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5. Diskussion

5.1 Vermessung der Haarfollikel bei verschiedenen Spezies

5.1.1 Anordnungsmuster und Dichte der Haarfollikel

Mit Hilfe der Cyanacrylatabrisse wurden Teilbiopsien der Haarfollikel bei den verschiedenen
Tieren angefertigt. Somit fanden sich in den Abrissen auch die tierartspezifischen
Anordnungsmuster der Follikel wieder. Beim Schwein, beim Meerschweinchen und beim
Affen fanden sich ausschliel3lich Einzelfollikel. Dies korreliert mit Literaturangaben [Militzer
1982, Meyer 1986]. Im Gegensatz dazu waren bei den anderen untersuchten Tierarten
Haarblindel, zumeist gemischt mit Einzelfollikeln, zu beobachten. Fur die Diskussion der
Haarfollikeldichte sowie fur die Kalkulation der Follikelparameter wurden die im Cyanacrylat
ausgezahlten Werte zugrunde gelegt. Dies liegt vor allen darin begriindet, dass mit
Cyanacrylat auch sehr kleine Follikel extrahiert werden, die auf der Photographie nicht zu
erkennen sind. AuflRerdem konnen Artefakte, wie Schmutz oder Mikrolasionen der
Hautoberflache, leicht mit Follikel6ffnungen verwechselt und damit die Gesamtdichte

falschlicherweise erhodhen.

5.1.1.1 Schweineohr

Untersuchungen von Meyer et al. (2001) zufolge besitzt das Schwein laterale und zentrale
Primarhaarfollikel, die in Dreiergruppen in Form eines etwa gleichschenkligen Dreiecks
angeordnet sind. Unregelmafig dazwischen verstreut liegen einzelne Sekundarfollikel. Dabei
schwankt die Dichte der Primarhaare auf der Aul3enseite des Ohres zwischen 19 und 36
Follikel/cm2. Fir die Sekundarfollikel werden Werte zwischen 0 und 3 angegeben. Diese
Angaben korrelieren mit den vorliegenden Ergebnissen: Die Haarfollikeldichte bewegte sich
innerhalb der Individuen zwischen 18 und 24/cmz2. Im Schnitt wurde ein Sekundérhaar je cm?
ermittelt, dieses wurde jedoch, sowohl bei der Dichtebestimmung als auch bei der
Vermessung, wegen des zu vernachlassigenden Einflusses auf die Gesamtwerte nicht
berlicksichtigt. Die beschriebene Dreiergruppierung konnte in den Proben nicht beschrieben

werden; vielmehr schienen die Follikel eher zuféllig verteilt.
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5.1.1.2 Meerschweinchen

Auch fur das Meerschweinchen wurde das ausschlieBliche Vorkommen von
Einzelhaarfollikeln beschrieben [Militzer 1982]. Die Rumpfepidermis enthélt dabei
reihenweise angeordnete Gruppen von durchschnittlich 5 — 14 [Dawson 1930], bzw. 10 — 15
Haaren [Oberste-Lenn 1963]. In den angefertigten Cyanacrylatabrissen der
Meerschweinchen konnten ebenfalls Einzelfollikel beobachtet werden, die in versetzten
Reihen angeordnet waren. Dabei fanden sich Haarfollikel mit sehr unterschiedlichen
GroRRenverhéltnissen, die zur Vermessung in klein®, ,mittel* und ,groRR* eingeteilt wurden.
Den zahlenmafRig gréf3ten Anteil bildeten dabei die mittleren Follikel. Auffallig war, dass sehr
groRe Follikel fast immer von zwei kleinen flankiert wurden. Den Angaben verschiedener
Autoren zufolge [Cooper und Schiller 1975; Dawson 1930], bewegt sich die Haarfollikeldichte
des Meerschweinchens je nach Korperregion zwischen 978 (Bauch) und 1089/cm?2
(Schulter). Verglichen mit diesen Zahlungen, bewegt sich die in dieser Arbeit ermittelte

Dichte von 1200/cmz2 in einem vergleichbaren Bereich.

5.1.1.3 Affe

Uber Haarfollikeltypen und deren Anordnungsmuster beim Affen allgemein und im speziellen
bei Makaken, ist bisher recht wenig bekannt. Bei den Untersuchungen der Follikelteilbiopsien
fanden sich ausschlie3lich Einzelfollikel, die ohne eine bestimmte Ordnung verteilt waren.
Die Haarfollikel des Affen unterschieden sich hinsichtlich ihrer GroBe im Vergleich zu
anderen Tierarten (Meerschweinchen) nur unwesentlich untereinander. Scott et al. (1990)
untersuchten den Einfluss der Hautstruktur auf die Permeabilitatsraten verschiedener Tiere.
So wurden auch Haarfollikelparameter fir den Marmoset ermittelt. Die Autoren berichten von
einer durchschnittlichen Dichte von 2170 Follikeln je cm2 auf dem Ricken der untersuchten
Tiere. Damit lage der Wert um das achtfache hoher als der fur die Makaken ermittelte Wert
von 327/cm?. Da es sich jedoch um zwei ganz unterschiedliche, nicht miteinander verwandte
Arten handelt, lassen sich die Dichten schwer miteinander vergleichen. Der Vergleich der
beiden untersuchten Lokalisationen Thorax und Rucken mit entsprechenden Korperarealen
des Menschen [Otberg et al., 2004] zeigt, dass bei beiden Spezies eine hohere
Haarfollikeldichte am Ricken existiert. Makakken besitzen jedoch eine etwa zehnfach
héhere Dichte.
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5.1.1.4 Maus und Ratte

Bei Maus und Ratte wurden sowohl Einzelfollikel, als auch Haarbiindel beobachtet. Militzer
(1982) bezeichnete diese als gemischte Haargruppen. Sie waren in versetzten Reihen
angeordnet und unterschieden sich hinsichtlich ihrer GroRe nicht wesentlich. Auch von
Hussein (1971) wurde die typische Anordnung in &hnlicher Weise beschrieben: nach seinen
Angaben wird ein so genannter tylotricher Follikel, oder auch guard hair, bzw. Leithaar, von
bis zu 12 kleineren, als hairlet follicles bezeichnete, Follikel umgeben. Weiterhin wurde die
bei beiden Tieren auffallend gleiche Anordnung der Gruppen in Reihen erwahnt. Beztiglich
der Haarfollikeldichte finden sich in der Literatur je nach Autor und Methode sehr
unterschiedliche Angaben. So gaben Scott et al. (1990) fir die Ratte eine Dichte von
7930/cm? an. Bronaugh et al. (1982) z&hlten hingegen 289 HF auf dem Ricken von Ratten
und 658 HF je cm2 bei Mausen. Claxton (1966) beschrieb Anderungen in der
Haarfollikeldichte mit steigendem Alter bei M&usen. Demnach ist bis zum 20. Lebenstag ein
stetiger Anstieg zu verzeichnen, wahrend die Dichte ab dem 21. Tag wieder abnimmt und ab
30 Tagen auf einem Niveau verbleibt. Verglichen mit diesen Ergebnissen, féllt eine groRRe
Differenz mit der bestimmten Dichte auf. Die ca. 6 Wochen alten M&use besitzen eine
durchschnittliche Follikeldichte von 6600/cm2. Demgegeniber steht die von Claxton (1966)

ermittelte Dichte von 16 000/cm2 bei 4 Wochen alten Tieren.

5.1.1.5 Kaninchen

Fur das Kaninchen wurden von Militzer (1982) ebenfalls gemischte Haargruppen
beschrieben. Dabei wird ein Leithaar von Haarbiindeln, bestehend aus 6 —7 [Salaman 1922],
bzw. 6-8-12 Woll- bzw. Beihaaren [Hieronymi 1958], kranzférmig umstanden. Diese
Formation bestétigte sich im Cyanacrylatabriss: wie in Abb. 12a (S. 50) zu erkennen, wurde
ein Einzelfollikel von mehreren Haarbiindeln im Halbkreis umgeben. Uber die Anzahl der
Wollhaare, die durch ein gemeinsames Infundibulum an die Oberfliche minden, konnte
jedoch keine Aussage getroffen werden, da die einzelnen Harchen oft eng miteinander
verdrillt waren. Zur Haarfollikeldichte bei Kaninchen in der Literatur fehlen bisher verlassliche

Angaben in der Literatur.

78



Diskussion

5.1.1.6 Hund und Katze

Sowohl beim Hund, als auch bei der Katze wurden fast ausschlieB3lich Haarbiindel
vorgefunden. Meyer et al. (1978) beschrieben die Formation der Follikel in Gruppen
(Bundel), wobei zentral ein groRer Primarfollikel platziert ist, der von mehreren lateralen
Primarfollikeln oder Sekundarfollikeln flankiert wird. Schwarz et al. (1976) ermittelte mit Hilfe
der Untersuchung von Horizontalschnitten der Haut ein typisches Anordnungsmuster bei der
Katze. Demnach bestehen die Haarfollikelgruppen besonders am Ricken aus jeweils einem
Mittelhaarfollikel und den ihm anlagernden Haarfollikelbtindeln, wobei letztere kdrperregional
unterschiedlich groR3 sein kénnen. Eine derart beschriebene Anordnung konnte aufgrund der
hohen Follikeldichte im Zusammenhang mit den verhaltnismaRig langen Follikeln nicht
beobachtet werden. Demnach eignet sich der Cyanacrylatabriss bei Hund und Katze nicht
zur Beurteilung des Follikelanordnungsmusters. Die Anzahl dieser Haargruppen, oder
Haarbundel, wurde bei der Katze mit 800 — 1600/cm? und beim Hund mit 100 — 600/cm?
angegeben [Baker 1974, Brunsch 1956, Strickland et al., 1963]. Somit bewegen sich die in
dieser Arbeit ermittelten durchschnittichen Dichten bei Hund und Katze in diesen

Dimensionen.

5.1.1.7 Fehlerquellen

Abweichungen in den Dichtezahlen, wie sie bei Maus und Ratte in der Literatur existieren,
sind hauptsachlich durch die unterschiedliche Methodik zu erklaren. Die Bestimmung der
Dichte mit Hilfe von Horizontalschnitten erlaubt sicher eine exaktere Analyse, demzufolge
sind hier hohere Z&hlungen zu erheben. Auf der anderen Seite hédngt die Genauigkeit der
Bestimmung von der Schnitttiefe ab, die einzelnen Follikel eines Haarbiindels werden
separat gezahlt und schlagen sich so in einer sehr viel hdheren Gesamtzahl nieder.

