18)

Diese wird an eine theoretische Korrelationsfunktion mit Hilfe der Kummulanten-Analyse
angepasst:

g(T) =e—2DKzr (19)
g(t): Korrelationsfunktion
D:  Diffusionskoeffizient der Partikel
K:  Betrag des Streulichtvektors
T: Verzogerungszeit

Mit Hilfe der Stoke-Einstein-Beziehung ldsst sich aus dem Diffusionskoeffizienten und der

Viskositét der Partikelradius errechnen:
po_ KT 20)

6-7-n-D

Partikelradius

Boltzmann-Konstante

absolute Temperatur

dynamische Viskositét

Diffusionskoeffizient

Neben dem mittleren Teilchendurchmesser wird bei der Anpassung der Autokorrelations-
fuktion an die theoretische Funktion der Polydispersitdtsindex (PI) berechnet. Der PI ist ein
Mal fiir die GroBenverteilungsbreite der Teilchen. Er kann in Abhingigkeit von der
Verteilungsbreite Werte zwischen 0 und 1 annehmen (vgl. Tab. 12).
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Tabelle 12 Einteilung der GroBenverteilungsbreite anhand des Polydispersitdtsindex nach
[336]

Polydispersititsindex (PI) GroBenverteilung
0.030 bis 0.060 unimodal

0.100 bis 0.200 eng

0.250 bis 0.500 breit

tiber 0.500 multimodal

Die Messungen erfolgten mit einem Zetasizer 4 (Malvern Instruments, UK). Um Mehrfach-
streuungen in konzentrierten Dispersionen zu vermeiden, wurden diese vor der Vermessung
bis zur schwachen Opalessenz verdiinnt. Jeweils 12,5 pl (PSOH/CH, DPPC/CH/PG) bzw.
25 ul (P80/CH, DOPC/CH/PG) der Zubereitungen wurden mit isoosmolarem Puffer zu 10 ml
aufgefiillt. Jede Probe wurde drei Mal vermessen, wobei jede Messung aus zehn Einzelmes-
sungen a 20 s bestand. Der Messwinkel betrug 90°.

5.2.3  Zetapotenzialmessung mittels Laser Doppler Anemometrie (LDA)

Das Zetapotenzial (§) dient der Abschétzung der physikalischen Stabilitét von Partikeldisper-
sionen. Es ist definiert als das unter Einwirken eines elektrischen Feldes an der Scherebene
messbare Potenzial eines diffundierenden Teilchens. Die Scherebene befindet sich zwischen
der diffusen Schicht aus nicht-fixierten beweglichen Ionen, die das diffundierende Teilchen
umgeben, und dem umgebenden Medium. Ausfiihrliche Erkldrungen des Zetapotenzials
finden sich in der Literatur [337]. Die fiir mineralische Suspensionen vorgenommene
Einteilung (vgl. [337]) wurde auf Liposomen iibertragen (vgl. Tab. 13).

Tab. 13 Klassifizierung der Stabilitdt mineralischer Suspensionen anhand des Zetapotenzials
nach [337]

Kennzeichen der Stabilitit Zetapotenzial (mV)
gute Stabilitét + 60 bis + 80

obere Grenze der Ausflockung +3bis+5
maximale Ausflockung - 5 bis +3

untere Grenze der Ausflockung -10 bis — 15
méBige bis mittlere Stabilitat - 30 bis — 60

sehr gute Stabilitat - 61 bis — 80
extrem gute Stabilitit - 81 bis — 100

Die Bestimmung des Zetapotenzials erfolgt nach dem Prinzip der Laser Doppler
Anemometrie. Geladene Teilchen, die sich in einem elektrischen Feld bewegen, flihren zu
einer Lichtstreuung im Interferenzfeld aus zwei sich kreuzenden Laserstrahlen. Aufgrund des
Dopplereffekts kommt es zu einer Frequenzverschiebung des gestreuten Lichtstrahls. Die
GroBBe der Frequenzverschiebung ist dabei abhidngig von der Geschwindigkeit des Partikels.
Da die Laserstrahlen eine unterschiedliche Frequenz aufweisen, entsteht im Schnittpunkt kein
stationdres, sondern ein in Richtung der Interferenznormalen wanderndes Interferenzfeld, so
dass nicht nur die Partikelgeschwindigkeit, sondern auch die Bewegungsrichtung der Partikel
bestimmt werden kann. Die elektrophoretische Mobilitdt wird nach der Berechnung von



Materialien und Methoden 297

Helmbholtz-Smoluchowski in das Zetapotenzial konvertiert. Aus der Bewegungsrichtung der
Teilchen im elektrischen Feld wird das Vorzeichen des Zetapotenzials bestimmt.

Die Bestimmungen erfolgten im Originaldispersionsmedium (Phosphatpuffer, 140 mM) mit
einer Leitfahigkeit von 14,5 mS/cm bzw. in destilliertem Wasser, dass mit Natriumchlorid auf
eine Leitfahigkeit von 50 pS/cm eingestellt wurde.

5.2.4  Fluorimetrie

Bei Fluoreszenzpolarisations-Messungen wird die Anderung der Polarisationsebene des
emittierten Lichts durch membrangebundene oder in die Membran eingelagerte Fluorophore
als ein Mal} fiir die Beweglichkeit der Substanz wéhrend der Lebenszeit des angeregten
Zustandes genommen [vgl. 238]. Aus der Beweglichkeit des Fluorophors und den daraus
resultierenden Polarisationsindizes kann wiederum auf die Mikroviskositidt der Membranen
geschlossen werden. Der Polarisationsindex P errechnet sich nach Gleichung (1) aus dem
Verhéltnis der emittierten Lichtintensitdten, die parallel (Iy) bzw. senkrecht (I,) zur
Polarisationsrichtung des eingestrahlten Lichts detektiert werden:

III — IL

P=—— 4
I, + 1, @

Die eingesetzten Fluorophore (s. Abb. 127) 1,6-Diphenylhexatrien (DPH) und 1,4-Trimethyl-
ammoniumphenyl)-6-phenyl-1,3,5-hexatrienpropionat (DPH-TMA) nehmen in Abhédngigkeit
von ihrer Struktur unterschiedliche Positionen in den polaren und apolaren Bereichen der
liposomalen Doppelmembranen ein und geben Auskunft iiber die zugehdrigen
Membranfluiditéten.

DPH

NN
DPH-TMA

NN

N -
O o, OOC-CH,CH,
No

/
hce O

Abb. 127 Fluoreszenzmarker 1,6-Diphenylhexatrien (DPH) und (1,4-Trimethylammonium-
phenyl)-6-phenyl-1,3,5-hexatrienpropionat (DPH-TMA)

Vor allen Messungen wurden die Maxima der Anregungs- und Emissionsspektren der
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Fluoreszenzmarker in den jeweiligen Zubereitungen bestimmt, und die in Tab. 14
aufgeflihrten Anregungs- bzw. Emissionswellenlédngen fiir alle Messungen festgelegt.

