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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung— Das transdermale System

Seit Jahrhunderten werden Stoffe zum Schmuck, zum Schutz oder zu medizinischen
Zwecken topisch appliziert. Ein Wirkstoff kann in die Haut penetrieren und dort zur
Behandlung haut- oder haarassoziierter Krankheiten dienen bzw. die Haut
durchdringen, das Lymph- oder Blutsystem erreichen und systemische Wirkung
entfalten. Erhaltlich sind Pflastersysteme zur Behandlung von Reiseubelkeit,
Herzkreislauferkrankungen, Schmerzen, zur Hormontherapie und Kontrazeption sowie
zur Nikotinsubstitution (1-5). Im Vergleich zur oralen oder parenteralen Darreichung
werden systemische Nebenwirkungen und Belastungen z.B. des hepatischen
Metabolismus vermindert.

Der Haarfollikel spielt eine wichtige Rolle als Penetrationsweg zur Uberwindung der
Hautbarriere. Im Gegensatz zum Stratum cormmeum (SC), das raschen
Erneuerungsprozessen unterliegt, bilden Haarfollikel ein Langzeitreservoir fur topisch
applizierte Praparate. Durch die anatomische Nahe zu haarfollikelassoziierten Immun-
und Stammzellen, Melanozyten sowie Talgdrisen und perifollikularen Blutgefallen ist
gezielte Pharmakotherapie mdglich. Einen Schwerpunkt der Forschung stellt dabei die
kutane Applikation bioaktiver Molekule in Form von Mikro- und Nanopartikeln dar, die
groRenabhangig in Haarfollikel penetrieren und aggregieren konnen.

Anhand verschiedenster Untersuchungsmethoden, die v.a. auf der Tesa®- Film-, bzw.
Cyanoacrylat- Abrisstechnik, der Spektrophotometrie und der Konfokalen Laser
Scanning Mikroskopie basieren, konnen in vitro und in vivo pharmakokinetische
Untersuchungen  und Penetrationsprofile ~ fur  Partikel  unterschiedlichster
physikochemischer Eigenschaften erstellt werden.

Neben dem morphologischen und funktionellen Status des Haarfollikels haben Grolie
und chemische Eigenschaften des Stoffes bzw. seines Vehikels Einfluss auf das
Penetrationsverhalten. Verschiedene Vorbehandlungstechniken wie der
Cyanoacrylatabriss (CSSS) oder Massage gelten als mechanische
Penetrationsverstarker (6-9).

Das follikulare Targeting mit bioaktiven partikularen Praparaten hat neben der
Deposition verschiedenster Arzneimittel Bedeutung fur die Immun-, Stammzell- und
Gentherapie sowie transkutane Vakzinierungen, jedoch im Hinblick auf die mdgliche

Toxizitat nanopartikularer Systeme auch im Bereich der Umweltmedizin.
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In der vorliegenden Arbeit soll das Penetrationsverhalten verschiedener Partikelgréfien
im  Nanometerbereich in  verschiedenen Formulierungen und nach den
Vorbehandlungstechniken CSSS und Massage im SC und in den Haarfollikeln

untersucht werden.

1.2 Anatomie der Haut

Die Haut bildet ein Grenzorgan zwischen Organismus und Umwelt. Neben
verschiedenen Sinnesfunktionen bietet sie Schutz vor Kalte, Hitze, Austrocknen des
Korpers durch grof3e Wasserverluste, UV- Licht, mechanischen Noxen, dem Eindringen
von Mikroorganismen und spielt eine besondere Rolle als Immunorgan. Fiur das
Verstandnis von Penetrationsvorgangen ist die Kenntnis der Anatomie der Haut von
Bedeutung.

Die Haut von Saugetieren besteht aus den drei Schichten der Epidermis, Dermis und
Subkutis. Die Epidermis ist ein verhornendes Plattenepithel ektodermaler Herkunft (10).
Sie hat eine Dicke von 50um bis 100um und besteht von unten nach oben aus dem,
einer Basalmembran aufsitzenden, Stratum basale, dem Stratum spinosum und dem
Stratum granulosum, welche die lebende Epidermis bilden. Diese ist Produzent des SC,
einer kernlosen Zellschicht. Diese Hornschicht, stellt die duRerste und groRte Barriere
fur die Penetration von Partikeln > 500 Da dar (11) Die Penetration von hydrophilen
Stoffen wird dabei eher behindert als die von lipophilen Komponenten (4).

Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten und ist standiger Erneuerung
unterworfen. Die Keratinozyten gehen wahrend der Passage von den basalen
Schichten der Epidermis zur Oberflache in Apoptose. Die daraus hervorgehenden
kernlosen, plattchenartigen Korneozyten bilden die Hornschicht. Wahrend dieses
Prozesses bauen die Zellen Phospholipide ab und synthetisieren Ceramide. Diese
werden, in Granula gepackt, sezerniert und bilden im Interzellularraum gemeinsam mit
Cholesterol, langkettigen freien Fettsauren und Cholesterolsulfat eine Art lipidhaltigen
Mortel, welcher die Hornzellen einbettet (12). Die Zellen Uberlappen sich, so dass
Cluster gebildet werden. An den Verbindungsstellen entstehen hydrophile Nanoporen
von durchschnittlich 20nm bis zu 100nm (4). Das SC besteht in Abhangigkeit von der
Korperregion aus 10 — 20 Lagen von Korneozyten, welche eine Dicke von etwa 220nm
—400nm haben. Das gesamte SC hat eine Dicke von etwa 10um — 20um (13)

Die Dicke und der Hydratationszustand des SC sowie die Zusammensetzung der
interzellularen Lipide bestimmt die kutane Permeabilitdtsbarriere. Neben der
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Barrierefunktion fungiert das SC als Reservoir fir topisch applizierte Stoffe. Dabei kann
u.a. die Bindung an das Keratin der Korneozyten (14) oder die Vermischung des Stoffes
mit den lipidhaltigen Bereichen eine Rolle spielen.