Aufgrund der, vor allem bei Tieren mit erwartungsgemald hoher Follikedichte, grof3en
Fehlerbehaftung wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Analyse gewahlt: Die
Bestimmung der Dichte im Cyanacrylatabriss sowie die Zéhlung nach Photographie mit dem
TrichoScan, resp. der Nikon Coolpix. Beide Methoden besitzen Vor- und Nachteile. Mit dem
Cyanacrylatabriss werden auch sehr kleine Follikel extrahiert und bei der Z&hlung mit
erfasst. Es besteht aber auch die Gefahr, dass an einzelnen Stellen Haare nicht mit

herausgezogen werden, die dann bei der Dichtebestimmung ,fehlen”.
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Bei der Photographie verhélt es sich genau andersherum: Sehr kleine, dinne Haare kénnen
leicht Ubersehen werden oder sich Uberlagernde Haare als ein einzelnes gewertet werden.
Damit lieBen sich geringere Dichten erklaren. Andererseits fuhren Artefakte, wie lose
aufliegende Haare, zu Fehlbestimmungen. Wie aus Tabelle 4 (S. 52) ersichtlich,
unterscheiden sich die Ergebnisse der beiden Methoden bei den meisten Tieren nur
unwesentlich. Daher ist anzunehmen, dass diese Ergebnisse die reale Situation
widerspiegeln. Letztendlich wurde mit den Zahlen aus den Cyanacrylatabrissen gerechnet,

da alle Follikelparameter durch ein- und dieselbe Methode ermittelt werden sollten.

5.1.2 Weitere Follikelparameter im Speziesvergleich

5.1.2.1 Durchmesser der Follikel6ffnung

Im Zusammenhang mit dem vermuteten Einfluss der Haarfollikel auf die Penetration von
topisch applizierten Substanzen wurde meist die Follikeldichte bei den einzelnen Spezies als
vergleichender Parameter herangezogen. Scott et al. (1990), sowie Bronaugh et al. (1982)
benutzten zuséatzlich den Vergleich des Durchmessers der Follikel6ffnungen als mdgliche
Erklarung. Fur das Schwein wurden durchschnittliche OffnungsgréRen von 177 um erhoben.
Obwohl sich diese Werte auf vermessene Follikel im Bereich des Rickens beziehen,
stimmen diese Ergebnisse mit den erhobenen Werten fir das Schweineohr relativ gut
Uberein. Nach Angaben der Autoren besitzen Ratte und Maus fast identische
Follikeldurchmesser: Bei der Ratte wurden durchschnittlich 25 um gemessen, die Maus
erreichte Werte um 26 pm. Damit stimmt der ermittelte mittlere Durchmesser bei den
Mausen mit den Werten von Scott et al. (1990) lUberein. Die untersuchten Ratten hingegen

wiesen mit durchschnittlich 37 um etwas gréf3ere Follikel6ffnungen auf.

5.1.2.2 Follikelepithel vs. interfollikulares Epithel
Weirich et al. (1976) verglichen das Verhdltnis von Deck- zu Tiefenepithel in der Haut von

Meerschweinchen und beim Menschen. Zum Deckepithel z&hlt der oberflachliche,

rektangularisierte Epithelstreifen zwischen den Haarfollikeln und in den Furchen.
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Als Tiefenepithel werden alle Strukturen unterhalb des Deckepithelbandes bezeichnet, also
die Gesamteinheit der Follikel und der Talgdriisen, beim Menschen auch der Anteil der
Reteleisten. Dem dinneren Deckepithel, sowie den zahlreicheren Follikeln geschuldet,
besitzt das Meerschweinchen sehr viel mehr Tiefenepithel. Die Autoren erkannten darin die
Ursache flur eine raschere Penetration topisch applizierter Substanzen, bzw. eine gréRere
Menge absorbierter Stoffe je Zeiteinheit. Riviére et al. (2001) berichteten, dass Spezies mit
hoher Haardichte eine vergleichsweise dinnere interfollikulare Epidermis besitzen und

postulierten gleichzeitig, dass diese fur eine reduzierte Barrierefunktion verantwortlich ist.

5.1.2.3 Standardabweichungen — mdgliche Einflussgréi3en

Die Vermessung der Haarfollikel im Cyanacrylatabriss wurde im Rahmen dieser Arbeit
erstmalig bei verschiedenen Tieren durchgefiihrt. Daher existieren in der Literatur bisher
keine  Vergleichswerte zu den einzelnen Spezies. Hohe intraindividuelle
Standardabweichungen sind auf das Vorkommen von Follikeln unterschiedlicher GrolRRe
zurickzufihren. Besonders extrem war dies beim Meerschweinchen. Auch beim Menschen
existieren erhebliche Unterschiede innerhalb der Follikel in einer Korperregion. Dies ist
jedoch, anders als beim Tier, bei dem physiologischerweise grof3e Primar- und kleine
Sekundarfollikel nebeneinander vorkommen, auf das hormonabhéngige Vorkommen von
grolRen Talgdrisenfollikeln zurlckzufihren [Otberg et al., 2004]. Ebenso wurden beim
Menschen relativ grof3e interindividuelle Standardabweichungen beschrieben, die sich auch
bei den Tieren wieder finden. Offenbar gibt es neben Rassezugehdorigkeit bei den Tieren
weitere EinflussgréRen, wie beispielsweise Alter, Geschlecht oder Lebensbedingungen. In
diesem Zusammenhang sind besonders klimatische Einflisse zu betrachten. So ist zum
Beispiel bekannt, dass sich die Felldichte im Winter erhoéht, was mit einer Zunahme der
Wollhaardichte einhergeht. Demnach waren im Unterschied zum Sommerfell eventuell
andere Werte zu erwarten. Dass die genannten Einfliisse von entscheidender Wichtigkeit
sind, unterstreicht das Beispiel der Katzengruppe. Im Gegensatz zu allen anderen
untersuchten Spezies, stammten die fur die Untersuchung herangezogenen Katzen nicht aus
einer homogenen Gruppe.

Sowohl Alter, als auch Geschlecht und Herkunft der Tiere waren unterschiedlich. Es zeigte
sich, dass die interindividuellen Standardabweichungen im Vergleich zu den einheitlichen
Gruppen der anderen Tierarten groRer waren. Ein weiterer Grund fir hohe individuelle
Standardabweichungen konnten Abweichungen in der genauen Lokalisationen der

beprobten Kdrperstellen sein.
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Zwar wurden die Abrissstellen genau definiert, da jedoch mehrere Cyanacrylatabrisse
angefertigt wurden, die je nach Qualitat fir die Vermessungen herangezogen wurden, sind

Abweichungen innerhalb eines gewissen Rahmens zumindest denkbar.

Beim Vergleich des follikularen Reservoirs, welches durch das infundibuldre Volumen
reprasentiert wird, mit der Reservoirkapazitat des Stratum corneum ist zu beachten, dass
letztere mal3geblich von der Dicke der Hornzellschicht bestimmt wird. Die Dickenangaben
schwanken in der Literatur je nach Autor und Untersuchungsmethode teilweise erheblich.
Daher wurden die fur die Berechnung zugrunde gelegten Werte nach dem Kriterium der
Ermittelung in Gefrierschnitten ausgewahlt. Bis auf die Werte des Meerschweinchens und

des Affen stammen alle Dickenangaben von Monteiro-Riviere et al. (1990).

5.2 Die Rolle der Haarfollikel in der kutanen Permeabilitat

Dass Haarfollikel einen Einfluss auf die perkutane Penetration haben kénnten, wurde,
zumindest beim Menschen, lange Zeit ignoriert. Zwar sind die Follikel als mogliche
Shuntroute bereits in den 60er und 70er Jahren diskutiert [Scheuplein 1967, Scheuplein und
Blank 1971] und ihre entscheidende Rolle bei der Penetration von Stoffen durch die Haut
spater durch diverse Studien belegt worden [Review Lauer et al., 1995, Lademann et al.,
2001, Toll et al., 2004]. Die letztendliche Bedeutung wurde jedoch immer unterschatzt, bis es
mit Hilfe der Hautoberflachenbiopsie gelang, Haarfollikel zu vermessen [Otberg et al., 2004,
Blume et al., 1991, Pagnoni et al., 1994], und so anhand der Daten bewiesen wurde, dass
der follikulare Beitrag zur Gesamtpenetration 1.) stark abhangig von der Kérperregion ist und
2.) in einigen Korperarealen zumindest theoretisch als vergleichbar mit dem des Stratum
corneum anzusehen ist. Im Gegensatz dazu wurden die Haarfollikel bei der Suche nach
Erklarungen fur Penetrationsunterschiede in der Haut verschiedener Tiere stets als mégliche
EinflussgroRen diskutiert. Meist wurde die Follikeldichte der einzelnen Vertreter bestimmt
und vergleichend betrachtet. Dick und Scott (1992) verglichen die Penetrationsraten von
hydrophilen und lipophilen Stoffen in der Haut von Mensch und Schwein und erklarten sich
die hohere Permeabilitat der Schweinehaut mit der héheren Dichte und vor allem mit dem
signifikant gréReren Haarfollikdurchmesser. In einer weiteren Studie von Scott et al. (1990)
wurde der Einfluss der Hautstruktur auf die Permeabilitdt sowohl bei unterschiedlichen

Spezies, als auch innerhalb der verschiedenen Korperregionen untersucht.
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Die Flachen der Follikel6ffnungen erwiesen sich dabei als die strukturelle Einheit, die am
starksten innerhalb der Spezies variierte. Die Penetrationsraten fir die Substanzen Mannitol
und Paraguat zeigten eine positive Korrelation zu den errechneten Follikelflachen, die sich
bei Mensch, Affe (Marmoset) und Ratte um das bis zu 80fache unterschieden. Auch
innerhalb der verschiedenen Koérperregionen des Marmosets gab es bis zu dreifache
Variationen beziglich der Flache der Follikel6ffnungen. Diese Unterschiede jedoch besalRen

keinen Einfluss auf die Penetrationsergebnisse.