Tab. 14 Anregungs- (Aex) und Emissionswellenldngen (Aen) der Fluoreszenzmarker DPH und
DPH-TMA

Fluoreszenzmarker Aex (NM) Aem (NM)
DPH 354 428
DPH-TMA 360 435

Die Versuche wurden wie in der Literatur beschrieben durchgefiihrt [238, 338]. Dazu wurden
2 ml der liposomalen Zubereitungen nach 2.000-facher Verdiinnung mit jeweils 10 pl einer
Losung der Fluoreszenzmarker DPH bzw. DPH-TMA (10~ molar) versetzt. Die Zeit, die der
Indikator benétigt, um sich in den Membranen der Liposomen zu verteilen wurde an
ausgewihlten Liposomenformulierungen bestimmt. Die Verteilung gilt als abgeschlossen,
wenn die Fluoreszenzintensitit nahezu konstant bleibt. Diese sogenannte Ausgleichszeit
wurde auf 5 min festgelegt (Abb. 128) Nach dem Ablauf der Ausgleichszeit erfolgte die
Bestimmung des Polarisationsindex P mit dem Lumineszenz-Spektrometer LS 50 (Perkin-
Elmer, Deutschland).

o ——DOPCICHPG 77 —— DOPC/CHIPG
%00 ----DPPC/CHPG gy, ] - - - - DPPC/CHIPG
] P80 _ o
o e o ~-=-=- PBOH/CH
=~ 600 e
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Abb. 128 Fluoreszenzintensitit in Abhdngigkeit von der Zeit nach der Zugabe von DPH
(links) bzw. DPH-TMA zu den Liposomenformulierungen DOPC/CH/PG (6,5:3:0,5),
DPPC/CH/PG (4,1:5:0,9), P80 und P8OH/CH (7:3)

5.2.5 Laserdiffraktometrie

Grundlage der Laserdiffraktometrie ist die Beugung des Lichts an dispergierten Teilchen. Zur
Erzeugung von Beugungsbildern wird ein Lichtstrahl mit Hilfe eines optischen Systems
aufgeweitet. An den Teilchen im Messmedium kommt es zu einer Beugung des Lichtstrahls
und zur Erzeugung von radialsymmetrischen Beugungsbildern. Diese werden unabhingig von
der Position des Teilchens durch eine nachgeschaltete Fourierlinse immer auf dieselbe
Position eines Multielement-Detektors gelenkt. Die Beugungswinkel kleiner Teilchen sind
aufgrund der starken Kriimmung ihrer Oberflédche groB3, und fithren zu einer hohen Intensitét
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des gebeugten Lichts auf den dulleren Sektoren des Detektors. GroB3e Teilchen verhalten sich
dementsprechend umgekehrt. Zur Auswertung der PartikelgroBBen und -verteilungen werden
hiufig die Mie- bzw. die Frauenhofertheorie herangezogen. Letztere setzt sphirische Partikel
mit einem Durchmesser voraus, der deutlich iiber der Wellenldnge des verwendeten
Laserlichts liegt (d > 41). Bei Verwendung eines Helium-Neon-Lasers mit einer Wellenlédnge
sollten die zu vermessenden Teilchen einen Durchmesser von mindestens 2,4 um aufweisen.
Die Mie-Theorie hingegen kann bei der Vermessung von Partikeln mit kleineren
Durchmessern herangezogen werden. Bei Verwendung der Mie-Theorie ist die Kenntnis eines
realen Brechungsindex und eines Absorptionswerts der dispergierten Teilchen notwendig,
wobei der Absorptionswert als imagindrer Brechungsindex bezeichnet wird. Nach Herbort
[339] wurde fiir alle Messungen ein realer Brechungsindex von 1,46 und ein imaginérer
Brechungsindex von (0,001) angenommen.

Fiir die durchgefiihrten Messungen wurde ein Coulter LS 230 verwendet. Dieses Gerit ist mit
der Polarization Intensity Differential Scattering Technology (PIDS) ausgestattet und
erweitert den gewohnlichen Messbereich von 100 nm bis 2000 um im unteren Bereich bis auf
40 nm. Die Messungen erfolgten im wassrigen Dispersionsmedium, wobei die notwendigen
Volumina, die benétigt wurden, um eine ausreichende Intensitit des gestreuten Lichts
detektieren zu konnen, stark von der vermessenen Probe abhingig waren. Die Volumenver-
teilungen werden in Abhingigkeit vom Durchmesser der Teilchen angegeben. So bedeutet der
Durchmesser LD (50 %) bzw. LD (90 %), dass 50 % bzw. 90 % der detektierten Teilchen
einen kleineren Durchmesser als den genannten aufweisen.

5.3 Untersuchungsmethoden

5.3.1  Herstellung von Liposomen

Die Herstellung von Liposomen erfolgte unter Verwendung von Lipidmischungen der unter
6.1 genannten Phospholipide und Cholesterol. Diese wurden in den entsprechenden Verhalt-
nissen in einer Menge von ca. 2 g in einem Rundkolben eingewogen und anschliefend in 10
ml einer Mischung aus Dichlormethan und Methanol (2:1), gelost. Das Methanol wurde unter
Verwendung eines Rotationsverdampfers bei 45 °C weitgehend aus der Lipidmischung
entfernt. Zur Beseitigung evtl. vorhandener Losungsmittelreste und Wasser wurden die
Lipidmischungen 24 Stunden gefriergetrocknet.

Kleine Mengen der Lipidmischungen (bis 50 mg) wurden aus Stammldsungen der einzelnen
Bestandteile angefertigt. Dazu wurden DOPC, DPPC, P80, PS8OH (60 mg/ml) bzw.
Cholesterol (60 mg/ml) in Dichlormethan/Methanol (1:2 bzw. 2:1) und Phosphatidylglycerol
(6 mg/ml) in Methanol gelost. AnschlieBend wurden die Losungen in den entsprechenden
Verhiltnissen in Eppendorfgefile pipettiert, das Losungsmittel abgedampft und die
Lipidmischungen gefriergetrocknet.

Zur Herstellung von multilamellaren Liposomen wurden in der Regel 50 mg/ml der
Lipidgrundlage in ein Eppendorfgefil eingewogen bzw. die Mischungen mit der
entsprechenden Menge Hydratisierungsmedium aufgefiillt. Als Hydratisierungsmittel zur
Herstellung von unbeladenen Liposomen diente ein Phosphatpuffer (pH 7,4) folgender
Zusammensetzung: Na,HPOs2 H,O (1,44 g/1000 ml), KH,PO, (0,2g/1000 ml), NaCl
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(7,61g/1000 ml). Die Osmolaritét des Puffers betrug 276 mOsmol/kg und wurde mit einem
Knauer Osmometer Automatic iiberpriift. Die Uberpriifung des pH-Werts erfolgte mit einem
Knick, pH-Meter 763 Multi Calimatic, mit Einstabmesskette (Schott-Glaselektrode Z451).
Die Herstellung von beladenen Liposomen erfolgte durch die Hydratisierung der Lipidgrund-
lagen mit Losungen der verwendeten Spinsonden. Zur Vermeidung von osmotischen Effekten
nach der Verkapselung von Spinsonden-Losungen in Liposomen wurden die
Hydratisierungsmedien auf eine Osmolaritdt von 276 mOsmol/kg eingestellt. Dazu wurde der
Standard-Phosphatpuffer verwendet, und die Konzentration (mol/l) an NaCl entsprechend der
Konzentration (mol/l) der Spinsonde reduziert. TEMPOL-benzoat wurde, nicht wie CAT-1,
TEMPO und TEMPOL in Phosphatpuffer gelost, sondern zusammen mit den
Lipidgrundlagen in Dichlormethan/Methanol gelost und das Losungsmittel abgedampft. Die
entstandenen Lipid-TEMPOL-benzoat-Gemische wurden 24 Stunden gefriergetrocknet, um
Losungsmittelreste zu entfernen und anschlieBend mit Phosphatpuffer hydratisiert. Die
Quellung der Lipide erfolgte oberhalb der Phaseniibergangstemperatur der Lipidgrundlage
(P80, DOPC > 20°C, DPPC > 45 °C, P80OH > 80 °C) innerhalb von zwei Stunden. Danach
wurden die Zubereitungen jeweils eine Minute mit dem Minishaker intensiv durchmischt,
wodurch die PartikelgroB3en reduziert werden sollten.