Unter der Epidermis befindet sich die Dermis, welche sich in das Stratum papillare und
retikulare gliedert und eine Dicke von 1mm- 2mm aufweist. Die Lederhaut ist ein
fibroelastisches Gewebe, das als Trager fur die die Haut versorgenden Nerven, Blut-
und Lymphgefalle sowie die Hautanhangsgebilde wie Haare, Nagel, Talg- und
Schweildrusen fungiert (13). Bindegewebszapfen ragen in die Epidermis hinein und
vergroRern damit die Austauschflache zwischen beiden Hautschichten. Im Stratum
papillare befindet sich der obere, an der Grenze zur Subkutis, einem Polster aus
Fettgewebe, der tiefe GefalRplexus der Haut.

Zu den Zellpopulationen der Epidermis zahlen neben den Keratinozyten die
Sinnesfunktionen ausibenden Merkelzellen, immunologisch wichtige Langerhanszellen
(LZ) und Melanozyten. Letztere produzieren Melanin und tragen zur Eigenfarbe der
Haut sowie dem Schutz vor UV- Licht bei. Zellpopulationen der Dermis sind
Fibroblasten, Dermale Dendritische Zellen, Makrophagen, Mastzellen und Lymphozyten
(15).

1.3 Hautanhangsgebilde

Zu den wichtigsten Hautanhangsgebilden gehdren neben den Nageln, auf die hier nicht

eingegangen werden soll, die Haare, die Talg- und die Schweildrisen.

1.3.1 Anatomie des Haarfollikels
Im englischen Sprachgebrauch wird oft von der ,pilosebaceous unit®

(Talgdrusenfollikeleinheit) gesprochen, um die Einheit von Haarfollikel, Haarschaft, dem
M. arrector pili und den assoziierten Talgdrisen zu beschreiben. Die zahlreichen
assoziierten Zellpopulationen sind an der Regulation biochemischer, metabolischer und
immunologischer Prozesse beteiligt (16).

Die Haarschaft besteht aus Keratin und steckt in einer ,Invagination der Epidermis, dem
Haarfollikel* (10) und durchzieht die Haut von der Subkutis oder Dermis aus. Der
Haarfollikel I&sst sich in drei Teile unterteilen (15):

Der untere Teil reicht von der Basis des Follikels inklusive des Haarbulbus bis zur
Insertionsstelle des Musculus arrector pili. Als Isthmus wird der Teil von der

Insertionsstelle des M. arrector pili bis zur Mindung des Talgdrisenganges bezeichnet.



Der Ansatzpunkt des M. arector pili wird auch als Wulstregion bezeichnet und bildet die
Grenze zwischen dem konstanten und dem variablen Anteil des Haarfollikels, welcher
einem Zyklus unterworfen ist.

Das trichterférmig erweiterte Infundibulum reicht vom Eingang der Talgdrise bis zur
Haarfollikel6ffnung. Das Epithel des Infundibulums ist dinner als das der umgebenden
interfollikularen Epidermis (17). Der obere Teil, das Akroinfundibulum, gleicht im Aufbau
der Epidermis. Im unteren Teil hingegen finden sich kleinere und bruchig wirkende

Zellen, welche die Hautbarriere permeabler fur Fremdsubstanzen machen (10).

Epidermis
Infundibulum

Talgdriise

Isthmus

Ansatzstelle M. arector Pili;
Woulstregion

1
Haarschaft
Unterer, variabler
Teil des Haarfollikels
Haarfollikel
Haarwurzel
Matrix
\ 4

Dermale Papille

Abbildung 1  Aufbau des Haares
Abb. 1 zeigt die Unterteilung des Haares und kennzeichnet die wichtigsten Strukturen

Die Haarwurzelscheiden stellen trichterférmige Einsenkungen der Haut dar, die sich um
die Haarwurzel bis in die Tiefe fortsetzen und in einer zwiebelférmigen Auftreibung, dem
Haarbulbus, enden.

Man unterscheidet die innere und &aullere epitheliale von der bindegewebigen

Wurzelscheide, dem Haarbalg. Die innere Wurzelscheide umfasst den Haarschaft und
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reicht nur bis etwa zur Talgdrisenéffnung. Sie ist nur in der Wachstumsphase des
Follikels nachweisbar und gibt keratinhaltige Zellen durch Desquamation in den
Haartrichter ab (10). Die aullere Wurzelscheide ist eine keratinisierte Schicht in
Kontinuitat mit der Epidermis. Umhtillt werden die epithelialen Wurzelscheiden von der
azellularen Basalmembran (Glasmembran).

Der Haarbulbus besteht aus einem epithelialen Anteil, die Matrix, die den dermalen Teil,
die Papille, glockenformig umhullt. Wahrend die Matrixkeratinozyten zu den
Wurzelscheiden differenzieren, induzieren die spezialisierten Fibroblasten der Papille
durch bestimmte Signale die einzelnen Phasen des Haarzyklus. Von der gefalireichen
Papille aus erfolgt die Ernahrung des Haares. Bulbus, Papille und Wurzelscheiden
bilden den Haarfollikel.