5.2.1 Variabilitat der Penetrationsstudien

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Studien zum Vergleich der Permeabilitat der Haut
verschiedener Spezies durchgefihrt. Dabei sind die Ergebnisse je nach Studienprotokoll und
Autor teilweise unterschiedlich. Kontrollierbare Einflisse wie Applikationsort, Okklusion,
Konzentration der applizierten Substanz, Auftragungsflache oder eingesetzte Vehikel, wie
auch weniger steuerbare Faktoren wie individueller Hautmetabolismus und -kondition
modifizieren die Absorption [lllel 1997]. Daher ist beim Vergleich der Ergebnisse Vorsicht
geboten. In vivo Penetrationsstudien sind zunachst von in vitro Untersuchungen zu
unterscheiden, auch wenn die Ergebnisse beider Verfahren generell sehr gut korrelieren
[Wester und Maibach 1987 und 1999]. Weiterhin basieren einige Ergebnisse auf
Penetrationsuntersuchungen der gesamten epidermalen Membran, wahrend andere Autoren
lediglich die Stratum corneum Durchl&ssigkeit der einzelnen Spezies verglichen. Letztendlich
ist anzumerken, dass die Absorptionsraten in Abhéngigkeit der untersuchten Substanzklasse
und deren physikalischen und chemischen Eigenschaften selbst innerhalb einer Spezies
stark schwanken. Bronaugh et al. (1982) zeigten in in vitro perkutanen Absorptionsstudien
beim Schwein, bei der Ratte, der Nacktmaus und der Swiss Maus im Vergleich zur Haut des
Menschen, dass die Penetrationsraten der einzelnen Tiere je nach untersuchter Substanz
schwanken. Fur die Substanzen Benzoesdure und Acetysalicylsaure wurden fir Schwein
und Ratte gute Ubereinstimmungen mit der Haut des Menschen eruiert. Die Autoren
konstatierten jedoch, dass der Einsatz starker behaarter Tiere als Modelle aufgrund der
Tatsache, dass fir langsam penetrierende Stoffe wie Urea der follikulare Weg Uberwiegt

[Scheuplein 1967], eher unglinstig erscheint.
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5.2.2 Permeabilitat der Spezies im Vergleich

5.2.2.1 Mensch, Primaten, Schwein

Generell lasst sich einheitlich die Aussage treffen, dass die einzelnen Tierarten, auch im
Vergleich zum Menschen, im Hinblick auf die kutane Permeabilitat stark untereinander
variieren. Dabei lassen sich zusammenfassend einige Trends ableiten. Die Haut des
Schweins, insbesondere des Schweineohrs, hat sich in zahlreichen Untersuchungen sowohl
strukturell, als auch funktionell als sehr &hnlich zur Haut des Menschen erwiesen [Meyer et
al. 1978, Meyer 1996]. Somit waren auch die Absorptionsraten der Schweinehaut durchweg
denen der Haut des Menschen am néchsten, meist wurde flr das Schwein eine geringflgig
bessere Penetration ermittelt [Bronaugh et al., 1982, Bartek et al., 1972, Sato et al., 1991,
Hawkins und Reifenrath 1986, Galey et al., 1976]. Eine auffallende Ahnlichkeit mit der Haut
des Menschen besitzen auRerdem die Primaten [Bartek und La Budde 1975, Wester und
Maibach 1987 und 1999]. Dabei zeigen die Penetrationsergebnisse der groRen Altweltaffen,
wie Schimpansen oder Urang Utans, groRRere Ubereinstimmungen mit dem Menschen als
kleine Neuweltaffen [Marzulli et al., 1969]. Ein weiteres Ergebnis dieser in vivo
Untersuchungen war die Feststellung, dass die Absorption von Hydrocortison, Testosteron
und Benzoesaure beim Rhesusaffen und beim Menschen etwa gleich sind. Auch Magnussen
et al. beschrieben in einem Review (2003) groRe Ahnlichkeiten der Absorptionsraten der
Haut des Menschen, porziner und Primatenhaut. Diese werden auf die &hnliche Anatomie
der Haut, insbesondere auf das allen drei Spezies gemeinen sparliche Haarkleid
(hauptsachlich Abdomen der Primaten) zurlckgefiihrt. Weiterhin  werden groR3e
Ubereinstimmungen in der biochemischen Komposition der Stratum corneum Lipide

vermutet, wenngleich hierzu eingehende Untersuchungen bisher fehlen.

5.2.2.2 Labornager und Kaninchen

Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit verschiedener Tiermodelle mit der Haut des Menschen
wurde die transepidermale Penetration flr verschiedene Labornager, sowie das Kaninchen,
untersucht. Fir Meerschweinchen, Maus, Ratte und Kaninchen werden in der Literatur, wenn
auch in unterschiedlicher Reihenfolge, immer sehr viel hdhere Absorptionsraten im Vergleich

zum Schwein, oder auch zum Menschen, angegeben.
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So fanden Scott et al. (1990) bei der Ratte 7fach hthere Werte fir die Absorption von
Mannitol. Fur die Substanz Paraquat wurden sogar 30fach héhere Absorptionsraten als fir
den Menschen gemessen. Tenjarla et al. (1996) verglichen die transdermale Absorption von
Terbutalin bei Kaninchen, Meerschweinchen und Haut vom Menschen in vitro. Der Terbutalin
Flux war beim Kaninchen und Meerschweinchen etwa 13fach, bzw. 12fach héher als beim
Menschen. Wahrend Marzulli et al. (1969) die hochste Penetration fur die Haut der Maus,
gefolgt von Meerschweinchen und Kaninchen postulierten, ermittelten Tregear (1966) sowie
McGreesh (1965) die hochsten Werte beim Kaninchen, Meerschweinchen und der Ratte.
Allerdings wurde die Maus in beiden Studien nicht mit einbezogen. Auch Bartek et al. (1972),
sowie Bartek und La Budde (1975) bewiesen fur die Penetration von Pestiziden, dass die
Haut des Kaninchens gegeniber topisch applizierten Komponenten am starksten permeabel

ist, dicht gefolgt von der Haut der Ratte.

In mehreren Untersuchungen zur Absorption von Testosteron bei Ratte, Kaninchen,
Meerschweinchen, Schwein, Affe und Mensch wurde gezeigt, dass die Absorption bei den
Labornagern und beim Kaninchen im Vergleich zum Menschen hoch ist, wéhrend beim
Schwein etwa doppelt so hohe Werte gemessen wurden. Die groRte Ahnlichkeit mit dem
Menschen hinsichtlich Absorption bestand fir den Rhesusaffen [Wester und Maibach 1987
und 1999].

5223 Hund und Katze

Die Permeabilitaten der Haut von Hund und Katze wurden von Marzulli et al. (1969) sowie
McGreesh (1965) untersucht. Dabei lagen die Absorptionsraten bei beiden Spezies zwischen
denen der Labornager, bzw. des Kaninchens, und den geringeren Werten von Schwein,
Mensch und Affe. In ihrem Review diskutierten Riviere und Papich (2001) die transdermale
Penetration von Fentanyl bei Hunden und Katzen. Dabei wurde festgestellt, dass das
Stratum corneum der Katze weniger permeabel fiir Fentanyl als jenes des Hundes ist. Es
wurde postuliert, dass die GroRe der Korneozyten sowie die Struktur und Anordnung der
Haarfollikel fur die unterschiedlichen Penetrationsraten verantwortlich sind. Auch die
geringere Anzahl an aktiven apokrinen Schweif3driisen bei Katzen steht als beeinflussender

Parameter zur Diskussion [Monteiro-Riviere 1988].
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5.2.3 Korrelation der kutanen Permeabilitat mit Haarfollikelparametern

In Tabelle 16 ist das Ranking der gemessenen Hautpermeabilitat der verschiedenen Spezies
in absteigender Reihenfolge aufgelistet. Es handelt sich dabei einheitlich um Ergebnisse aus

vergleichenden in vitro Studien.

Tab.16: Auflistung der Hautpermeabilitat verschiedener Spezies. Tierarten sind in absteigender
Reihenfolge ihrer Hautpermeabilitdit angegeben. Die Ergebnisse stammen alle aus in vitro
Studien.

Tregear (1966) Marzulli et al. (1969) McGreesh (1965)
Kaninchen Maus Kaninchen
Hatte Meerschwein Ratte
= Meerschwein Jiege Weerschwein
E Mensch Kaninchen Katze
= Pferd Ziege
2 Katze Affe
o Hund Hund
B Affe Schwein
Ferkel
Mensch

Schimpanse

5.2.3.1 Permeabilitat vs. Haarfollikeldichte

Werden diese Ergebnisse den ermittelten Follikeldichten der einzelnen Tierarten gegeniuber
gestellt, so ergibt sich eine positive Korrelation: fiir jene Tiere, die die meisten Follikel in
einem Quadratzentimeter besitzen, wie Maus, Ratte, Kaninchen und Meerschwein, wurde
die groRte Hautpermeabilitdt gemessen. Hingegen haben Tiere mit wenigen Follikeln, wie
das Schwein, oder der Affe, im Vergleich weitaus geringere Absorptionsraten. Diese positive
Korrelation wurde in der Vergangenheit in der Literatur bereits mehrfach bestétigt [Bronaugh
et al., 1982, Scott et al. 1991, Dick and Scott 1992]. Lediglich Panchagnula et al. (1997)

konnten keinen Zusammenhang zwischen Follikeldichte und Hautpermeabilitét feststellen.

86



Diskussion

5.23.2 Permeabilitat vs. Follikeloberflache

Aufschlussreicher als die bloRe Betrachtung der Dichte, ist die Einbeziehung der Oberflache
je Quadratzentimeter. Wird dieser Parameter mit der Hautpermeabilitat verglichen, so gibt es
eine erstaunliche Ubereinstimmung. Die Oberflache der Follikel stellt sich im Vergleich der
Spezies untereinander in aufsteigender Reihenfolge wie folgt dar: Mensch < Affe <
Schweineohr < Katze < Ratte < Maus < Meerschweinchen < Hund < Kaninchen. Die
geringsten Absorptionsraten fanden sich beim Menschen, gefolgt vom Affen Schweineohr
und mit einigem Abstand, der Katze. In dieser Reihenfolge nimmt auch die follikulare
Oberflache, angefangen mit den geringsten Werten am Ricken des Menschen, zu. Die
groflite Permeabilitéat wurde fir die Labornager und das Kaninchen postuliert. Auch hier steigt
die Absorptionsrate der einzelnen Tiere parallel zur Follikeloberflache an. Das Kaninchen,
das Tier mit der gréten follikularen Oberflache, besitzt nach Marzulli et al. (1969) sowie
McGeesh (1965) die grof3te Hautpermeabilitéat. Dieser Zusammenhang resultiert aus der
Tatsache, dass die Haarfollikel, die aus embryologischer Sicht Invaginationen des Stratum
corneum darstellen, eine vergroRerte Resorptionsflache fir die transdermale Absorption

darstellen [Magnusson et al., 2001].

5.2.3.3 Einschrédnkungen

Die einzige Spezies, fur die ein solcher Zusammenhang nicht eruiert werden kann, ist der
Hund. Er fallt aus diesem Muster heraus. Trotz der zweitgré3ten Follikeloberflache von allen
untersuchten Spezies wird seine Hautpermeabilitat als vergleichsweise gering eingestuft.
Diese Ausnahme verdeutlicht, dass die beobachteten interspezifischen Unterschiede nicht
allein mit Abweichungen in der Haarfollikelmorphologie und Haarfollikelverteilung erkléart
werden durfen. Zum einen gibt es hinsichtlich der Follikelphysiologie zahlreiche
EinflussgrofRen, die den Transport einer Substanz durch diese Shuntroute modifizieren. Zum
anderen darf nicht auf3er Acht gelassen werden, dass der follikulare Weg nur einen von drei
maoglichen Wegen durch die Hautbarriere darstellt. Weiterhin ist auch denkbar, dass durch
die vergleichsweise raue und aufgelockerte Oberflache des Stratum corneum beim Hund
[Lloyd und Garthwaite 1982] Artefakte im Cyanacrylatabriss entstehen konnen, die zu

verfalschten Messungen fuhren kénnen.
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5.2.4 Modifizierende Faktoren der follikularen Penetration

5.2.4.1 ,offene” und ,geschlossene” Follikel

Die Voraussetzung, dass eine topisch applizierte Substanz den transfollikularen Weg durch
die Haut nehmen kann, ist zunachst einmal, dass die Follikelmindung an der Hautoberflache
fur die Passage zugéanglich und nicht in irgendeiner Art und Weise blockiert ist. Bei
Untersuchungen an Vellushaaren beim Menschen fanden Otberg et al. (2004) heraus, dass
unter physiologischen Bedingungen ein Teil der Follikeloéffnungen fur den Transport
verschlossen sind. Diese, durch einen Pfropf aus Keratinozyten und Talg blockierten Follikel
werden demnach als ,inaktiv* bezeichnet, da sie als mdgliche Shuntroute nicht in Frage
kommen. Die verschlossenen Follikel befinden sich in der telogenen Phase des
Wachstumszyklus, sie weisen weder Haarwachstum noch Sebumproduktion auf. Damit ist
der follikulare Transport gleichzeitig von der Wachstumsphase, in der sich das Haar befindet,
abhangig. Mit Ausnahme des Meerschweinchens, bei dem, wie beim Menschen, jeder
einzelne Follikel einen eigenen Wachstumszyklus besitzt, zeigen die Haarfollikel aller
anderen untersuchten Spezies ein wellenartig synchronisiertes Wachstum [Harkey 1993].