Zur Reduzierung der Lamellaritit und Erhohung der Verkapselungsraten wurden fiinf Frier-
Tau-Zyklen durchgefiihrt, indem die Probe abwechselnd in fliissigem Stickstoff eingefroren
bzw. in heilem Wasser (80 °C) erhitzt wurde. Weiterhin fusionieren SUV wéhrend der Frier-
Tau-Zyklen zu OLV. Dies ist wichtig bei der Herstellung von Vesikeln im Bereich von
200 nm bis 600 nm, da andernfalls sehr kleine Vesikel die VesikelgroBenverteilungsbreite
stark erhohen [340].

Unilamellare Liposomen wurden durch Membranextrusion hergestellt (vgl. 3.1.2). In den
Teflonfilterhalter des LiposoFast-Membranextruders wurden dazu zwei iibereinander liegende
Nucleopore-Membranfilter mit definierter Porengrofle (100, 200, 400 bzw. 800 nm)
eingespannt, jeweils 0,5 ml der zu verarbeitenden Dispersion in eine der beiden Glasspritzen
eingesaugt und evtl. entstandene Luftblasen durch Schiitteln entfernt. Beide Spritzen wurden
dann mit dem Filterhalter verschraubt, der anschlieBend in der Halterung (LiposoFast-
Stabilizer) fixiert wurde. Zur Extrusion wurden jeweils 25 Zyklen durchgefiihrt.

Liposomen aus Lipidgrundlagen mit hohen Phaseniibergangstemperaturen (DPPC, P8OH)
wurden nach vorheriger Temperierung des Membranextruders im Trockenschrank bei ca.
80 °C hergestellt. Die vom Hersteller empfohlene Temperierung wihrend der Extrusion in
einem Wasserbad erwies sich aufgrund der hohen Temperaturen als nicht praktikabel.

Die extrudierten Zubereitungen wurden in Eppendorfgefiale gefiillt und bis zur Weiterverar-
beitung bzw. Analyse im Kiihlschrank aufbewahrt.

5.3.2  Herstellung von Liposomen mit variierendem Dipalmitoylphosphatidylglycerol-
Gehalt in der Lipiddoppelmembran

Hergestellt wurden Liposomen aus den Lipidgrundlagen DOPC, DPPC, P80 und P8OH mit
einem molaren Anteil von 0; 2,5; 5,0; 10,0 und 20,0 % (mol/mol) PG in den Membranen nach
der unter 6.3.1. beschriebenen Methode. Der Lipidgehalt der Formulierungen betrug 5 %.
Jeweils 0,5 ml der nach der Hydratisierung entstandenen multilamellaren Liposomen wurden
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durch zwei Membranfilter mit der PorengréBe 200 nm extrudiert. Die Vermessung der
Teilchen erfolgte mit der PCS und LDA. Alle Bestimmungen wurden dreifach durchgefiihrt.

5.3.3  Herstellung von Liposomen mit variierendem Cholesterol-Gehalt in der Lipiddoppel-
membran

Es wurden Liposomen mit einem Cholesterolanteil von 0, 10, 20, 30, 40 und 50 % (mol/mol)
in der Lipiddoppelmembran aus den Grundlagen DOPC, DPPC, P80 und P8OH nach der unter
6.3.1 beschriebenen Methode hergestellt. Liposomen aus den Grundlagen DOPC bzw. DPPC
enthielten zusétzlich 5 bzw. 10 % (mol/mol) PG. Zur Herstellung von unilamellaren
Liposomen wurden multilamellare Liposomen durch einen Membranfilter mit einer
Porengréfle von 200 nm in 25 Zyklen extrudiert. Der Gesamtgehalt der Lipide betrug 5 %.
Die Vermessung von multilamellaren bzw. unilamellaren Liposomen erfolgte mittels LS bzw.
PCS und LDA. Alle Bestimmungen wurden dreifach durchgefiihrt.

5.3.4  Herstellung von Liposomen unter Verwendung von Membranfiltern mit variierender
Porengrof3e

Zur Extrusion wurden Liposomenformulierungen mit den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG
(4,5:5,0:0,5), DPPC/CH/PG (4,0:5,0:1,0), P80 bzw. PSOH/CH (6:4) eingesetzt. Von diesen
wurden jeweils 0,5 ml in 25 Zyklen durch einen bzw. zwei Polycarbonat-Filter mit den
Porengrofen 100, 200, 400 und 800 nm extrudiert. Der Lipidgehalt der Formulierungen
betrug 5, 10, 15 bzw. 20 %. Die Vermessung der extrudierten Formulierungen erfolgte mittels
PCS bzw. LDA. Zusitzlich wurde der Polarisationsindex von DPH bzw. DPH-TMA nach der
unter 6.2.4 beschriecbenen Methode bestimmt. Alle Bestimmungen wurden dreifach
durchgefiihrt.

5.3.5 Beladung von Liposomen mit CAT-1, TEMPO, TEMPOL und TEMPOL-benzoat

Aus den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG (4,5:5,0:0,5), DPPC/CH/PG (4,0:5,0:1,0), P8O0,
P8OH/CH (6:4) bzw. Presomen® C1 wurden Liposomen mit einem Lipidgehalt von jeweils
50 mg/ml nach der Frier-Tau-Methode hergestellt. Die Beladung der Liposomen mit CAT-1,
TEMPO, TEMPOL erfolgte durch Hydratisierung der Lipidgrundlagen mit Lésungen der
Spinsonden (2,5; 10,0; 20,0; 30,0 mM) in Phosphatpuffer. TEMPOL-benzoat (2,5; 5,0; 10,0;
20,0 mM) wurde zusammen mit den Lipidgrundlagen in Dichlormethan/Methanol geldst und
das Losungsmittel abgedampft. Die entstandenen Lipid-Spinsondengemische wurden
24 Stunden gefriergetrocknet, um Losungsmittelreste zu entfernen, und anschlieBend mit
Phosphatpuffer hydratisiert. Die Extrusion der Formulierungen erfolgte in 25 Zyklen durch
zwei Membranfilter mit der PorengroBe 200 nm. Die Vermessung der Liposomen erfolgte
mittels X-Band-ESR unter folgenden Bedingungen: b0-Feld: 337,5 mT ;b0-Scan: 8,0 mT,
Punkte: 1024; Modulation: 0,025 mT, Mikrowellenfrequenz: 9,5 GHz. Die Verteilung der
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Spinsonde zwischen der Lipidmembran und dem Dispersionsmedium wurde durch
Auswertung der ESR-Spektren von Zubereitungen mit einem Spinsondengehalt von 2,5 mM
mit dem Computerprogramm PEST bestimmt. Zur Bestimmung der Kurzzeitstabilitit wurden
die Liposomenformulierungen iiber 90 Tage im Kiihlschrank gelagert, und am Tag nach der
Herstellung sowie nach 3, 7, 14, 30 und 90 Tagen mittels PCS, LDA und X-Band-ESR
vermessen. Zur Bestimmung der Stabilitét der inkorporierten Nitroxylradikale wurden jeweils
50 pl in eine Glasmikropipette iliberfiihrt und ebenfalls mit der X-Band-ESR vermessen. Aus
den Spektren wurde die Signalintensitit nach Doppelintegration bestimmt. Der am Tag nach
der Herstellung bestimmte Wert diente als Bezugswert zur Berechnung der relativen
Intensitit. Alle Bestimmungen wurden flinffach durchgefiihrt.