Aus den Matrixzellen, undifferenzierten Keratinozyten, bildet sich der Haarschaft. Dieser
besteht aus dem innen liegenden, aus dicht gepacktem Keratin aufgebauten Kortex und
der aullen liegenden Kutikula, einer einschichtigen Lage von dachziegelartig
angeordneten Hornzellen, welche sich mit der inneren Wurzelscheide verzahnen (18).

Die sich im Kortex befindliche Medulla kommt nur in Terminalhaaren vor.

1.3.2 Die Rolle der Langerhanszellen in der immunologischen Funktion des
Haarfollikels

Haarfollikel stellen eine Unterbrechung der Barriere des SC dar. Insbesondere sein
oberflachennaher Teil bietet eine primare Eintrittspforte fur Allergene jeder Art und
zeichnet sich durch eine hohe Dichte immunkompetenter Zellen aus (9). Auch
Keratinozyten sind nicht nur fir den Erhalt der physikalischen Hautbarriere
verantwortlich, sondern tragen durch die Produktion von Zytokinen zu einer balancierten
Immunantwort der Haut bei (19).

Christopher et al. (20) konnten zeigen, dass das distale Epithel des Haarfollikels dabei
nicht nur ein Reservoir fur LZ , sondern auch CD4+ und CD8+- Zellen aufweist. Letztere
befinden sich in der distalen auferen Wurzelscheide des menschlichen Haarfollikels in
hdherer Zahl als in der interfollikularen Epidermis. Makrophagen und Mastzellen sind
bevorzugt im perifollikularen Bindegewebe lokalisiert. Kaum vertreten sind B- Zellen,
Naturliche- Killer- Zellen und yd- T- Zellen (20).

LZ, die durch ihre horizontale Ausrichtung und langen Auslaufer etwa 20% der basalen
Epidermisflache abdecken (19), bilden ein Netzwerk mit immunologischer

Wachterfunktion (,sentinels®) gegen eindringende Fremdstoffe.
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Sie sind spezialisierte, aus dem Knochenmark stammende Leukozyten und besiedeln
die Epidermis mit einer Dichte von 500 (Rumpf, Kopfhaut, Arm, Bein) bis1000 (Gesicht,
Hals) LZ/cm? (21). Sie bilden etwa 2- 8% der epidermalen Zellpopulation. LZ zeichnen
sich durch ihre dendritische Morphologie, die Prasenz der einzigartigen
intrazytoplasmatischen ~ Organellen, der Birbeck Granula, und typische
Oberflachenmarker aus (22, 23). In Abwesenheit von Gefahrsignalen sind sie eine
Population ruhender Zellen, die immunologisch unreifen Dendritischen Zellen {DZ)
entsprechen.

Nach der Antigenaufnahme, wobei Makropinozytose, Rezeptor- vermittelte Endozytose
oder Phagozytose von Partikeln unterschieden werden (24), differenzieren sich die LZ
zu reifen DZ. Sie wandern, getriggert durch bestimmte Chemokine (25) zu den
regionalen Lymphknoten, wo sie naive B- und T- Zellen antreffen. Zu dem Aktivierungs-,
bzw. Reifungsprozess gehoért die Hochregulation von MHC | und Il sowie
kostimulatorischer Molekile (26, 27). E- Cadherin und CCR 6 werden herabreguliert,
was es den LZ erlaubt, ihre Bindung zu den Keratinozyten zu |I6sen (28). Mittels der
Sekretion von Metalloproteasen kdnnen sie extrazellulare Matrix, Basalmembran und
Dermis bis zum Treffen auf lymphatische GefalRe durchdringen und zu den
Lymphknoten migrieren (29). Dort sind sie befahigt als Retikulumzellen naive T- Zellen,
welche den fur das in der Peripherie aufgenommene Antigen passenden Rezeptor
tragen, zu stimulieren. Aktivierte T- Effektor und Gedachtniszellen sowie evtl. in
Interaktion mit B- Zellen generierte Antikdrper gelangen zurick in die Peripherie und
kénnen das Pathogen gezielt eliminieren (30).

Die Antigenaufnahme und Prasentation kann auf verschiedenen Wegen erfolgen .
Dabei werden durch Antigenprasentierende Zellen (APZ), zu denen die LZ zahlen, a)
mittels des endozytotischen Pathways exogene Antigene auf MHC Klasse Il Molekile
geladen und CD4+ T-Zellen oder b) auf dem endogenen Pfad endogene Antigene in
Verbindung mit MHC Klasse | Molekulen CD8+T- Zellen prasentiert (28).