An dieser Stelle sind weitere Untersuchungen ndétig, um zu prufen, ob eine &ahnliche

Korrelation auch bei den zusammengesetzten Haarfollikeln der Tiere besteht.

5.2.4.2 Sebum

Ein weiterer, modifizierender Faktor ist die Sebumproduktion der Follikel-assoziierten
Talgdrisen. Untersuchungen am Menschen zeigten, dass Sebum den aus einem
Keratinpropf bestehenden ,Deckel” der Follikel ablost und sie damit fur die Penetration 6ffnet
[Otberg et al., 2004]. Weiterhin ist es offensichtlich, dass insbesondere fetthaltige
Substanzen durch das lipophile Sekret gut geldst und damit besser transportiert werden
konnen [lllel 1997, Riviere und Papich 2001]. Damit wirkt sich die Sebumproduktion positiv
auf die Penetration aus. Unterschiede, sowohl in produzierter Menge, als auch in der
Zusammensetzung des Sebums, existieren nicht nur zwischen Mensch und Tier, sondern
auch innerhalb der Spezies [Steward 1999]. Nicolaides et al. (1968 und 1970) berichteten
Uber einen unterschiedlichen Gehalt bestimmter Lipidklassen im Talg von Tieren im
Vergleich zum Menschen. Wahrend bei letzteren vor allem Wachsester und Monoester und

nur wenige Diester vorkommen, verhalt es sich beim Tier genau anders herum.
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Eine Ausnahme bildet das Schwein, dessen Lipidzusammensetzung derjenigen des
Menschen &hnelt. Es ist zumindest theoretisch denkbar, dass diese innerartlichen

Unterschiede die follikulare Penetration bestimmter Stoffe mit beeinflussen.

5.2.4.3 Blutzirkulation

Ein weiterer, modifizierender Punkt ist die lokale Durchblutungssituation am Haarfollikel. Der
Vorgang der Penetration durch den Haarfollikel gilt dann als abgeschlossen und erfolgreich,
wenn die entsprechende Substanz Anschluss an die lokale Blutzirkulation gefunden hat und
somit weiter im Gewebe verteilt werden kann. Untersuchungen zufolge existieren drei
unterschiedliche Kapillarnetze im Bereich des Haarfollikels: das obere, subepidermale Netz,
die Kapillarschlingen im Bereich der Talgdriise, und das untere, in der subdermalen Region
des Haarbulbus befindliche Netz aus Blutgefalen [Habermehl 1996]. Bei Hund und Katze ist
die Vaskularisation der Haarfollikel und Hautdriisen gegeniiber dem Schwein besonders
stark ausgepragt [Kristensen 1975, Meyer et al., 1978]. Bei Schweinen verringert sich die
GefaRdichte in den ersten 400 um vom Papillarkérper in Richtung Subcutis deutlich [Ingram
und Weaver 1969]. Diese Unterschiede kénnen die Effektivitat der follikularen Penetration
unter Umstanden modifizieren. An dieser Stelle sind eingehende Untersuchungen
notwendig, um den individuellen Einfluss der Blutzirkulation auf die Permeation bei den

einzelnen Spezies abschatzen zu kénnen.

5244 Prasenz von Haaren und Beschaffenheit deren Oberflache

Gelangt eine Substanz durch die Offnung eines Haarfollikels, penetriert diese entlang des
Haarschaftes tiefer ins Infundibulum. Dabei ist vorstellbar, dass die individuelle Oberflache
des Haares mitverantwortlich fir die Geschwindigkeit und die Effektivitat der Penetration ist.
Ein Haar besteht aus Medulla (Mark) und Kortex (Rinde). Die Kortex ist aus abgeplatteten
Keratinozyten aufgebaut, die, tierartlich verschieden, in besonderer Art und Weise
geschichtet sind. Durch diesen dachziegelartigen Aufbau ist die Haaroberflache nie ganz
glatt [Meyer et al., 2002]. Lademann et al. (2006) postulierten, dass der starre Haarschaft mit
seiner schuppenartigen Kutikula wie ein Zahnrad funktioniert und applizierte Partikel bei
Bewegung regelrecht in den Follikel ,pumpt®. Demnach ist die tierartspezifische Auspragung
der Haarkutikula mit entscheidend fur diesen Zahnradeffekt. Diese Beobachtung ist

Gegenstand weiterer Untersuchungen.
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Ein weiterer Aspekt ist die Tatsache, dass die Haare mit einigen Stoffen physikalische
Bindungen eingehen und somit deren Absorption verhindern [Riviere und Papich 2001]. Um
relativ konstante Bedingungen zu schaffen, sollten vergleichende Untersuchungen stets an

rasierter Haut erfolgen.

5.2.45 Rassezugehorigkeit

Die starke Variation der Beschaffenheit des Fells innerhalb der verschiedenen Rassen lasst
erhebliche Unterschiede in Dichte, Verteilung und GroR3e der Haarfollikel vermuten. Bereits
im Sommer- und Winterfell treten grol3e Variationen auf. In diesem Zusammenhang sind
auch rasseabhéangige Unterschiede in Haarwachstum, Sebumproduktion und Haarstruktur zu
erwarten. Inwiefern sich die einzelnen Parameter bei verschiedenen Rassen auf die
follikuldare Penetration auswirken, ist bisher ungeklart und bleibt Gegenstand weiterer

Untersuchungen.

5.2.4.6 Anatomische Region

SchlieRlich hangt die Effektivitdt der follikularen Penetration auch bei Tieren sehr
wahrscheinlich von der Kdrperregion ab. Nachdem Haarfollikel als moégliche Erklarung fir
unterschiedliche Absorption einzelner Substanzen innerhalb der verschiedenen Kérperareale
des Menschen theoretisch herangezogen wurden [Feldmann und Maibach 1967], bewiesen
Otberg et al. (2004), dass nicht nur die Dichte, sondern auch andere follikulare Parameter
von Region zu Region stark variieren. Diese Untersuchungen gaben somit eine mdogliche
Erklarung fur die beobachteten Penetrationsunterschiede. Am Beispiel des Affen, bei dem
sowohl Riickenhaut als auch Haut vom Brustbereich untersucht wurde, wurde auch am Tier
gezeigt, dass regionale Unterschiede in der Follikelmorphologie und -verteilung existieren.
Die sparlicher behaarte Brust weist im Vergleich zum dichteren Fell des Rickens geringere
Werte auf. Auch Scott et al. (1990) konnten fur die verschiedenen Korperregionen des
Marmoset bis zu 3fach unterschiedliche Flachen der Porentffnungen feststellen. Allerdings
bestand nach Angaben der Autoren keine Korrelation zwischen den Follikelparametern und

den Absorptionsraten der Testsubstanzen.
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Weitere Studien am Rhesusaffen [Feldmann und Maibach 1967, Maibach et al. 1971, Wester
und Maibach 1987 und 1999] bestatigen die Abhangigkeit der Penetrationsergebnisse von

den eingesetzten anatomischen Kdrperregionen.

5.2.4.7 Interindividuelle Unterschiede

Letztendlich missen auch hohe interindividuelle Unterschiede als wichtiger Faktor
hinsichtlich der Kalkulierbarkeit der Follikelpenetration diskutiert werden. Wie in den
Ergebnissen ersichtlich, unterscheiden sich die Parameter von Tier zu Tier innerhalb einer
Spezies zum Teil ziemlich deutlich. Auch fir den Menschen sind hohe interindividuelle
Standardabweichungen bekannt [Otberg et al., 2004]. Diese kénnen mitverantwortlich fir die
Tatsache sein, dass sich die Permeabilitdt zwischen Exemplaren einer Art um das bis zu
dreifache unterscheiden kann [Dick und Scott, 1992].

5.3 Analyse der Zusammensetzung der Lipide im Stratum corneum bei
vier verschiedenen Spezies

Gehalt und Komposition der interzellularen Lipidmatrix des Stratum corneum stellen weitere,
entscheidende hautphysiologische Faktoren im Prozess der kutanen Penetration dar.
Interspezifische Abweichungen koénnen somit fur variierendes Penetrationsverhalten
innerhalb der Tierarten verantwortlich gemacht werden. Aufgrund des sehr kosten- und
arbeitsintensiven Analyseverfahrens wurden vier der acht in Teil 1 (S. 31) untersuchten

Spezies ausgewahlt.

5.3.1 Methodik

Zunachst war es wichtig, das Stratum corneum ma@glichst sauber von den darunter liegenden
Schichten der Epidermis zu trennen. Die prézise Isolierung ist entscheidend fur den Erfolg
der Lipidanalyse, da innerhalb der einzelnen Schichten der Epidermis grof3e Unterschiede in
der Lipidzusammensetzung bestehen [Gray und Yardley 1975, Madison Review 2003,
Yardley 1983]. Norlén et al. (1999) bewiesen, dass sogar innerhalb der Lagen der
Hornzellschicht Unterschiede existieren. Der Erfolg der Separierung wurde durch die
histologische Untersuchung der isolierten Schicht Uberprift. Zellen des Stratum granulosum
sind vital und besitzen einen basophilen Zellkern.
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Im Vergleich zu den Korneozyten sind sie wesentlich kleiner. Letztere haben eine
polygonale, meist hexagonale, Form und sind aufgrund ihres hohen Keratingehaltes mehr
oder weniger stark eosinophil gefarbt [Burck 1982]. Anhand dieser morphologischen Kriterien
wurde das isolierte Stratum corneum auf ,Kontamination“ durch anhaftende Granulosazellen
Uberprift. In keiner der Proben fanden sich groRere Zellverbdnde aus dem Stratum
granulosum, so dass davon ausgegangen werden kann, dass fir die Lipidanalyse
ausschliel3lich die Lipide des Stratum corneum herangezogen wurden.