53.6  Bestimmung der Beladungseffizienz von Liposomen

Zur Bestimmung der Verkapselungseffizienz von CAT-1 wurden multi- und unilamellare
Liposomen mit einem Cholesterolanteil von 0, 30 und 50 % (mol/mol) in der Lipiddoppel-
membran aus den Grundlagen DOPC, DPPC, P80 und P8OH nach der unter 6.3.1 beschrie-
benen Methode hergestellt. Liposomen aus den Grundlagen DOPC bzw. DPPC enthielten
zusitzlich 5 bzw. 10% (mol/mol) PG. Jeweils 100 ul der Liposomenzubereitung
(50 mg Lipid/ml, CAT-1:20 mM) wurden mit 150 ul Phosphatpuffer versetzt. 50 ul der
Dispersionen wurden in Mikropipetten tberfiihrt und anschlieBend im X-Band unter
folgenden Bedingungen vermessen: b0-Feld: 337,5 mT ;b0-Scan: 8,0 mT, Punkte: 1024;
Modulation: 0,025 mT, Mikrowellenfrequenz: 9,5 GHz. Der nach Doppelintegration aus dem
Spektrum bestimmte Flacheninhalt diente als Wert fiir den Gesamtgehalt der Probe an CAT-1.
In einem zweiten Schritt sollte der nicht verkapselte Anteil von CAT-1 durch
Natriumascorbat reduziert werden. Dazu wurden 100 pl der Liposomenformulierungen mit
150 pl einer isoosmolaren Natriumascorbat-Losung in Phosphatpuffer (Na ASC 19,8g;
Na,HPO4-2 H,O 1,44 g; KH2PO4 0,2g; Na CI 1,75 g in 1000ml, pH 7,4) versetzt und
geschiittelt. Das vorliegende Verhiltnis von Natriumascorbat zur Spinsonde betrug 1:7,5.
Jeweils 50 ul der entstandenen Dispersion wurden im X-Band vermessen. Aus den ESR-
Signalintensititen vor und nach der Reduktion nicht-verkapselter Anteile durch
Natriumascorbat wurde die Verkapselungseffizienz berechnet.

Zur Bestimmung der Verkapselungseffizienz iiber die Abtrennung nicht-verkapselter Anteile
durch Dialyse wurden jeweils 100 pl von ausgewdéhlten Liposomenformulierungen mit den
Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG (6,5:0,5:3,0); DPPC/CH/PG (4,0:5,0:1,0); P80, PS8OH/CH
(6,0:4,0) bzw. Presomen® C1 in rotierenden Dialysekammern (Biospin-Dialyser) gegen
500 ml isoosmolaren Phosphatpuffer bei 8 °C dialysiert. Aus den ESR-Signalintensititen vor
und nach der Dialyse wurde die Verkapselungseffizienz berechnet. Eine CAT-1-Ldsung
diente als Kontrolle. Alle Bestimmungen wurden dreifach durchgefiihrt.

5.3.7  Bestimmung der Freisetzung von CAT-1 aus Liposomen

Aus den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG, DPPC/CH/PG, P80/CH und PSOH/CH mit einem
Cholesterolanteil von jeweils 0, 30 bzw. 50 % wurden nach der unter 7.6 beschriebenen
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Methode Liposomen-Zubereitungen (50 mg Lipid/ml) durch Hydratisierung mit einer CAT-1-
Losung (20 mM) hergestellt. Jeweils 100 pl dieser Zubereitungen wurden mit 150 pl einer
isoosmolaren Natriumascorbat-Losung in Phosphatpuffer (s. 0.) versetzt und geschiittelt. Das
vorliegende Verhiltnis von Natriumascorbat zu Spinsonde betrug 1:7,5. Jeweils 50 pl der
entstandenen Dispersion wurden in eine Glas-Mikropipette liberfiihrt und sofort im X-Band
vermessen (b0-Feld: 337,5 mT; Bo-Scan: 8,0 mT, Punkte: 1024; Modulation: 0,025 mT,
Mikrowellenfrequenz: 9,5 GHz.). Die Mikropipetten wurden anschlieBend luftdicht
verschlossen und bis zu den weiteren Messungen nach 2, 4, 6, 8, 24, 48, 72, 96 Stunden im
Trockenschrank bei 37 °C gelagert. Die Signalintensitdten wurden nach Doppelintegration
bestimmt. Der am Tag nach der Herstellung bestimmte Wert diente als Bezugswert zur
Berechnung der relativen Intensitdt. Alle Bestimmungen wurden dreifach durchgefiihrt.

5.3.8  Herstellung von Losungen, Mikroemulsionen und Salben

Losungen. Als Standardlosungsmittel diente ein isoosmolarer Phosphatpuffer (pH 7,4) fol-
gender Zusammensetzung: Na,HPO4-2 H,O (1,44 g/1000 ml), KH,PO4 (0,2g/1000 ml), NaCl
(7,61g/1000 ml). Zur Herstellung von Spinsondenldsungen, die in Penetrationsuntersuchun-
gen eingesetzt wurden, wurde der Phosphatpuffer mit Ethanol im Verhéltnis 60:40 (Vol. %)
gemischt. In dem Gemisch wurden CAT-1, TEMPO, TEMPOL bzw. TEMPOL-benzoat
(jeweils 15 mM) gelost.

Mikroemulsionen. Die verwendete Mikroemulsionen bestanden aus 30 % Wasser, 24,15 %
Tween 80, 7.25 % Dodecanol, 7,25 % Cera perliquida und 31,36 % Propylenglykol (jeweils
v/v). Die Mikroemulsionen enthielten eine Konzentration der untersuchten Spinsonden von
15 mM. TEMPOL wurde direkt in der Mikroemulsion gelost. TEMPOL-benzoat wurde
zunéchst in der lipohilen Phase der Mikroemulsion gelost und danach der wéssrige Anteil
hinzugefiigt. Zur Herstellung einer mit CAT-1 beladenen Mikroemulsion wurde eine wéssrige
Losung hergestellt und diese mit dem lipophilen Anteil der Mikroemulsion ergénzt.