T- Helferzellen (CD4") sind v.a. fir die humorale Immunantwort verantwortlich und
kénnen die Produktion von spezifischen Antikdrpern und die Aktivitat von Phagozyten
stimulieren, die Krankheitserreger in Kérperfliissigkeiten inaktivieren und eliminieren. T-
Killerzellen (CD8") identifizieren infizierte und entartete Zellen, die korperfremde
Proteine herstellen, und sind fahig, diese durch die zellulare Immunantwort zu

eliminieren.
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Zusatzlich besitzen DZ und isolierte LZ (31) die Fahigkeit exogene partikulare und
zellassoziierte Antigene mittels des MHC- | Pfades zu verarbeiten und die Produktion
von IFN-y sowie Zytotoxizitat in CD8+ T- Zellen zu induzieren (31) Dieser als
Kreuzprasentation bezeichnete Mechanismus ermoglicht die Induktion einer
Immunantwort gegen Viren und Tumoren (24, 28), ohne dass die APZ primar selbst
davon befallen sein muss. Nicht voll ausgereifte LZ nehmen auch unter normalen
Umstanden apoptotisches Material der Umgebung auf und migrieren zu den
Lymphknoten. Sie uben dadurch Toleranzfunktion aus, indem T- regulatorische Zellen,
welche eine Immunantwort unterdriicken, stimuliert werden (28).

Die Repopulation (32, 33) der Epidermis findet in stabilem Zustand durch
Vorlauferzellen aus der Haut bzw. einem haarfollikelassoziierten Reservoir statt (34).
Nach einer Entzindung, in deren Rahmen eine grof3e Zahl von LZ zu den abflieRenden
Lymphknoten migrieren, wandern LZ aus der Blutzirkulation zurick in die Epidermis
(22, 28). Dabei spielen durch epidermale Keratinozyten und dermale Fibroblasten
produzierte Chemokine, die Interaktion von Adhasionsmolekilen auf LZ, epithelialen
und dermalen Zellen sowie die proteolytische Aktivitat von Metalloproteasen eine

besondere Rolle.

1.3.3 Talgdriisen
Mit Ausnahme der so genannten freien Talgdrisen im Genitalbereich und der

Mundschleimhaut sind die Talgdrisen an den Follikelapparat gebunden. Sie sind
holokrine Drusen, welche Talg, eine fungi- und bakteriostatische Mischung aus
uberwiegend kurzkettigen Fettsduren produzieren (18). Das Sebum fliel3t Gber den
Talgdrisengang in das obere Drittel des Haarfollikels ab und schafft dort ein von
neutralen, nicht polaren Lipiden gepragtes Milieu. Die Sebumproduktion wird durch
Sexualhormone gesteuert und ist altersabhangig. Sie dauert etwa drei Wochen.
Zwischen seiner Freisetzung bis zum Erscheinen auf der Hautoberflache vergehen acht
Tage (35).

1.3.4 SchweiRdrisen
Es gibt zwei Arten von Schweilddrisen. Die Uber den gesamten Korper verteilten, von

Haarfollikeln unabhangigen, cholinerg innervierten ekkrinen Schweil3ddrisen haben eine
Bedeutung fur die Erhaltung des Warmegleichgewichts und die Hydrierung des SC. Die
adrenerg innervierten apokrinen Schweil3drisen kommen v.a. in der Achsel und

Perigenitalregion vor. Sie munden in das Infundibulum der Haarfollikel (10).
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1.4 Penetrationswege

Bezlglich der Penetrationswege kann die Diffusion durch die Interzellularsubstanz des
SC, das transzellulare Eindringen durch die Korneozyten und die Penetration durch
Anhangsgebilde, insbesondere die Haarfollikel, voneinander unterschieden werden (12,
36). Das Reservoir im SC bildet sich v.a. in seinen obersten Schichten aus und ist

aufgrund seiner standigen Umbau- und Erneuerungsvorgange von kurzer Dauer.

1.4.1 Rolle der Haarfollikel als Penetrationsweg
Studien, welche die Penetration in haarfollikelfreier mit follikelhaltiger Haut vergleichen,

deuten darauf hin, dass den Hautanhangsgebilden bei der Penetration von Stoffen eine
groRe Bedeutung zukommt. lllel et al. (37) untersuchten die noch follikelfreie Haut
neugeborener Ratten mit der alterer Tiere, die schon normal ausgebildete
Hautanhangsgebilde besalien. Man stellte dabei eine deutlich héhere Diffusion von
Hydrocortison durch die Haut fest. Zu ahnlichen Ergebnissen in vergleichenden
Penetrationsversuchen an haarlosen und normal behaarten Tiermodellen kommen z.B.
Shim et al., Kao et. al. und Hueber et al. (38-40).

Ein dichtes Kapillarnetz, welches mit den dermalen Gefalen assoziiert ist, versorgt den
oberen Teil des Haarfollikels und die Talgdrise mit Blut, wahrend die unteren
Follikelbereiche Anschluss an die Gefalie der tiefen Dermis und Subkutis haben (18)
Beide Gefallsysteme sind durch arteriovendse Shunts verbunden.

Otberg et al. (41) verglichen die Blutkonzentration von Koffein nach der Applikation auf
die Brusthaut von gesunden Probanden vor und nach dem Verschluss der sich dort
befindlichen Haarfollikel durch ein Lack- Wachs- Gemisch. Bei offenen Follikeln zeigte
sich nicht nur eine deutlich hdhere, sondern auch schneller messbare Konzentration
von Koffein im Blut.

Durch follikulare Penetration kdnnen topisch applizierte Stoffe oder andere Allergene
das SC Uberwinden, die Blutzirkulation erreichen und in Interaktion mit dem follikularen

Epithel und assoziierten Zellpopulationen treten.