Die Methode des Trypsinierens stellt ein sicheres Verfahren fur die Isolierung dar [Law et al.,
1995, Gray und Yardley 1975, Grubauer 1989]. Durch Variation von Inkubationszeit und
Temperatur kénnen die einzelnen Schichten der Epidermis voneinander getrennt werden.
Gray et al. (1982) beschreiben mit der ,brushing technique® eine alternative Methode,

Korneozyten zu separieren.

5.3.2 Lipidgehalt im Stratum corneum

Der Lipidgehalt der vier untersuchten Spezies unterscheidet sich zum Teil sehr deutlich:
wahrend die Lipide beim Schwein lediglich 13% der Trockenmasse (TM) ausmachen,
erreichen die Werte der Katze 33%. Hund und Kaninchen liegen mit 24%, bzw. 21%
zwischen den beiden. Referenzwerte finden sich in der Literatur lediglich fir das Schwein
und den Menschen. Bereits in den 70er Jahren ermittelten Gray und Yardley (1975) mit Hilfe
der SC Separierung durch Trypsinierung beim Schwein einen Anteil von 8%. Mit einer neuen
Separierungstechnik (s.0.) wurde von denselben Autoren (1982) ein Lipidanteil von 10% der
TM festgestellt. Squier et al. (1991) ermittelten in ihren Untersuchungen am Schwein
12,24%. Auch die Werte von Law et al. (1995) lagen mit 13,1% in diesem Bereich. Nach
diesen Angaben korreliert der in dieser Arbeit fir das Schwein ermittelte durchschnittliche
Lipidgehalt von 13% gut mit der Literatur. Studien am Menschen zufolge betragt der
Lipidgehalt der interzellularen Stratum corneum Matrix 15% der TM, bzw. 20% des SC
Volumens [Elias und Leventhal 1979]. Demnach gibt es relativ groRe Ubereinstimmungen
zwischen Mensch und Schwein. Wenn auch beim Menschen regionale Unterschiede
existieren, besitzen beide Spezies vergleichsweise wenige pilosebacdse Einheiten. Daher
muss der Beitrag der Talgdriisensekrete als gering betrachtet werden [Downing 1992,
Nicolaides et al., 1968].
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5.3.2.1 Kontamination: Sebum, Haare und Umwelt

Im Gegensatz zum Schwein besitzen die drei anderen untersuchten Spezies sehr viel
héhere Mengen an SC Lipid. Dabei ist zunachst zu diskutieren, ob es sich dabei um
Kontamination mit nicht der Lipidmatrix des SC entstammenden Lipiden handelt, oder ob die
originaren Lipide der Spezies Katze, Hund und Kaninchen tatsachlich einen sehr viel
héheren Anteil an der TM besitzen. Als Kontaminanten kommen im Wesentlichen drei
Lipidguellen in Frage: exogene (Umwelt-) Lipide, endogene Lipide aus dem Sebum der
Talgdrisen und Lipide der Haarkutikula. Haare funktionieren dariber hinaus durch die
vergrolierte Oberflache als ,Féanger” flir exogene Substanzen. Auch Nicht-Lipide, wie z.B.
Salze auf der Hautoberflache, werden teilweise bei der Lipidextraktion mit erfasst und

beeinflussen daher das Lipidgewicht.

5.3.2.1.1 Vorversuch: Oberflachenbehandlung
Ziel einer entsprechenden Vorbehandlung der Hautproben war es daher, diese

Kontaminanten so gering wie méglich zu halten. Haare wurden so weit wie mdglich gekirzt.
In einem hier nicht aufgefihrten Versuch wurde die Hautoberflache mit drei verschiedenen
Detergenzien vorbehandelt: Aceton, Ethanol und PBS Puffer. Aus den verwendeten
Wattebauschen wurden die bei der Vorbehandlung extrahierten Lipide analysiert. Dabei
zeigte sich, dass bei allen der verwendeten Detergenzien nicht nur Hautoberflachenlipide,
sondern auch Lipide des SC extrahiert wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde darauf
verzichtet, die Hautproben vor der Analyse zu behandeln. Zudem ist die Vorbehandlung
durch Abreiben der Hautoberflache schlecht standardisierbar. Die Hautproben wurden
lediglich unter flieRendem Wasser gewaschen. Somit musste die Kontamination mit
Oberflachenlipiden zu einem gewissen Grad in Kauf genommen werden. Es ist daher davon
auszugehen, dass die Lipidanteile aller vier Spezies moglicherweise auch Anteile an
exogenen und Talgdrisenlipiden beinhalten.

Die auRere Umwelt des Tieres, eventuelle Vorbehandlungen der Haut kénnen die Analyse
also ebenso beeinflussen, wie die alters-, geschlechts- und tierartabhéngige
Sebumproduktion. Das Schwein etwa produziert nur ein Zehntel der Menge an Sebum im
Vergleich zu Felltieren [Nicolaides et al., 1968]. Ob der hohe Lipidanteil bei Hund, Katze und
Kaninchen allein auf das Vorhandensein von Sebum und exogenen Lipiden zurtickzufiihren

ist, ist fraglich und bleibt zu klaren.
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5.3.2.1.2 Vorversuch: Analyse der Haarlipide
Die Kutikula als duRRere Schutzschicht des Haares enthélt verschiedene Lipidklassen [Wertz
und Downing 1988 und 1989]. Die vollstdndige Extraktion durch Epilation s&dmtlicher Haare
im Probenfeld ist, aufgrund der hohen Dichte, ohne die Zerstérung des SC nicht mdglich.
Trotz des Scherens sind Haarreste im Probenmaterial enthalten, deren Einfluss in Kauf
genommen wurde. Um Unterschiede im Lipidgehalt der Haare innerhalb der Spezies
feststellen und diskutieren zu kénnen, wurden Haarproben der drei Tierarten einer separaten
Analyse unterzogen. Dabei stellte sich heraus, dass die Katze mit 1,33% Lipidanteil im Haar
- Trockengewicht weitaus groRere Mengen im Vergleich zum Hund (0,35%) und Kaninchen
(0.29%) besitzt. Dies bedeutet, dass bei der Katze von einer groReren Kontamination durch
Haarlipide, bzw. in den Haaren ,gefangene® Oberflachenlipide auszugehen ist. Diese
Tatsache passt zu dem vergleichsweise hohen Gesamtlipidanteil, der aus dem Stratum
corneum der Katze extrahiert wurde. Demgegeniber steht das Kaninchen, das von den drei

Felltieren die geringste Beeinflussung des Lipidanteils durch Haarlipide erwarten lasst.

5.3.2.2 Schlussfolgerung

Der erhohte Lipidgehalt der Felltiere gegentber dem Schwein muss kritisch betrachtet
werden. Die Kontamination mit Sebumlipiden und ,Schmutzfetten* auf der Hautoberflache
kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden und ist schwierig einzuschéatzen. Selbst beim
Schwein, das nur wenig Sebum produziert, ist davon auszugehen, dass exogene Lipide bei
der Analyse der Stratum corneum Lipide mit erfasst werden. Dennoch korreliert der
Lipidgehalt der untersuchten Schweinehautproben gut mit den Angaben in der Literatur. Die
von mehreren Autoren beschriebene Ahnlichkeit mit dem Stratum corneum des Menschen
kann somit erneut bestatigt werden. Fir den Hund, die Katze und das Kaninchen existieren
bisher keine Vergleichsangaben in der Literatur. Bei allen Tieren werden relativ hohe
interindividuelle Standardabweichungen gefunden. Auch innerhalb der Proben der
Schweinehaut, fir die nur eine geringe Kontamination angenommen wird, variieren die
Ergebnisse. Dies weist daraufhin, dass der Lipidgehalt des SC innerhalb einer Spezies keine
feststehende GroRe ist, sondern innerhalb gewisser Grenzen variiert und mdglicherweise

von mehreren bisher unbekannten Faktoren beeinflusst wird.
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5.3.3 Lipidzusammensetzung

5.3.3.1 Anteil der analysierten Lipide

Bei der Betrachtung der Lipidzusammensetzung muss zunéchst der Anteil der analysierten,
und damit bekannten, Lipide am Gesamtlipidgehalt der Probe bertcksichtigt werden. Dieser
betragt beim Hund beispielsweise nur 47%, das bedeutet, mehr als die Halfte aller in der
Probe enthaltenen Lipide sind unbekannt. Die Ursache dafur liegt bei den ausgewahlten
Standardldsungen mit Hilfe welcher die einzelnen Lipidklassen identifiziert wurden. Es ist im
Allgemeinen bekannt, dass sich die interzellulare SC Lipidmatrix der Landsaugetiere im
Wesentlichen aus vier Lipidkomponenten zusammensetzt: Cholesterol, Ceramiden, freien
Fettsduren und Cholesterolestern [Madison 2003, Schaefer und Redelmeier 1996, Downing
1992]. Auf der Basis der Annahme, dass diese Hauptkomponenten in den SC Proben der
untersuchten Tiere zu erwarten sind, wurden die entsprechenden Standardiésungen
ausgewahlt. Folglich enthalten die Proben der vier Spezies in unterschiedlichen Anteilen
Lipidkomponenten fur deren Analyse keine Standardlosungen mitgefiihrt wurden und die
demnach nicht genau identifiziert werden kénnen. Weiterhin farben sich nicht alle Lipide
gleichermaf3en intensiv mit dem Spriihreagenz an. Diese Unterschiede beruhen auf
Variationen in Kettenldnge und Grad der Sattigung der beteiligten Fettsduren. Es handelt
sich demnach bei den ,fehlenden“ 53% des Hundes sowohl um die Summe der nicht
erfassten Lipide, als auch um einen gewissen Prozentsatz an Fehleinschatzungen einzelner
Lipidkomponenten durch unterschiedliche Farbintensitat. Diese kann durch mdoglicherweise

bestehende Unterschiede in der Kettenlange der Fettsauren begriindet sein.

5.3.3.1.1 Sebumlipide

Uber die Herkunft dieser nicht naher bestimmten Fraktionen lasst sich spekulieren. Wie
bereits in Kapitel 5.3.2.1 (S. 93) erlautert, spielen Sebumlipide mit Sicherheit eine wichtige
Rolle. Nicolaides et al. (1967) untersuchten die Zusammensetzung des Sekrets der
Talgdrise bei verschiedenen Spezies und beim Menschen. Das Sebum der Felltiere enthalt
im Gegensatz zum Menschen und zum Schwein viele Diester und nur wenige
Wachsmonoester. Squalen ist, wenn Uberhaupt, nur in Spuren vorhanden. Wachsester
werden bei der Analyse nicht erfasst und kénnten einen wichtigen Anteil der unbekannten
Lipidfraktion bilden.
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Die Lokalisation der Hunde-spezifischen Spots (markiert in Abb.23, S. 72) auf den DC
Platten lasst den Schluss zu, dass es sich dabei um Mono- und Diester aus dem Sebum
handeln kdnnte.