Salben. Als Salbengrundlage wurde Unguentum emulsificans aquosum (Hydrophile Salbe,
DAB 10) ausgewdhlt. Diese besteht aus 30 % emulgierendem Cetylstearylalkohol, 35 %
dickfliissigem Paraffin und 35 % weiller Vaseline. Durch die Einarbeitung von 70 % (w/w)
Wasser kann die Salbe in die wasserhaltige hydrophile Salbe (Unguentum emulsificans
aquosum, DAB 10) tiberfiihrt werden, in der sowohl lipophile als auch hydrophile Wirkstoffe
gelost werden konnen. Vorversuche haben gezeigt, dass die Loslichkeit von TEMPOL-
benzoat in der wasserhaltigen hydrophilen Salbe nicht ausreichend war, um eine
Endkonzentration von 15 mM zu erreichen. Der Wasseranteil in der Salbengrundlage wurde
darauthin um 20 % reduziert. CAT-1, TEMPO und TEMPOL wurden in Wasser geldst und
zusammen mit der Salbengrundlage in einem Eppendorfgefil eingewogen. Das
Eppendorfgefd3 wurde bis zur Schmelze der Salbengrundlage auf 60 °C im Wasserbad
erwiarmt. AnschlieBend wurden die geschmolzenen Phasen mit dem Minishaker bis zur
Erkaltung intensiv durchmischt. Zur Einarbeitung von TEMPOL-benzoat in die wasserhaltige
hydrophile Salbe wurde die Spinsonde zunichst mit dem lipophilen Anteil der Salbe bei
60 °C aufgeschmolzen. Nach vollstindiger Auflosung der Spinsondenkristalle wurde der
ebenfalls auf 60 °C erwirmte Wasseranteil eingewogen und beide Phasen bis zur Erkaltung
durchmischt.
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5.3.9  Gewinnung und Inkubation von Humanhautproben

Auswahl des verwendeten Hautmodells. Eine der ersten zu treffenden Entscheidungen bei
der Planung von Penetrations- und Permeationsstudien betrifft die Wahl des Hautmodells.
Verbreitete Modelle sind exzidierte Humanhaut bzw. tierische Haut [341, 342], isolierte
humane Epidermis, Zellkulturen [61] und die an Bedeutung gewinnenden dreidimensionalen
Hautmodelle [343]. Diese sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Quellen fiir exzidierte Humanhaut sind kosmetische Operationen und Gewebebanken. Dabei
ist die hohe biologische Variabilitdt der Hautproben zu beachten, die aus altersbedingten und
jahreszeitlichen Unterschieden der Hautstruktur resultiert, aber auch auf die unterschiedlichen
Hautregionen zuriickgefiihrt werden kann (vgl. [344 - 346]). Daher ist eine sorgfiltige
Standardisierung der Untersuchungsbedingungen erforderlich. Die bei den vorliegenden
Untersuchungen eingesetzte Haut stammte ausschlielich von kosmetischen Operationen. Die
Verwendung von pathologisch verdnderten Hautstiicken konnte dabei ausgeschlossen werden.
Nachteilig ist, dass die Untersuchungen an exzidierten Hautproben nur in einem begrenzten
Zeitraum nach der Entnahme durchgefiihrt werden konnen. Um die Reproduzierbarkeit der
Humanhautproben zu verbessern, wurde in der Regel Haut aus dem Bauchbereich, seltener
aus der Brustpartie von Frauen verwendet.

Wenn Haut fiir /n-vitro-Permeationsstudien eingesetzt werden soll, ist weiterhin zu beachten,
dass in vivo die permeierenden Molekiile bereits iiberwiegend im Gefdplexus der
Papillarschicht resorbiert werden und nicht die Dermis durchqueren miissen. Deshalb wird fiir
Permeations- und Penetrationsstudien haufig auch isolierte Epidermis eingesetzt. Diese kann
mit Hilfe von Hitze [248, 347] oder Dispase [348] von der Dermis separiert werden. Beide
Arten der Separation bedingen wahrscheinlich eine Anderung der Barriereeigenschaften,
weshalb sich eine Separierung der Epidermis mit einem Dermatom empfiehlt [349]. Bei der
Durchfiihrung von ESR-Penetrationsstudien sind diesbeziigliche Uberlegungen von geringer
Bedeutung, da die eingesetzten Spinsonden nicht in einem Akzeptorkompartiment
aufgefangen und dann quantifiziert werden miissen, sondern die Penetration in das Gewebe
direkt verfolgt werden kann. In dieser Arbeit wurde hitzeseparierte Epidermis in ESR-
Untersuchungen eingesetzt, bei denen aufgrund der hohen dielektrischen Intensitétsverluste
an Vollhaut (vgl. 5.2.1) nur unzureichende Signalintensitéten erzielt werden konnten. Dariiber
hinaus wurde isolierte Epidermis zur Untersuchung der Mobilitdt von ESR-Spinsonden im
Stratum corneum eingesetzt, wodurch eine Verteilung der Spinsonden in tiefere
Hautschichten wahrend der Versuche ausgeschlossen werden konnte.

Bei der Verwendung von tierischer Haut fiir Penetrations- und Permeationsstudien sind z.T.
erhebliche Unterschiede in Bezug auf die Dicke und Beschaffenheit der Hornschicht sowie
auf die Zahl und den Durchmesser der glanduldren und follikuliren Durchbriiche pro
Flacheneinheit zur Humanhaut zu beachten. Entsprechende Unterschiede bestehen auch
zwischen den verschiedenen Tierspezies [125]. In-Vivo-ESR-Untersuchungen wurden an
Nacktméusen durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit kam tierische Haut fiir eine
vergleichende In-vitro-/In-vivo-Untersuchung zum Einsatz, bei der die Integritit von
Liposomen nach epikutaner Applikation auf HR-1-Mé&use untersucht wurde.

Eine Anndherung an physiologische Verhéltnisse versucht man durch die Verwendung von
dreidimensionalen Hautéiquivalenten zu erreichen. Dabei werden Keratinozyten auf
Dermis-, Kollagen- oder Kunststoffunterlagen luftexponiert kultiviert. Unter geeigneten
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Bedingungen kommt es zur Ausbildung einer Hornschichtbarriere. Aullerdem besteht die
Moglichkeit, Interaktionen verschiedener epidermaler Zelltypen zu erfassen. Ein weiterer
Vorteil besteht in der moglichen Ziichtung von studienangepassten Hautmodellen [350]. So
sind Systemerweiterungen um Melanozyten, Immunzellen und Endothelzellen genauso
moglich, wie die Zucht definierter Hauttypen und pathologisch verdnderter Systeme. Im
Rahmen von Vorversuchen konnten Experimente mit einem dreidimensionalen Hautmodell
durchgefiihrt werden. Aufgrund seiner mechanischen Instabilitit und seines hohen
Wassergehalts war dieses Modell fiir die geplanten Versuche jedoch nicht geeignet.