1.4.2 Gezieltes Einbringen von Wirkstoffen in den Haarfollikel
Die Reservoirfunktion des Haarfollikels ermdglicht das Einbringen aktiver Wirkstoffe in

den Haarfollikel, wo sich maximale Wirkstoffkonzentrationen in unmittelbarer Nahe

follikelassoziierter Zielstrukturen entfalten kénnen (Targeting) (18, 42, 43).
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"—» Infundibulum

’ Talgdruse

Woulst-
Region

Abbildung 2 Follikuldres Targeting
Verschiedene Strukturen des Haarfollikels kbnnen Ziel topisch applizierter Stoffe sein (Abb. modifiziert
nach Vogt 2005)

Eine mogliche Anwendung ist die Immuntherapie. Hierbei sind z.B. APZ, im Bereich der
hoch permeablen Epidermis des follikularen Infundibulums Ziel der Applikation topisch
applizierter Stoffe. Fertig entwickelte therapeutische Systeme gibt es jedoch noch nicht.
Der Gang der Talgdrise mindet im Bereich des unteren Infundibulums in den
Haarschaft. Studien zeigten, dass topisch applizierte Praparate, z.B. in der
Aknetherapie, intrafollikular penetrieren und sich in der Talgdrise anreichern kdnnen
(44).

Die Wulstregion befindet sich in der duReren Wurzelscheide an der Insertionsstelle des
M. arrector pili. Sie beherbergt epitheliale Stammzellen (45, 46) die zur Erneuerung des
Haarfollikels und der interfollikuldren Epidermis befahigt sind und Stammzellen der
Melanozyten (47). Ein therapeutisches Eingreifen in dieser Region kann bei Stérungen
des Haarwachstums- oder Pigmentierungsstérungen erfolgen. Hier bietet sich als neue
therapeutische Option von Haar- oder Hauterkrankungen die Moglichkeit der

genetischen Manipulation von Stammzellen (48)

1.5 Einflussfaktoren auf das Penetrationsverhalten von Stoffen

Die Kenntnis der Dichte und Proportionen der Haarfollikel6ffnungen ist fur die

Bestimmung des follikularen Reservoirs sehr wichtig. Das Penetrationsverhalten wird
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nicht nur von der Morphologie des Haarfollikels, sondern auch durch dessen

funktionellen Status beeinflusst.

1.5.1 Haardichte
Die Haardichte variiert in Abhangigkeit vom Haarfollikeltyp und der Korperflache und

zeigt grolRe interindividuelle Unterschiede (49).

Vellushaare nehmen mit ca. 300- 400/cm® an der Stirn, bzw. 30- 93/cm® am Ricken
einen nicht unbedeutenden Anteil der Kérperoberflache ein (16, 50, 51)

Neuere Untersuchungen widersprechen der lange geteilten Annahme, dass die
Haarfollikeloffnungen nicht mehr als 0,1% der Gesamtoberflache der Haut ausmachen
wurden (12, 52) Dieser Anteil trifft nur fir einzelne Regionen wie z.B. den Unterarm zu,
welcher eine geringe Follikelzahl mit kleinem Reservoir aufweist (51)

Die Bildung der Haarfollikel ist in der frGhen Fetalperiode abgeschlossen (18). Nach der
Geburt bleibt die Zahl der Haarfollikel unverandert. Das Wachstum des Koérpers und der
Haut fuhrt jedoch zu erheblichen regionalen Unterschieden in ihrer Verteilung. So ist
das Wachstum des Kopfes im Vergleich zu den Extremitaten deutlich geringer, was
eine hohere Dichte an Haarfollikel zur Folge hat. Otberg et al. (51) ermittelten die
Follikeldichte und GrofRe der Haarfollikel6ffnungen von verschiedenen Hautarealen. Die
grolite Follikeldichte fand sich an der Stirn, der grof3te mittlere Durchmesser bei deutlich
geringerer Dichte an der Wade. Das kalkulierte follikulare Volumen an diesen Stellen

entsprach dem des angenommenen Reservoirs des SC.

1.5.2 Haarfollikeltypen
Aulder an den Handflachen, Fulisohlen und einzelnen Bezirken, wie dem Lippenrot und

Teilen der Genitale, ist der Kérper mit Haaren bedeckt. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Morphologie lassen sich Lanugo-, Vellus-, und Terminalhaare voneinander
unterscheiden (16)

Lanugohaare werden etwa im 4. Fetalmonat gebildet. Sie werden perinatal allmahlich
durch Vellushaare ersetzt, welche fast die gesamte Korperoberflache bedecken. Sie
haben einen Durchmesser von ca. 30um, sind pigment- und marklos (50) und reichen
kurz in die Dermis hinein. Intermediarhaare, welche einen Durchmesser > 30um
aufweisen, nehmen eine Position zwischen Vellus- und Terminalhaaren ein (51).
Letztere sind ca. 50- 100um dick, meist pigmentiert und erstrecken sich bis in die untere
Dermis oder gar Subkutis. Sie finden sich lediglich am Kopf und in hormonsensiblen

Regionen wie im Bartbereich, der Axilla oder im Schambereich. Auf der Kopfhaut
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wachsen die Haarfollikel meist in Einheiten, wobei jeweils vier Terminal- und zwei
Vellushaarfollikel eine Einheit bilden, die von Asten desselben M. arrector pili
umschlungen werden (53).