Die Beobachtung, dass im SC des Schweines viel weniger unbekannte Lipide zu finden sind,
wird unterstitzt durch die Tatsache, dass das Schwein nur sehr wenig Sebum produziert
[Sato et al., 1991]. Die Menge der Talgsekretion je Hauteinheit wird durch das totale
Talgdrisenvolumen bestimmt. Demnach ist der geringe Anteil an Oberflachenlipiden der
anatomischen Situation geschuldet, nach welcher das Schwein nur wenige pilosebactse
Einheiten und verhaltnismafig kleine Talgdrisen besitzt [Nicolaides et al., 1967, Meyer et
al.,, 1978]. Eine kleine, nicht analysierte Restfraktion ist exogenen Lipiden (durch Blut,
Schmutz), sowie moéglicherweise enzymatischen Spaltprodukten auf der Hautoberflache

zuzuschreiben.

5.3.3.1.2 Haarlipide
Einen weiteren Ursprung des unbekannten Lipidanteils, der nicht mit Hilfe der

Standardldsungen identifiziert wurde, stellen die Lipide der Haare, resp. des Fells, dar. Diese
enthalten vor allem verzweigt-kettige Fettsduren und Cholesterylsulfat [Downing 1992].
Birkby et al. (1982) analysierten die Zusammensetzung der Haarlipide und bestatigten
zusatzlich das Vorhandensein von Phospholipiden, Glycolipiden und Ceramiden. Daraus
wird ersichtlich, dass sich unter den Lipiden der Haarkutikula Fraktionen befinden, die
standardmaRig bei der HPTLC nicht erfasst wurden. Einer eigenen Analyse der Haarlipide
zufolge, wurden mit den bekannten Standards lediglich 21% (Hund) bis 54% (Kaninchen)
aller enthaltenen Lipide erfasst. Demnach besitzt der Hund einen grof3en Anteil unbekannter
Lipidfraktionen in den Haarlipiden; genauso findet sich bei diesem Tier ein hoher, nicht
identifizierter Prozentsatz bei der Analyse der SC Lipide. Letzterer kénnte also wesentlich
vom Vorhandensein der Haare und deren individueller Lipidzusammensetzung beeinflusst
sein. In diesem Zusammenhang ware eine genauere Aufschlisselung der einzelnen
Fraktionen vonnéten, um den exakten Anteil an Sebum und Haarlipiden bestimmen zu
kénnen. An dieser Stelle sei daraufhin gewiesen, dass sich einige Autoren [Ponec et al.,
2002, Norlén et al., 1999, Zellmer und Lasch 1997, Elias 1981] bei der Angabe der
prozentuellen Anteile der Lipidgruppen auf die Gesamtheit aller erfassten Lipide, oder auf die
Summe des mit dem Losungsmittel extrahierbaren lipophilen Materials, beziehen und
demnach in der Summe immer 100% erreichen, was falschlicherweise den Eindruck
erweckt, als gabe es keine Kontamination mit Lipiden, die nicht originar dem SC

entstammen.
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5.3.3.1.3 Die Hauptkomponenten
Wie bereits erwahnt, finden sich in der Literatur Ubereinstimmende Angaben uber die
Lipidzusammensetzung der interzellularen SC Matrix. Ceramide, freie Fettsauren,
Cholesterol und Cholesterolester stellen die Hauptkomponenten dar [Downing 1992,
Madison 2003, Wertz und Downing 1991, Schaefer und Redelmeier 1996]. Diese Ergebnisse

beziehen sich meist auf Untersuchungen an der Haut von Schweinen oder Menschen.

Triglyceride - Kontamination

Die vier Hauptlipidklassen finden sich zu unterschiedlichen Anteilen je nach Spezies, im SC
von allen der untersuchten Tierarten wieder. Eine besondere Stellung nimmt bei dieser
Analyse eine weitere Lipidfraktion ein: die Triglyceride. Das Vorkommen von Triglyceriden in
der Lipidmatrix des SC wird in der Literatur unterschiedlich bewertet. Wéahrend einige
Autoren keine, oder nur geringe Anteile von Triglyceriden im SC beobachteten [Law et al.,
1995, Gray und Yardley 1975 und 1982], offenbaren andere Studien erhebliche Anteile
[Squier et al., 1991, Grubauer et al., 1989]. Diese werden im Allgemeinen der Kontamination
mit subkutanem Fettgewebe zugeschrieben. Downing (1992) resimierte in einem Review,
dass bei den Analysen haufig Triglyceridanteile von 25 — 30% ermittelt werden. Wenn es
jedoch gelingt, die Epidermis ohne Inzision in das subkutane Fettgewebe zu entfernen, ist
ein Anteil von 1 — 2% zu erwarten. Auch Wertz und Downing (1991) gaben beim Schwein
einen Triglyceridanteil von 2,8% an. Da sich im Sebum der Tiere im Gegensatz zum
Menschen keine Triglyceride finden [Nicolaides et al., 1968], ist anzunehmen, dass das
Vorkommen exzessiver Triglyceridmengen im SC auf eine Kontamination mit subkutanem
Fettgewebe zuriickzufuhren ist. Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen diese Annahme. Bei
der Analyse von porzinem SC sind Triglyceride, wenn Uberhaupt, nur in Spuren zu finden,
wahrend fur Hund, Katze und Kaninchen weitaus gréRere Mengen ermittelt wurden. Diese
Beobachtung lasst sich mit einem Unterschied in der Methodik bei der Vorbereitung der
Proben erklaren: beim Schwein erfolgte die Isolierung der Epidermis an Spalthaut. Das
bedeutet, der Kontakt zu subkutanem Gewebe ist ausgeschlossen. Aufgrund der sehr viel
geringeren Hautdicken der Felltiere war die Spalthautentnahme nicht mdglich. Die Haut
wurde mit dem Skalpell exzidiert, subkutanes Fett manuell abgeltst. Dabei ist ein direkter
Kontakt des SC mit Fettgewebe durchaus mdglich. Weiterhin ist es denkbar, dass sich Reste
des Fettgewebes bei der Isolation der Epidermis in Dispase l6sen und so in Kontakt mit der

Hautoberflache treten kdnnen.
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Relativ grof3e Standardabweichungen innerhalb der einzelnen Tiere zeigen weiterhin, dass
der Triglyceridgehalt nicht sehr konstant ist und jede Probe damit potentiell unterschiedlich

stark kontaminiert ist. Die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination wird damit unterstrichen.

Ceramide, Cholesterol und freie Fettsauren

Nach Subtraktion der Triglyceridkontamination sind die Prozentangaben der analysierten
Lipidfraktionen des SC bei Hund, Katze und Kaninchen geringer. Somit nahert sich der Anteil
der SC Lipide am SC Trockengewicht den Werten des Schweines an. Eine Ausnahme bildet
die Katze, bei der Ceramide, freie Fettsauren, Cholesterol und Cholesterolester zusammen
15,22% des SC Trockengewichtes erreichen. Damit stellen die SC Lipide fast den doppelten
Anteil im Vergleich zu Hund, Kaninchen und Schwein. Beim Vergleich der
Zusammensetzung der SC Lipide mit Literaturangaben, besteht zun&chst die Schwierigkeit
fehlender Referenzen fur Hund, Katze und Kaninchen. Daher bezieht sich die Diskussion der
Analysewerte bei diesen Tieren unter Ignorierung der Triglyceridanteile auf die Angaben
beim Schwein.

Beim Schwein decken sich Angaben zur Komposition der SC Lipide in der Literatur [Downing
1992, Madison 2003, Gray und Yardley 1975, Wertz und Downing 1991, Grubauer et al.,
1989, Law et al., 1995] weitestgehend mit den Analyseergebnissen. Die gréf3te Fraktion
bilden die Ceramide mit 4,31%, gefolgt vom Cholesterol mit 2,15% und den freien Fettsauren
mit 1,89%.

Cholesterolester

Beim Schwein erreichen die Cholesterolester mit 0,25% den kleinsten Anteil der
untersuchten Lipide. Im Gegensatz dazu bildet diese Fraktion im Stratum corneum der
Felltiere den groften Anteil. Cholesterolester sind bei allen drei Spezies diejenige
Lipidklasse mit dem prozentual starksten Vorkommen. Besonders extrem erscheint dies bei
der Katze. Hierbei stellt sich erneut die Frage, ob es zusétzlich zum SC andere vorstellbare
Quellen fur Cholesterolester gibt, die diskutiert werden sollten. Hier finden sich auch in der
Literatur widerspruchliche Angaben. Wahrend meist davon ausgegangen wird, dass sich der
Gehalt an Cholesterolestern bei etwa 5% bewegt [Gray und Yardley 1975, Wertz und
Downing 1991], ist anderen Untersuchungen zufolge beim Menschen ein Gehalt von 15%
[Norlén et al., 1999], bzw. 10% [Wertz et al., 1987], festgestellt worden. Damit ist durchaus
denkbar, dass innerhalb der SC Lipide von Hund, Katze und Kaninchen besonders hohe
Cholesterolesterwerte vorkommen und sich diese Spezies darin massiv vom Schwein

unterscheiden.
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Theoretisch ist aber auch vorstellbar, dass sich Cholesterylester der Kutikula aus
vorhandenen Haarresten [Downing 1992, Birkby et al., 1982] I6sen kénnen und somit
falschlicherweise als SC Lipide mit in die Analyse eingehen kdnnten. Die Untersuchung der
Haarlipide zeigte jedoch, dass speziesspezifische Unterschiede existieren: wahrend
Cholesterolester dem Hund kaum eine Bedeutung zugemessen wird, scheinen diese bei der
Katze und dem Kaninchen eine gréRere Rolle zu spielen. Ein zweiter méglicher Ursprung der
Cholesterolester ist das Sebum. Dies gabe eine Erklarung fur das gehaufte Vorkommen bei
den Felltieren, da wie bereits erlautert, Sebum nicht vollstandig entfernt wurde und somit zu
einem gewissen Anteil mit in die Analyse einflie3t. Hund, Katze und Kaninchen besitzen im
Vergleich zum Schwein sehr viel mehr pilosebacdse Einheiten und produzieren somit
ungleich mehr Talg dessen Lipidfraktionen den Cholesterolestergehalt bei diesen Tieren
anteilig erhohen koénnen. Da es zu Unterschieden der produzierten Talgmenge und
Lipidzusammensetzung des Sebums zwischen Hund, Katze und Kaninchen bisher keine
vergleichenden Angaben gibt, ist anzunehmen, dass die beobachteten Unterschiede auf
tatséchliche Unterschiede in der Zusammensetzung der SC Lipide zwischen den einzelnen
Spezies zuriickzufuhren sind. Auch wenn mit dieser Arbeit die genauen Relationen der
Hauptkomponenten Ceramide, Cholesterol, freie Fettsduren und Cholesterolester aufgrund
der nicht auszuschlieRenden Einflisse des Sebums, der Umwelt und mdglicherweise der
Haare nicht exakt ermittelt werden konnten, ist die bisherige Annahme widerlegt, dass sich

die SC Lipide in ihrer Zusammensetzung innerhalb der Spezies nicht unterscheiden.