Priparation der Hautproben. Als optimale Methode zur Aufbewahrung frischer exzidierter
Humanhaut hat sich die Lagerung in Zellzuchtplatten mit Polycarbonateinsdtzen bei 4 °C
erwiesen. Dazu wird das subkutane Fett der Haut mit Pinzetten und Scheren abgetrennt,
anhaftendes Blut mit Phosphatpuffer entfernt und die Haut anschlieBend mit Zellstofftiichern
trockengetupft. Aus der Haut werden mit einem Locheisen (d = 20 mm) Hautproben mit einer
Fliche von 3,14 cm? ausgestanzt. Die Hautproben werden auf die Polycarbonatmembran von
Nunc-Zellzuchteinsitzen (d =48 mm, Nunc®, DK) gelegt und diese in Zellzuchtplatten
eingesetzt, deren sechs Kammern (d =50 mm) jeweils mit 1,5 ml Dulbeccos Modified Eagles
Medium gefiillt werden. Um eine Quellung der Haut wihrend der Lagerung zu vermeiden,
wird darauf geachtet, dass die Polycarbonatmembran trocken bleibt und sich kein Uberschuss
an Medium auf der Oberfliche ansammelt. Der in Dulbeccos Modified Eagles Medium
vorhandene pH-Indikator fithrt nach 12 Stunden zu einer gleichméBigen roten Farbung der
Haut, woraus auf eine ausreichende Versorgung der Haut mit Néhrstoffen geschlossen werden
kann. Durch die Bereitstellung von Nihrstoffen und die Lagerung bei 4 °C kann die Viabilitét
der Haut bis zu 8 Tage nach der Entnahme gewihrleistet werden. Die Umsetzung von
Glucose zu Lactat im Zuge der anaeroben Glycolyse sinkt in den Hautproben innerhalb der
ersten 18 h nach der Entnahme jedoch um etwa 70 % ab [351]. Eigene Untersuchungen zur
Freisetzung von Lactatdehydrogenase aus abgestorbenen Zellen der Haut konnten diesen
Befund bestitigen (Daten nicht abgebildet). Um reproduzierbare Bedingungen in Bezug auf
die Reduktion von Spinsonden in der Haut zu schaffen, wurde auf die Durchfithrung von
Versuchen innerhalb der ersten 18 Stunden nach der Entnahme der Hautproben verzichtet.

Aufgrund der Dimensionierung des verwendeten X-Band-Resonators und der Problematik des
Auftretens dielektrischer Verluste in stark wasserhaltigen Proben besteht die Notwendigkeit
der Préparation kleiner Hautproben fiir die ESR-Messungen in diesem Frequenzbereich.

Es wurden verschiedene Methoden der Priparation von Hautproben gepriift, wobei sich die
Anwendung einer Lochzange als glinstigstes Verfahren erwies. Dabei wird in der Mitte einer
Hautprobe (s.0.) mit einem Stempel (d = 10 mm) ein Bereich von 0,79 ¢m” markiert und auf
diesen 15 ul der zu untersuchenden Liposomendispersion, Mikroemulsion, Losung bzw. 15
mg hydrophile Salbe aufgetragen. Vor der ESR-tomografischen Messung wurde der
Uberschuss der Zubereitung zur Vermeidung von Schmiereffekten abgetupft und danach mit
Hilfe einer Lochzange (d=4.5 mm) eine Hautprobe mit einer Oberfliche von 0.16 cm’
ausgestanzt.
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Abb. 129 Schematische Darstellung von Hautproben, die mit einer Biopsiezange oder mit
einer Lochzange bzw. einem Locheisen ausgestanzt wurden

Der Einsatz kleiner Hautproben, die direkt mit einer Lochzange ausgestanzt und auf deren
Oberflache Liposomendispersionen aufgetragen wurden, ergab aufgrund der Spreitung der
Zubereitung iiber den Rand der Hautprobe hinaus unbefriedigende Ergebnisse. Auch die
Verwendung einer Biopsiezange erwies sich als wenig vorteilhaft, da die so gewonnenen
Hautproben eine Wolbung der Oberfliche und einen kleinen stark gequetschten Bereich, der
keine Einheit mit der Gesamtprobe bildete, aufwiesen (s. Abb. 129).

5.3.9.1 Bedingungen fiir ESR-Untersuchungen an Hautproben

Zur Durchfithrung von Transportstudien wurden acht Hautproben, analog der unter 7.8.1.
beschriebenen Methode, auf die Polycarbonatmembran von Nunc-Zellzuchteinséitzen gelegt
und diese in Zellzuchtplatten eingesetzt. Jeweils vier Kammern der Zellzuchtplatten wurden
mit 1,5 ml Dulbeccos Modified Eagles Medium bzw. 1,5 ml einer Ldosung von N-
Ethylmaleinimide (30 mM) in Dulbeccos Modified Eagles Medium gefiillt.

Die mit Spinsonden beladenen Formulierungen wurden wie oben beschrieben epikutan
appliziert. Um die Austrocknung der Hautproben wéhrend der Untersuchungen zu vermeiden,
wurden diese in den Zellzuchtplatten {liber geséttigter Kochsalzlosung bei 32 °C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 44 % inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug in den
beschriebenen Untersuchungen maximal 24 Stunden. Jeweils eine der Hautproben wurde nach
1,0; 3,5; 7,0 bzw. 24 Stunden entnommen und mit Hilfe der ESR-Tomografie vermessen. Um
die Hautproben dabei vor Wasserverlust zu schiitzen, wurden sie in eine modifizierte
Gewebezelle tiberfiihrt, die aus einem Quarzglasprobenhalter mit Abdeckung besteht. Den
Austausch von Wasserdampf zwischen dem Innenraum der Gewebezelle und der Umgebung
verhinderte eine Versiegelung mit Parafilm®.

5.3.9.2 Praparation von hitzeseparierter Epidermis

Zur Isolierung der Epidermis wurde Vollhaut fiir 1 min in heiles Wasser (60 °C) eingetaucht
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und die Epidermis anschlieBend mit Pinzetten von der Dermis abgetrennt. Die Epidermis
wurde mit der Stratum corneum-Seite nach oben auf ein Filterpapier aufgelegt, Wasserreste
mit Zellstoff entfernt und die Epidermis bei 32 °C im Trockenschrank {iber Blaugel
getrocknet. AnschlieBend wurde die Epidermis in Alufolie verpackt und bei —80 °C bis zu
ihrem Einsatz in ESR-Untersuchungen gelagert.

5.3.10 Integritdt von Liposomen nach epikutaner Applikation in Abhéngigkeit von der
Lamellaritit und Zusammensetzung ihrer Lipidmembranen

Fiir die Untersuchungen wurden multi- und unilamellare Liposomen aus DOPC, DPPC und
DPPG sowie 0, 30 bzw. 50 % (mol/mol) Cholesterol hergestellt. Liposomen aus DOPC bzw.
DPPC enthielten zusétzlich einen PG-Anteil von 5 bzw. 10 % (mol/mol). Die Hydratisierung
der Lipidgrundlagen erfolgte mit einer Losung aus CAT-1 (20 mM) in Phosphatpuffer. Zur
Herstellung von unilamellaren Liposomen wurden jeweils 0,5 ml der Formulierungen in 25
Zyklen durch einen Membranfilter mit einer Porengro3e von 200 nm extrudiert. Von den zu
untersuchenden Zubereitungen wurden jeweils 50 pl mit 25 pl einer isoosmolaren
Natriumascorbat-Losung in Phosphatpuffer (Na ASC 19,8g; Na,HPO42 H,O 1,44 g;
KH2PO4 0,2g; Na Cl 1,75 g in 1000ml, pH 7,4) versetzt und geschiittelt. 25 pl dieser
Dispersion wurden auf hitzeseparierte Epidermis (d = 10 mm) appliziert und im S-Band-ESR-
Spektrometer mit einem Schleifenresonator unter folgenden Bedingungen im Abstand von
30 min vermessen: Bg-Feld: 86,334 mT; Bo-Scan: 8,06 mT, Scanzeit: 60 s; Punkte: 1024;
Modulation: 0,5 mT, Verstiarkung: 1000, Mikrowellenfrequenz: 2,2 GHz. Die Flicheninhalte
der ESR-Signale wurden nach Doppelintegration bestimmt. Als Ausgangssignalintensitit
wurde der Flacheninhalt des nach 5 min aufgezeichneten Spektrums festgelegt.