Morphometrische Messungen an histologischen Schnitten von Vellus- und
Terminalhaaren der Kopfhaut und Retroaurikularregion unserer Arbeitsgruppe ergaben,
dass die verschiedenen Haarfollikeltypen homogene Gruppen bilden (17).
Terminalhaarfollikel (THF) weisen demnach eine Gesamtlange von ca. 3900um auf.
Das untere Ende des Infundibulum, dem Eingang der Talgdrise entsprechend, liegt in
etwa 580um, die Wulstregion in etwa 1200um Tiefe. Hingegen dehnt sich in den ca.
650um langen Vellushaarfollikeln (VHF) das Infundibulum bis zu 225um Tiefe aus,
wahrend das obere Ende der Wulstregion etwa 360um unter der Hautoberflache liegt.
Unterschiede bestehen auch im oberflachlichen Bereich. So ist der mittlere
Durchmesser der Offnung der THF etwa doppelt so groR wie der von VHF (170um im
Vergleich zu 85um). Weitere Messungen in die Tiefe ergaben, dass topisch applizierte
Stoffe in VHF nur ein relativ oberflachliches Reservoir bis in etwa 100um Tiefe bilden,

wahrend es sich in THF bis zu etwa 300um erstreckt.

1.5.3 Haarzyklus
Das Haarwachstum erfolgt beim Menschen nicht kontinuierlich, sondern asynchron.

Dies gewahrleistet einen geichmassigen Haarbestand. Grundlage fur die Regulation
des Haarzyklus bildet die Interaktion zwischen follikularen Stamm-, und dermalen
Papillenzellen (54) Der Zyklus unterliegt einer intrinsischen ,Uhr‘ und wird durch
extrinsiche Signale wie Hormone, Retinoide, Wachstumsfaktoren, Neuropeptide
moduliert.

Alle Follikel durchlaufen dabei einen spezifischen Wachstumszyklus, in dem sich
Phasen der Aktivitdt mit denen der Ruhe abwechseln (55) In der Anagenphase kommt
es zu einer rapiden Proliferation der Haarmatrixzellen. Dies flhrt zur Bildung des
Haarschaftes und der inneren und aufleren Haarwurzelscheide. Das Haar bleibt
durchschnittlich Uber zwei bis drei Jahre in dieser aktiven Phase - Wahrend der nur
wenige Wochen dauernden Katagenphase sistiert die Mitosetatigkeit der Matrix. Der
untere Teil des Follikels geht zu weiten Teilen in Apoptose und wird resorbiert.

Das Haar wandert dabei langsam nach aulien, zieht dabei die aul’ere Wurzelscheide
und die geschrumpfte dermale Papille mit sich. Es bleibt etwa in Hohe des Wulstes

locker verankert liegen. Mit Beendigung dieses Prozesses setzt sich der Follikel von der
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dermalen Papille ab und geht in die Telogenphase, einen Ruhezustand uber, welche
etwa drei Monate dauert. Der Follikel kehrt spontan oder durch ein Ausrei3en des
Haares in die Anagenphase zurlck, indem Stammzellen aktiviert werden, deren Sitz in
der Region des Wulstes in der aulleren Haarwurzelscheide vermutet wird. Diese und
die dermale Papille wandern wieder nach unten und organisieren sich neu. Die neue

Matrix beginnt erneut, sich zu teilen und der untere Teil des Follikels bildet sich zurtck.

1.5.4 Konzept der ,,offenen” und ,,geschlossenen” Haarfollikel
In verschiedenen Studien wurde beobachtet, dass ein applizierter Stoff nicht in alle

Haarfollikel penetriert. Es konnte ein positiver Zusammenhang zwischen dem
Haarwachstum (6, 8), der Sebumproduktion und der Penetration von Stoffen gezeigt
werden (56). Die Offnungen ruhender Haarfollikel seien wahrscheinlich durch eine Art
,Deckel aus abgestorbenen Korneozyten und Sebum verschlossen, was das
Eindringen von topisch applizierten Stoffen behindere. Die meisten ,verschlossenen®
Follikel befanden sich am Unterarm, wahrend seborrhische Areale wie Ricken oder
Stirn eine Vielzahl ,offener Follikel aufweisen wirden (36). Stoffe penetrieren also
bevorzugt in ,aktive® und ,offene” anstelle von ,naktiven® bzw. ,verschlossenen®
Follikeln (56).

Auf Basis dieser Uberlegungen wurde das Cyanoacrylate Skin Surface Stripping
(CSSS), ein Abriss mit Cyanoacrylat, als Vorbehandlung von Penetrationsstudien in
vitro und in vivo eingefuhrt. Dabei wird ein Sekundenkleber auf die Haut aufgetragen
und nach seiner Polymerisation abgezogen. Abgesehen von einer leichten Zerstérung
des SC, werden dabei abgeschilferte Hornzellen und Talg aus den Haarfollikeln entfernt
und diese somit flr das Eindringen von Stoffen ,gedffnet” (57).

Eine Verbesserung der Penetration ist aulerdem fur die Anwendung von Massage
beschrieben (6, 8). Lademann et al. (7) beschreibt den Pumpmechanismus der
Massage durch die Kutikulazellen. Es wird vermutet, dass dabei Partikel, die eine den
Kutikulazellen ahnliche GroRe haben, entlang des Haarschaftes in die Tiefe der
Haarfollikel befordert werden. Die Massage sei dabei der kontinuierlichen Bewegung in
naturlichem Gewebe vergleichbar.