5.3.3.2 Standardabweichungen — Ursachensuche

Bei der Analyse fallen immer wieder bei allen vier Tierarten relativ grof3e interindividuelle

Standardabweichungen auf. Im Folgenden sollen denkbare Ursachen diskutiert werden.

5.3.3.2.1 Diskontinuitat der Lipide innerhalb des SC
Untersuchungen zufolge andert sich die Lipidzusammensetzung nicht nur innerhalb der
verschiedenen Schichten der Epidermis, sondern auch innerhalb des SC. Norlén et al.
(1999), sowie Bonté et al. (1997) stellten fest, dass sich das Verhaltnis der
Hauptkomponenten Cholesterol, Ceramide und freie Fettsduren signifikant von den inneren
zum aulReren Hornzellschichten @ndert. Daher ist es denkbar, dass bei der Praparation
Schichten verloren gehen kénnen. Fehlt beispielsweise die apikale Schicht des SC, hatte
dies einen Abfall des Gesamtcholesterolgehaltes zur Folge, da sich in dieser Schicht

prozentual mehr Cholesterol befindet. Weiterhin gibt es regionale Unterschiede.
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An Untersuchungen am Menschen wurde bewiesen, dass die Lipidzusammensetzung des
SC an Oberarm und Handgelenk signifikant unterschiedlich ist [Lampe et al., 1983]. Es ist
daher nicht sicher, inwiefern Abweichungen in der Lokalisation der Probenentnahme am Tier

zu variierenden Analyseergebnissen flihren kénnen.

5.3.3.2.2 Homogenitat der Gruppen
Ein weiterer Punkt ist die Homogenitat der Gruppen. Mit Ausnahme der Katzen stammen alle
Individuen einer Spezies aus einer einheitlich geziichteten und gehaltenen Gruppe. Auffallig
ist, dass gerade jene Tierart die groRten interindividuellen Standardabweichungen aufweist.
Geschlecht, Alter, Genetik, mdgliche Erkrankungen, aber auch aul3ere Umwelteinfliisse wie
Haltungsbedingungen, Fltterung und Stress haben einen Einfluss auf die
Talgdrisenproduktion [Zouboulis 2004, Pochi et al., 1979, Thody und Shuster, 1989, Ebling
1974, Akimoto et al., 2003]. Unterschiedliche Umgebungen beeinflussen bis zu einem
gewissen Grad die Quantitat und Qualitat der exogenen Oberflachenlipide. Es ist daher
anzunehmen, dass die hohen Standardabweichungen bei der Katzengruppe hauptséchlich
durch Abweichungen der Menge und Zusammensetzung von Sebum- und exogenen Lipiden
zustande kommen. Denkbar, bisher jedoch nicht eindeutig nachgewiesen, ist zusatzlich
auch, dass einige dieser Faktoren auch die Lipidzusammensetzung des SC modifizieren
kdnnen [Elias 1983, Williams und Elias 1987].

5.3.4 Tierartliche Besonderheiten: charakteristische , Spots* beim Hund
und beim Kaninchen und spezifisches Ceramidmuster

5.3.4.1 Besondere Lipide des Hundes und des Kaninchens

Wie aus Abb. 23 (S. 72) hervorgeht, weisen alle Individuen der Hunde- und der
Kaninchengruppe jeweils charakteristische Spots auf den DC Platten auf, die bei den
anderen drei Spezies nicht vorgefunden werden. Da sowohl alle Hunde, als auch alle
Kaninchen, unter bekannten, definierten Bedingungen gehalten wurden und demnach eine
Behandlung des Fells oder der Haut mit lipophilen Substanzen sicher ausgeschlossen
werden kann, wird davon ausgegangen, dass exogene Lipide als Ursprung ausgeschlossen
werden kdnnen. Haarlipide spielen aufgrund der geringen Menge (beim Hund erreichen die
Lipide gerade einen Anteil von 0,35% am Haartrockengewicht) dabei eine eher
untergeordnete Menge, zumal Gro6Re und Intensitat der Spots einen hohen Gehalt
versprechen.
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Die Lokalisation der Spots auf den DC Platten lasst vermuten, dass es sich bei den Hunden
um Wachsdiester des Typs Il handelt. Die beiden haufigsten Wachsdiester sind zum einen
eine veresterte langkettige Fettsdure und zum anderen eine veresterte kurzkettige Fettsaure.
Letztere ist als isovalerische Saure verantwortlich fir den typischen Hundegeruch [Wertz
2005, pers. Komm.]. Bei den Kaninchen handelt es sich wahrscheinlich um Fettalkohole oder
1,2 Diole mit einer veresterten Fettsdaure. Der Ursprung beider spezifischer Lipide ist im
Sebum zu suchen. Es sind Unterschiede im Lipidgehalt des Sebums bei den einzelnen
Spezies bekannt. Dabei existieren zwei unterschiedliche Diestertypen: Wahrend Kaninchen
und Katzen den Typ | (Hydroxyfettsdure) aufweisen, besitzen Hunde vornehmlich Typ Il (ein
Alkan) [Nicolaides et al., 1970]. Eine Differenzierung dieser beiden Typen ist jedoch nicht die
Ursache fur die beobachteten spezifischen Spots, da Diester nur als ganzes erfasst werden.
Bei den Kaninchen handelt es sich zweifelsfrei um eine andere Lipidkomponente. Vielmehr
ist anzunehmen, dass zwei neue Lipidklassen im Sebum von Kaninchen und Hund
vorgefunden wurden, die als charakteristisch fiir die jeweilige Spezies gelten. Solange beide
Lipidklassen jedoch nicht eindeutig identifiziert sind, besteht theoretisch auch die
Mdglichkeit, dass es sich um origindre Lipide aus dem Stratum corneum der Hunde und

Kaninchen handelt.

5.34.2 Das individuelle Ceramidmuster

Ein weiterer interspezifischer Unterschied ist der Anteil und die Zusammensetzung der
Ceramide. Der Anteil der Ceramide schwankt von 1,12% beim Kaninchen, bis 4,3% des SC
TG beim Schwein. Somit besteht ein deutlicher quantitativer Unterschied. Das
Ceramidmuster spiegelt die einzelnen Anteile der verschiedenen Ceramide wider. Generell
gibt es in der Literatur Uneinigkeiten zur Anzahl der im SC vorkommenden Ceramide.
Wahrend einige Autoren von sechs verschiedenen Ceramiden ausgehen [Wertz und
Downing 1991, Melnick et al., 1988, Lavrijsen et al., 1994], existieren nach neuerer Meinung
neun Ceramide [Steward and Downing 1999, Hamanaka et al., 2002, Ponec et al., 2003, de
Jagger et al., 2004]. Im Allgemeinen erschwert die teilweise sehr uneinheitliche Nomenklatur
den qualitativen Vergleich der Analysen untereinander. In Abb. 24 (S. 73) ist deutlich zu
erkennen, dass jede Spezies ein eigenes typisches Ceramidmuster besitzt. Somit bestehen
offensichtlich auch qualitative Unterschiede in der Zusammensetzung der Ceramide
innerhalb der vier Tierarten. Um diese Unterschiede genauer definieren zu kénnen, ist eine

exakte Aufschliisselung der Ceramidfraktion notig.
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Diese Auftrennung und Quantifizierung kénnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein

und ist essentiell fir die Benennung tierartspezifischer hautphysiologischer Unterschiede.

5.4 Auswirkungen der Lipidzusammensetzung auf die Penetration

5.4.1 Die Bedeutung der SC Lipide fur die Barriereeigenschaften

Aufgrund der Beobachtung, dass die speziesspezifische perkutane Absorption nicht mit der
Hautdicke korreliert, entwickelten Elias et al. (1981) die Theorie, dass der Lipidgehalt der
Haut die Barriere fir die perkutane Absorption darstellt und dass Unterschiede zwischen den
Spezies auf Differenzen im Lipidgehalt zurtickzufihren sind. Andersherum zeigte sich in
Studien, dass die epidermale Lipidsynthese im Sinne einer Zunahme von Anzahl und
Aktivitat der Lamellar granules signifikant ansteigt, wenn die Permeabilitatsbarriere
experimentell zerstért, und damit ein erhéhter TEWL verursacht wurde [Grubauer et al.,
1989, Holleran et al., 1997].

Die tatsachliche Bedeutung der SC Lipide fur die perkutane Absorption ist auch an den
Folgen der Delipidisierung erkennbar. Wird die Epidermis experimentell mit Losungsmitteln
behandelt, ist ein Anstieg der Diffusionsrate um das bis zu 100fache zu verzeichnen.
Hingegen folgt der Behandlung mit Keratinolytika ein nur geringer, nicht signifikanter Anstieg
[Alvarez-Roman et al.,, 2003, Landmann 1985, Menczel 1999]. Grubauer et al. (1989)
behandelten die Hautoberflache von Nacktmé&usen mit Aceton und stellten fest, dass sich der
Grad der Barrierestérung proportional zur Menge der extrahierten Lipide erhéht. Gleichzeitig
wurde ein genereller Anstieg der Sterol- und Fettsdurebiosynthese verzeichnet. Elias et al.
(1981) untersuchten die Diffusionsraten verschiedener Korperregionen des Menschen und
verglichen diese mit den relativen Lipidgewichten des SC. Dabei stellte sich heraus, dass
sich die Diffusionsrate jeweils umgekehrt proportional zum Lipidgewicht verhalt. Studien am
Rattenmodell bewiesen, dass die Lipidzusammensetzung im SC in einem &ufRerst fein
ausbalancierten Gleichgewicht vorliegt. Wird nur eine einzige Fettsaure durch eine andere
gleicher Kettenlange mit einer statt zwei Doppelbindungen ersetzt, ist die Barriere nicht mehr
gewahrleistet [Menon et al., 1985]. Auch Erkrankungen bei denen ein Defekt eines einzigen
Enzyms vorliegt, fihren zu schweren Stérungen der Barriereintegritat [Holleran et al., 1994,
Sidransky et al., 1992]. Diese Tatsachen lassen die Schlussfolgerung zu, dass die totale
Lipidzusammensetzung, das heiRt, die Relation ihrer Einzelkomponenten untereinander,

mafigeblich fiir die Barrierefunktion verantwortlich ist [Grubauer et al., 1989].
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54.1.1 Die Relevanz des Phasenverhaltens der Lipiddoméanen