5.3.11 Stabilitdit von Liposomen aus hydrierten Phospholipiden nach epikutaner und
subkutaner Applikation

Die Herstellung von multilamellaren Liposomen aus den kommerziellen Liposomengrundla-
gen Presomen® PPG bzw. Presomen® C1 fiir diese Versuchsreihe erfolgte nach der Frier-Tau-
Methode. Der Lipidgehalt betrug 100 mg/ml. Verkapselt wurden Losungen der Spinsonde
CAT-1 (138 mM) in Wasser. Nach der Durchfiihrung der Frier-Tau-Zyklen erfolgte eine
intensive Durchmischung der Probe mit einem Minishaker. Zur Abtrennung des nicht
verkapselten Anteils von CAT-1 wurden 100 pl in ein Eppendorfgefal} iiberfiihrt, mit 1000 pl
isoosmolarem Phosphatpuffer (pH 7,4) versetzt und anschlieBend zentrifugiert (1 min;
3500 rpm.; 4 °C). Jeweils 1000 pl des Uberstands wurden mit einer Eppendorfpipette entfernt
und durch Phosphatpuffer ersetzt. Nach der dritten Zentrifugation wurden 1000 pl des
Uberstandes entfernt und der verbleibende Rest der Zubereitung redispergiert. Die
Zubereitung wurde mittels L-Band-ESR vermessen und der Gehalt an unverkapselter
Spinsonde bestimmt. Er betrug in allen Zubereitungen weniger als 2 %. Je 60,0 pl der
Zubereitungen wurden epikutan mit einer Eppendorfpipette auf das untersuchte Modell, die
Hautproben bzw. in vivo appliziert. Die subkutane Applikation der Zubereitungen erfolgte mit
einer Spritze. Die applizierte Menge wurde durch das Wiegen der Spritzte vor und nach der
Applikation bestimmt.
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Das verwendete Modell bestand aus einem Agarosegel, das durch Aufkochen von Agarose
(2 %) in Wasser hergestellt wurde. Nach dem Erstarren der Mischung wurde aus dem
entstandenen Gel mit einem Korkenbohrer (d = 1,5 cm) ein Teil herausgetrennt und in ca.
I cm dicke Scheiben geschnitten. Die Scheiben wurden mit einem Polycarbonatfilter
(Porendurchmesser von 50 um, Nucleopore, USA) abgedeckt, auf den die Zubereitungen
appliziert wurden.

Zur Entnahme von Hautproben wurden Nacktmiuse (HR-1) mit Diethylether betdubt und
anschlieend durch Genickbruch getotet. Die Haut vom Riicken oder vom Bauch wurde mit
Scheren und Pinzetten exzidiert und mit einem Korkenbohrer (d =2 c¢cm) in runde Stiicke
ausgestanzt.

Fiir die In-Vivo-Untersuchungen wurden Nacktméuse (HR-1) mit Diethylether betdubt. Die
Erhaltung der Betdubung wihrend des Untersuchungszeitraums erfolgte mit Halotane
(Halothan Hoechst®) in einer Konzentration von 1,0 - 3,5 % (v/v). Zur Vermeidung von
Positionsdnderungen der Méuse wihrend der Experimente wurden diese auf einer Halterung
mit Klebeband fixiert. Die epikutane bzw. subkutane Applikation der Zubereitungen erfolgte
oberhalb des Schwanzansatzes. Als externer Standard diente DPPH. Die Registrierung von
ESR-Spektren erfolgte tiber dem Applikationsort und iiber dem Herz im Wechsel von 15 min.

Alle Messungen wurden mit einem JES-RE-1L-L-Band-ESR-Spektrometer (JEOL) mit den
folgenden Einstellungen ausgefiihrt: Bo-Feld: 44,0 mT; By-Scan: 12,0 mT; Scanzeit: 120 s;
Punkte: 4900; Modulation: 0,2 mT; Verstirkung: 1000; Mikrowellenfrequenz: 1,1 GHz;
Mikrowellenleistung: 2 mW

5.3.12 Mobilitdt von CAT-1 nach epikutaner Applikation von Liposomen

Die Untersuchungen wurden mit den unter 6.3.10 beschriebenen Liposomen durchgefiihrt, in
denen die Spinsonde CAT-1 (20 mM) verkapselt wurde. Der Lipidgehalt betrug 5 %.
Multilamellare Liposomen wurden mit 25 Zyklen durch zwei Membranfilter mit der
Porengrofle 200 nm extrudiert. Jeweils 25 pl der Liposomendispersion wurden auf die
Stratum corneum-Seite von hitzeseparierter Epidermis (d = 7 mm) appliziert Die Inkubation
der Proben erfolgte im Trockenschrank bei 32 °C und 44 % rel. F. Die Proben wurden
unmittelbar nach der Applikation bzw. nach 1,0; 3,5; 7,0 und 24 Stunden mit einem S-Band-
ESR-Spektrometer mit einem Schleifenresonator unter folgenden Bedingungen vermessen:
Bo-Feld: 85,89 mT; B¢-Scan: 11,96 mT; Scanzeit: 60 s; Punkte:1024; Modulation: 0,5 mT;
Verstiarkung: 1000; Mikrowellenfrequenz: 2,06 GHz.
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Abb. 130 Rotationskorrelationszeit von CAT-1 in Abhéngigkeit von der Viskositit des
Losungsmittels (Glycerol-Wasser-Mischungen)

Zur Bestimmung der Viskositit der Mikroumgebung von CAT-1 auf dem Stratum corneum
wurden zunéchst Glycerol-Wasser-Mischungen hergestellt und deren Viskositit mit einem
Ubbelohde-Viskosimeter bei 23 °C bestimmt. Anschliefend wurde die Spinsonde (2,5 mM)
in den Mischungen gelost und diese im S-Band vermessen. Aus den mit Hilfe der empirischen
Beziehung (Gleichung 1) berechneten Rotationskorrelationszeiten und der Viskositdt der
Glycerol-Wasser-Mischungen wurde eine Kalibriergerade erstellt (Abb. 130). Mit Hilfe der
Geradengleichung konnten die aus den Parametern der registrierten ESR-Spektren
berechneten Rotationskorrelationszeiten von CAT-1 auf dem Stratum corneum in die
entsprechenden Viskositdtswerte der Mikroumgebung von CAT-1 iiberfiihrt werden.

5.3.13 Mobilitit von 5-Doxylpalmitinsdure in der Membran von Liposomen vor und nach
epikutaner Applikation

Die beschriebenen Versuche wurden mit den unter 6.3.3 beschriebenen Liposomen
durchgefiihrt. In deren Membranen wurden 5 % (mol/mol) der Spinsonde 5-Doxylpalmitat
inkorporiert. Der Lipidgehalt betrug 5 %. Zur Herstellung von unilamellaren Liposomen
wurden multilamellare Liposomen mit 25 Zyklen durch zwei Membranfilter mit der Poren-
groBe 200 nm extrudiert. Jeweils 50 pul der Liposomenformulierungen wurden in
Mikropipetten tiberfiihrt und im X-Band unter folgenden Bedingungen vermessen: By-Feld:
337,5mT; Boy-Scan: 8,0 mT; Punkte:1024; Modulation: 0,3 mT; Mikrowellenfrequenz:
9,5 GHz.).