Toll et al. werteten die Penetration von soliden Polysterolpartikeln (0,75um- 6um) in
Terminalhaare menschlicher Haut ex vivo nach Anwendung verschiedener
Vorbehandlungstechniken aus und konnte neben Warmebehandlung und Massage v.a.

fur CSSS eine Verbesserung der follikularen Penetrationsrate und — tiefe feststellen (8).
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1.6 Bestimmung der Penetration topisch applizierter Substanzen

Verschiedene in vivo und in vitro Methoden wurden etabliert, um die Penetration und
perkutane Absorption topisch applizierter Stoffe zu quantifizieren.

Aus ethischen Grinden werden Untersuchungen in vitro bevorzugt. Neben dem
Einbringen von Hautproben in Diffusionszellen zahlt die Tesa®- Filmabrissmethode
(bzw. Tape Stripping), wobei Teile des SC schichtweise abgetragen werden, zu den
Standardmethoden der Penetrationsmessungen.

Die selektive Untersuchung der Follikelpenetration ist theoretisch zwar durch einen
Vergleich der Resorptionsraten in follikelfreier und normaler Haut moglich (58),
praktisch ergeben sich jedoch Schwierigkeiten durch die unterschiedliche
Beschaffenheit des SC und insofern schlechtere Vergleichbarkeit der Hautproben. Die
mikroskopische  Untersuchung von histologischen  Schnitten erlaubt eine
semiquantitative Auswertung, jedoch keine exakte Quantifizierung und kinetische
Messungen.

In vivo besteht die Mdglichkeit, die Konzentrationen von bestimmten Substanzen im
Serum, im Urin oder den Faeces zu bestimmen. Des Weiteren kann die follikulare
Penetration durch selektive Blockade von Haarfollikeln (41) oder das Differentielle Tape
Stripping (DTS) (59, 60) bestimmt werden. Dabei wird mittels Tape Stripping das
Reservoir des SC abgetragen und anschlielend Cyanoacrylat aufgetragen, welcher in
die Haarfollikel lauft und polymerisiert, so dass der follikulare Anteil einer topisch
applizierten Substanz separat erfasst werden kann. Neuere Ansatze zur Evaluierung
der Kinetik fluoreszierender Substanzen in der Haut und in Haarfollikeln beruhen auf

der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (61, 62).

1.7 Topische Applikation von Partikeln

Moderne Konzepte im Bereich der gezielten Pharmakotherapie basieren auf der
Nutzung von Mikro- und Nanopartikeln. Partikulare Systeme zeigen dabei die Tendenz,
in Haarfollikeln zu aggregieren (7).

Mit dem Begriff Mikrospharen bezieht man sich generell auf Partikel mit einer Grolde
von 50nm bis 2mm. Nanopartikel (NP) sind definiert als Partikel einer Grofde von unter
100nm, wobei deren Agglomerate auch gréRer sein kdnnen (63).

Polymere Mikrospharen konnen aus verschiedensten naturlichen und synthetischen
Stoffen hergestellt werden und finden verschiedenste Anwendung in der Biomedizin.

Sie kdonnen mit chemischen, magnetischen, radioaktiven oder fluoreszierenden Markern
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oder funktionellen Gruppen bestlickt sein bzw. ein Immunogen (z.B. Protein, Peptid
oder Nukleinsauremolekul) einschlieRen (64). Neben der Entwicklung mechanischer
Vorbehandlungstechniken ist die Optimierung der physikochemischen Eigenschaften
der Praparate entscheidend, um die Konzentrationen topisch applizierter Stoffe im
Haarfollikel und in seiner Umgebung zu maximieren und gegebenenfalls die kontrollierte

und prolongierte Freisetzung ihres Inhalts zu ermoglichen (65).

1.7.1 GroBRenabhangige Penetration von Partikeln in Haarfollikel
Rolland et al. gehorten zu den ersten, die eine Verbesserung des transdermalen

Transports durch partikelassoziierte Stoffe zeigten (52). Man beobachtete dabei die
bevorzugte Penetration von 5um PLGA- Mikrospharen in Haarfollikel in vitro und in vivo
am Tiermodell und in menschliche Haut. Die Deposition von 5um grof3en, mit
Methylenblau beladenen Nylon- Mikrospharen in Haarfollikel von Ratten konnte durch
Mordon et al. gezeigt werden (66). Ahnliche Beobachtungen machten Schéfer et al.
welche demonstrierten, dass Mikropartikel zwischen 3um und 10um nur Uber
Haarfollikel6ffnungen penetrieren, wahrend kleinere < 1um auch im SC zu finden sein,
groRRere > 10pm jedoch auf der Oberflache liegen blieben (57).

Teichmann et al. (67) konnten zeigen, dass die Penetration von Fluorescein
enthaltendem Hydrogel, appliziert auf die Wade von Probanden, durch vorheriges
Auftragen von 5um Polysterolpartikeln deutlich verringert wurde im Vergleich zum
Auftragen ohne vorherige Applikation der Mikropartikel. Histologische Untersuchungen
an Schweinehaut zeigten, dass die Partikel die Haarfollikel6ffnungen blockierten und
somit die Penetration des Farbstoffes verhinderten.

Die oben erwahnten Untersuchungen von Toll et al. dokumentieren eine bessere
Penetration fur Mikropartikel < 1,5um im Vergleich zu groReren Partikeln (8).

Die follikulare Penetration ist auch relevant fur kleinere Partikel.

Kohli et al. (68) verglichen die Penetration von 50nm, 100nm, 200nm und 500nm
Latexpartikeln verschiedener Oberflachenladungen auf exzidierter Schweinehaut in
einer Diffusionskammer. Allein negativ geladene 50nm und 500nm Partikel konnten
dabei die Haut penetrieren.