Die Zusammensetzung der Matrix aus den Hauptkomponenten Ceramide, Cholesterol und
freie Fettsauren ist ein fein abgestimmtes System, in welchem die physikalischen und
chemischen Eigenschaften der Lipide maf3geblich fur die Funktion als Barriere sind. Dabei
spielt das Phasenverhalten der Lipiddomé&nen eine entscheidende Rolle. Alle freien
Fettsauren und Amid-gebundenen Fettsauren in den Ceramiden sind unverzweigt und
besitzen keine Doppelbindungen. Dadurch wird ein enges, laterales Zusammenpacken und
die Formation einer hochgeordneten Gelphasen (= kristalliner) Membrandoméane ermdglicht.
Diese ist weniger fliissig und impermeabler als die typischen flussigkristallinen, Phospholipid
— dominanten Membranen. Cholesterol sorgt fur die nétige Fluiditat der Membranen, die
sonst moglicherweise starr und briichig waren. Die Koexistenz von fliissig — kristallinen und
Gelphasen Doménen in den Membranen des SC wurde in zahlreichen biophysikalischen
Studien bestatigt [Madison 2003]. Diffusion innerhalb der SC Lipidmatrix findet entweder
senkrecht zur Lipidlamelle (translamellar) oder parallel dazu (lateral-lamellar) statt. Es wird
vermutet, dass die translamellare Diffusion von Substanzen mit der Anzahl der trans-gauche
Isomeren, d.h. mit den Membranordnungsparametern, zusammenhangt. So wird die
verminderte Permeabilitdt von Liposomen in der Gelphase im Vergleich zur flissig-
kristallinen Phase Unterschieden in den Membranordnungsparametern der Phasendoménen
zugeschrieben. Die laterale Diffusion wird sowohl durch die Membran ,Fluiditat’, bzw.
Viskositat, als auch durch die Tatsache bestimmt, ob die kontinuierliche Domé&ne fest oder
flussig ist. Die Formation von diskontinuierlichen Phasen, das heil3t, die Anwesenheit von
soliden (festen) Domanen ist charakteristisch fiir Membranen mit bis zu 10°fach geringeren
Diffusionskoeffizienten verglichen mit zellularen Membranen. Daraus wird ersichtlich, dass
die einzigartige Komposition der interzellularen Lipiddomanen des SC fir die strukturellen
und funktionellen Eigenschaften verantwortlich ist, die die Formation einer derart effizienten
Permeabilitatsbarriere erméglichen [Schaefer und Redelmeier, 1996].

Inwieweit die Unterschiede in der Lipidzusammensetzung der vier untersuchten Tierarten
Auswirkungen auf das Phasenverhalten der Lipiddomé&nen besitzen, kann nur spekuliert
werden. An dieser Stelle sind eingehende, sensiblere Analysen der strukturellen
Zusammensetzung der Einzelbestandteile erforderlich. Nicht nur die Aufschliisselung der
Ceramidfraktionen, sondern auch die Untersuchung von Kettenlange, Doppelbindungen etc.,
ist wichtig, um eine Aussage bezlglich deren Rolle im Phasenverhalten zu treffen. Nur dann

lassen sich Vorhersagen lber die Penetrationseigenschaften ableiten.
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54.1.2 Das Cholesterol/Ceramid Verhéltnis

Norlén et al. (1999), sowie Bonté et al. (1997) untersuchten die Lipidzusammensetzung des
SC verschiedener Kérperregionen, sowie innerhalb verschiedener Schichten des SC.
Parallel dazu wurden verschiedene biophysische Eigenschaften, wie der TEWL, bestimmt.
Dabei stellte sich heraus, dass eine Korrelation zwischen den Barriereeigenschaften der
Haut und der Lipidzusammensetzung existiert. Wahrend jedoch der Ceramidgehalt, wie
zunachst vermutet, in keinem Zusammenhang stand, offenbarte sich eine direkte Korrelation
mit dem Cholesterol/Ceramid (Chol/Cer) Verhaltnis. Dabei war ein geringeres Chol/Cer
Verhdltnis mit einem hoéheren TEWL, d.h. einer geringeren Barrierefunktion, assoziiert.
Werden diese Zusammenhange auf die Analyseergebnisse der Tiere Ubertragen, lasst sich
folgendes feststellen: das Verhaltnis von Cholesterol zu Ceramiden ist beim Kaninchen 1,32,
bei Hund 2,02, bei der Katze 1,59 und beim Schwein 2,00. Das geringste Verhaltnis in
Verbindung mit einer héheren Permeabilitét findet sich beim Kaninchen, gefolgt von der
Katze. Die Verhdltnisse von Hund und Schwein sind in etwa gleich. Wie bereits diskutiert
(siehe Punkt 5.2.2, S. 84), weist das Kaninchen die hdochste Permeabilitdt innerhalb der
untersuchten Tierarten auf. Aus Tabelle. 16 (S. 86) geht hervor, dass die Haut der Katze
permeabler ist, als die des Hundes. Analog ist auch das Chol/Cer Verhaltnis bei dieser
Tierart geringer. Daraus lasst sich ableiten, dass in dem Lipidverhéltnis eine weitere,
mogliche Erklarung fur die spezifischen Unterschiede in der kutanen Permeabilitat innerhalb
der Tierarten liegt. Weiterhin liegt hierin ein neuer Ansatz, da bisher hauptsachlich der
Gehalt und die Zusammensetzung der Ceramide als die grof3te Fraktion fur die
Barriereeigenschaften der SC Lipide verantwortlich gemacht wurden. Dennoch ist die kutane
Penetration beim Schwein verschiedenen Studien zufolge am geringsten und sollte der
Theorie nach mit einem weiten Chol/Cer Verhdltnis einhergehen. Andersherum sollte der
Hund mit weitaus permeabler Haut ein engeres Verhéltnis besitzen als das Schwein, was in
dieser Untersuchung nicht der Fall ist. Um zuverlassigere Aussagen bezlglich dieser
Korrelation treffen zu kdnnen, sind genauere Untersuchungen noétig. Hierbei sollten nicht nur
eine Analyse der SC Lipide erfolgen, sondern auch die Bestimmung der biophysikalischen
Eigenschaften, sowie die Durchfihrung von Penetrationsversuchen, um die Ergebnisse

direkt miteinander zu korrelieren.
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5.5 Permeabilitdt und Korneozytendurchmesser

Neben Haarfollikeldichte, Talgdriisen- und Schwei3driisendichte, sowie der interzellularen
Lipidmatrix des Stratum corneum wird die GréRRe der individuellen Korneozyten als eine
weitere anatomische Variable fur die Unterschiede im Penetrationsverhalten der Spezies
verantwortlich gemacht [Riviere und Papich 2001]. Die Messungen der Zellen zeigen jedoch,
dass keine direkte Korrelation zwischen Permeabilitdt und Durchmesser besteht, da Hund,
Kaninchen und Katze nahezu gleiche Werte aufweisen. Lediglich fur das Schwein wurden
geringere Werte ermittelt. Dabei muss einschrankend jedoch beachtet werden, dass dieser
Parameter nur ein zweidimensional ermittelter ist, die Korneozyten in vivo jedoch in einer

dreidimensionalen Struktur vorliegen.

5.5  Schlussfolgerung

Die Haut der verschiedenen Tierarten hat je nach Lebensraum unterschiedliche Anspriiche
zu erfullen. Die Ausbildung eines an die individuelle Umweltsituation angepassten
Haarkleides ist ein entscheidendes Merkmal unserer Lands&augetiere. Neben vielen anderen
Funktionen ist der Haarfollikelkomplex auch am Schutz vor dem Eindringen kdrperfremder
Substanzen beteiligt. Die Gesamtoberflache der Follikel geht mit der Permeabilitat der Haut
der einzelnen Tierarten einher. Auch der Lipidteil des SC als dulRere Barriere der Haut ist
innerhalb der Spezies unterschiedlich aufgebaut. So haben Wale und Delphine, deren
Anforderungen an die Barriere der Haut andere sind, als die ihrer terrestrischen
Artgenossen, kurzkettigere N-acetylierte Fettsduren statt der langkettigen gesattigten
Fettsduren bei Landsaugern. Auch bei Végeln bestehen einige Unterschiede im Ablauf der
Umbauprozesse in den LGs. Die Lipidmassen des SC sind bei Végeln moglicherweise
durchldssiger als die Bilayer-Strukturen der Sauger, wodurch der um ein Vielfaches hohere,
transepidermale Wasserverlust erklart werden kann [Elias et al., 1987, Landmann 1988].

Uber Unterschiede in der Lipidzusammensetzung des SC bei verschiedenen
Saugetierspezies ist bisher nicht viel bekannt. Die meisten Untersuchungen existieren zur
Haut von Mensch und Schwein. Dabei sind die Unterschiede zwischen Mensch und Schwein
nur gering [Wertz und Downing 1991]. Gray und Yardley (1975) verglichen in den siebziger
Jahren die Zusammensetzung der Lipide im Stratum basale und Stratum spinosum von
Mensch, Schwein und Ratte. Sie stellten fest, dass sich die Ratte in der Lipidkomposition von

den anderen beiden Spezies starker unterschied.
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Diskussion

Daraus wird ersichtlich, dass Unterschiede innerhalb der Tierarten nicht nur wahrscheinlich,
sondern auch logische Folge der evolutiondren Anpassung sind. Die in dieser Arbeit
vorgelegten Untersuchungen zeigen, dass sowohl in der GrélRe und Verteilung der
Haarfollikel, als auch in der Lipidzusammensetzung des Stratum corneum erhebliche
Unterschiede innerhalb der Spezies existieren. Dabei finden sich Korrelationen beider
Parameter mit den durch zahlreiche Studien ermittelten kutanen Permeabilitditen der
untersuchten Tierarten. Durch die Analyse dieser Unterschiede werden Erklarungsansatze
fur das Verstandnis von interspezifischen Penetrationsunterschieden geschaffen. Durch den
Vergleich mit der Haut des Menschen muss die Einsetzbarkeit verschiedener Labortiere als
Hautmodelle erneut revidiert werden. Sowohl im Hinblick auf die Haarfollikelmorphologie und
deren Einfluss auf die transdermale Penetration, als auch auf die Zusammensetzung der
Stratum corneum Lipide, gleicht das Modell des Schweineohrs unter allen untersuchten
Tierarten der Haut des Menschen am meisten. Demnach kann dieses Modell analog zu
bisherigen Untersuchungen [Meyer et al., 1978, Meyer 1986, Meyer 1996] aufgrund der
hautphysiologischen Ahnlichkeit fir den Einsatz in der humanmedizischen Forschung
empfohlen werden. Dahingegen zeigen Hund, Katze und Kaninchen deutliche Unterschiede
nicht nur zur Haut des Menschen, sondern auch innerhalb der Spezies. Diese wurden in der
vorliegenden Arbeit erstmalig quantifiziert und bieten eine Grundlage fiir Evaluierung von
Tiermodellstudien fiir die Haut des Menschen. Gleichzeitig entstehen Vorraussetzungen fir
die Optimierung topisch applizierbarer Pharmaka bei unseren Haustierspezies. Besonders
auf dem Gebiet der Lipidanalyse des Stratum corneum sind jedoch weitere Untersuchungen
notig, die einen tieferen und eingehenden Einblick in dieses Gebiet ermdglichen und die

vorliegenden Ergebnisse weiter prazisieren.

106