Zur Bestimmung der Mobilitdt von 5-Doxylpalmitinsdure in der Membran von Liposomen
nach epikutaner Applikation wurden 5 pl der Liposomendispersion auf sechs Parafilme
(d=7 mm) appliziert und iiber gesittigter Kochsalzlosung bei 32 °C und 44 % rel. F.
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inkubiert. Nach 1,0; 3,5 und 7 Stunden wurden je zwei Parafilme bei 32 °C im X-Band
vermessen.

5.3.14 Mobilitdt von 5-Doxylpalmitat im Stratum corneum nach epikutaner Applikation von
Liposomen

Zur Untersuchung von Mobilititsdnderungen der Spinsonde 5-Doxylpalmitat im Stratum
corneum wurden die unter 6.3.10. beschriebenen Liposomen hergestellt. Der Lipidgehalt
betrug 5 %. Zur Herstellung von unilamellaren Liposomen wurden multilamellare Liposomen
mit 25 Zyklen durch zwei Membranfilter der Porengrof3e 200 nm extrudiert. Jeweils 5 pl der
Liposomendispersion wurden auf hitzeseparierte Epidermis (d =7 mm) appliziert und iiber
gesittigter Kochsalzlosung bei 32 °C und 44 % rel. F. inkubiert. Nach 1,0; 3,5 und 7 Stunden
wurden je zwei Stiicke Epidermis nach Entfernung der Zubereitung mit Zellstoff in eine
Losung aus 5-Doxylpalmitat (20 pg/ml) in Phosphatpuffer iiberfithrt und weitere 30 min
inkubiert. Danach wurde die Epidermis herausgenommen und {ber geséttigter
Kochsalzlosung getrocknet (30 min; 32 °C; 44 % rel. F). Die Vermessung der Proben erfolgte
im X-Band.

5.3.15 Abbildung von Hautschichten mit der ESR-Tomografie

Die Bauchhaut wurde nach Reinigung und Entfernung des subkutanen Fetts bei -80 °C
gelagert. Vor Beginn der Versuchsreihe wurde sie bei + 4 °C iiber Nacht aufgetaut.
AnschlieBend wurden mit einem Locheisen (& 7 mm) uniforme Probenstiicke ausgestanzt,
auf die 10 ul einer Losung aus "N-TEMPO (5mg/ml) in bidestilliertem Wasser aufgebracht
wurden. Nach der Inkubation (30 min bei 32 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
85 %) wurde vor jeder Messung die Sondenldsung mit Zellstoff von der Oberfliche entfernt,
und aus dieser Hautprobe ein kleineres Probenstiick (& 4.5 mm) ausgestanzt. Die Vermes-
sung der Proben erfolgte mittels ESR-Tomografie in der unter 3.3.1. beschriebenen Weise.

5.3.16 Mobilitdt von Spinsonden nach epikutaner Applikation von Liposomen

Fiir die Untersuchungen wurden Liposomen aus den Lipidgrundlagen DOPC/CH/PG
(6,5:0,5:3,0); DPPC/CH/PG (4,0:5,0:1,0); P80, PSOH/CH (6,0:4,0) hergestellt und mit den
Spinsonden CAT-1 (15 mM), TEMPOL (15 mM) bzw. TEMPOL-benzoat (15 mM) beladen.
Jeweils 15 pl wurden wie unter 6.3.9 bzw. 6.3.9.1. auf exzidierte Humanhautproben mit und
ohne Enzymhemmung epikutan appliziert. Als Referenz dienten Hautproben auf die die ent-
sprechenden Spinsonden in Ldésung bzw. Mikroemulsion (15 pl) oder hydrophiler Salbe
epikutan appliziert wurden. Die Hautproben wurden 1,0; 3,5; 7,0 bzw. 24 Stunden lang
inkubiert und dann mit der ESR-Tomografie vermessen. Die Auswertung der ESR-
Tomogramme erfolgte nach der unter 6.2.1 beschriebenen Methode. Zur Berechnung der
Viskositdt der Mikroumgebung von CAT-1 bzw. TEMPOL in der Haut wurden zundchst
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Glycerol-Wasser-Mischungen hergestellt und deren Viskositit mit einem Ubbelohde-
Viskosimeter bei 32 °C bestimmt. AnschlieBend wurden die Spinsonden (2,5 mM) in den
Mischungen gelost und diese im X-Band vermessen. Aus den mit Hilfe des Computerpro-
gramms nach Freed berechneten RBAR-Werten und der Viskositdt der Glycerol-Wasser-
Mischungen wurde eine Kalibrierkurve erstellt (Abb. 131). Mit Hilfe der Kalibrierfunktionen
konnten die RBAR-Werte von CAT-1 bzw. TEMPOL in der Haut in die entsprechenden
Viskosititswerte der Mikroumgebung tiberfiithrt werden.

m CATA1
500 ® TEMPOL

y = A1e™?

400
Y Kalibrierkurve CAT-1

2 ‘® A1=3.912E14 + 1.559E14
S 300+ \ t1=0.284 + 0.004
3 Chi*=11.788, R® = 0.99967
-*(;!; 200 . -~ Kalibrierkurve TEMPOL
L o A1=2.696E16 + 5.539E16
< g t1=0.256 + 0.016

100

. Chi®=246.113, R = 0.99305

0-

7,6 7,8 8,0 8,2 8,4 8,6 8,8 9,0 9,2 9,4
RBAR

Abb. 131 Viskositit der Mikroumgebung von CAT-1 und TEMPOL in Abhédngigkeit von den
RBAR-Werten, die mit Hilfe des Computerprogramms nach Freed bestimmt wurden
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54 Verwendete Geriite

Materialien und Methoden

Dichtebestimmung;:

Paarphysica, Paarphysica (Osterreich)

Eppendorfpipetten:

Eppendorf

ESR-Spektrometer (L-Band)

JES-RE-1L (JEOL, Japan) mit ES-LBIC-Resonator
(JEOL, Japan)

ESR-Spektrometer (S-Band)

MT-1 (Magnettech GmbH)

ESR-Spektrometer (X-Band)

ESR 300 (ZWG Adlershof)

Fluorimeter:

Lumineszenz-Spektrometer LS 50  (Perkin-Elmer,
Deutschland)

Gefriertrocknungsanlage:

Christ, Alpha 1-4, Christ Loc-1M mit Vakuumpumpe:
Pfeiffer, Balzers (Deutschland)

Laserdiffraktometer Coulter 230, Coulter electronics (UK)

Laser Doppler Anemometer Zetasizer 4, Malver Instruments, Malvern (UK)
Membranextruder LiposoFast Basic, AVESTIN (Canada)

Minishaker: IKA Works, Inc., MS 1 Minishaker

Osmometer: Knauer Osmometer Automatic, Berlin

pH-Meter: Knick, pH-Meter 763, Multi Calimatic, Germany mit

Einstabmesskette: Schott-Glaselektrode Z451

Photonenkorrelationsspektrometer

Zetasizer 4, Malver Instruments, Malvern (UK)

Rotationsverdampfer: Rotavapor RE 111, Biichi, Schweiz; Vacuubrand,
Membranvakuumpumpe, Germany

Thermomixer: Eppendorf, Thermomixer 5437

Trockenschrank: Heraeus Instruments, Typ B6120

Ubbelohde-Viskosimeter:

Optik: Schott AVS 350 mit Temperaturregelung: Schott
CT 1450, Schott (Deutschland)

Ultrashallbad: Bandelin, Sonorex RK 100
Wasserbad: Shaker GFL 1083
Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415¢
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