Alvarez- Roman et al. (69) untersuchten die Penetration von 20nm und 200nm
Polysterolpartikeln in Schweinehaut ex vivo. Die Visualisierung mittels Konfokaler Laser
Scanning Mikroskopie ergab, dass die Partikel sowohl in den Furchen der Haut, als

auch zeitabhangig und unter Bevorzugung der kleineren GroRe in den
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Haarfollikel6ffnungen aggregierten. Auch Shim et al. (40) zeigten eine effiziente
Penetration kleiner Partikel in Versuchen an exzidierter Haut von Meerschweinchen am
Diffusionsmodell. Es fanden sich mehr 40nm als 130nm Partikel in der
Rezeptorflissigkeit, wahrend der Gehalt an Partikeln im SC keine GroRRenabhangigkeit
zeigte.

Wahrend einige Untersuchungen am Schwein keine Penetration von Zinkoxid bzw.
Titaniumdioxid durch die Haut ergaben (70), demonstrieren andere Studien eine
erhdohte Konzentration von Titaniumdioxid aus Sonnencremes in Epidermis und Dermis
nach regelmalliger dermaler Applikation (71). Lademann et al. (72) konnten zeigen,
dass ca. 100nm groRe Titaniumdioxidpartikel, appliziert in Sonnencreme auf den
Unterarm von Probanden, allein in den obersten Schichten des SC, nicht aber der
interfollikularen Epidermis zu finden waren. Die Partikel reicherten sich in einigen
Haarfollikeln an, wobei die Penetrationstiefe von den Follikel6ffnungen bis in tiefere
Schichten reichter

Die Penetration von kovalent an 320nm NP gebundenes Fluoresceinamin wurde im
Vergleich zur nicht partikelassoziierten Form des Stoffes in Schweinehaut und in
menschlicher Haut (Wade) untersucht (7). Am Schweinemodell fand sich nur nach
Anwendung einer Massage eine deutlich tiefere Penetration des partikelgebundenen
Farbstoffes. Die Massage wurde dementsprechend in das Protokoll fur die
Untersuchungen an den Probanden aufgenommen. Partikelgebundenes Fluorescein
konnte bis zu 10 Tagen, im Vergleich zu vier Tagen nach Applikation des einfach
geldsten Stoffes, in den Haarfollikeln gespeichert werden.

Lademann et al. 2006 (73) konnte zeigen, dass die Partikelkonzentration nach 30min in
der Hornschicht acht mal hdher als in den Haarfollikeln war. Wahrend Partikel auch
nach 10 Tagen noch in letzteren detektiert wurden, betrug die Speicherzeit im SC nur
ca. 24h.

Das SC und die Haarfollikel stellen also ein potentielles, wenn auch ungleich grof3es
Reservoir fur topisch appliziere Stoffe dar. Das SC ist multiplen Umwelteinflissen
ausgesetzt und unterliegt einem kontinuierlichen Erneuerungsprozess.

Das Haarwachstum und die Sebumproduktion kénnen Stoffe wieder aus dem
Haarfollikel hinaus beférdern. Dies sind sehr langsame Vorgange, die neben der

Penetration in das umliegende Gewebe das follikulare Speichervermdgen begrenzen.
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1.7.2 Solide und semi- solide Partikel und ihre Anwendungsmaoglichkeiten als
Wirkstofftrager

Nicht abbaubare, solide Partikel aus Gold, Silicon, Latex oder Polysterol sind effiziente
Trager bioaktiver Substanzen. Da sie ihre Inhaltsstoffe vor Abbau schutzen, zeigen an
sie gekoppelte Wirkstoffe eine prolongierte Freisetzung und verlangerte Wirkzeit.
Verschiedene Studien zeigen die Aufnahme von Partikeln in LZ, die Induktion einer
effizienten MHC- Klasse |- Prasentation und CD8+ T- Zell Aktivierung sowie die
Initierung einer humoralen und zellularen Immunantwort nach Applikation exogenen
Antigens (74) auf Latex- (75), Gold (76) -, oder Polysterolpartikeln (77). Solide Partikel
in dermatokinetischen Modellen sind Gegenstand aktueller Untersuchungen.

Zu den biologisch abbaubaren und klinisch nutzbaren Partikeln gehoren z.B.
Liposomen, PLGA- (78), PLA- (79, 80) Mikrospharen, das polymere Material Chitosan
die neueren Formulierungen der ISCOMS (immune-stimulating complex) (81) oder der
Solid Lipid Nanopartikel (4).

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten die Aufnahme von PLGA- und PLA- Partikel in
DZ (79, 82). Mit eingeschlossenen Peptiden, Proteinen oder Plasmid- DNA konnte eine
starke Immunantwort mit Antikdrpern, Zytotoxischen T- Lymphozyten und mukosalem
Schutz erzeugt werden -

Verschiedene Ansatze in der Entwicklung von Impfungen gegen Infektionskrankheiten
oder Tumore beruhen auf Liposomen (83). In diese Phospholipidvesikel
eingeschlossenen Molekule kénnen dabei gezielt in die Haarfollikel eingebracht werden

und zeigen eine tiefere Penetration als nicht partikulare Stoffe (84-86).

1.7.3 Vehikel zur Applikation der Partikel
Neben der Wahl der Grofe scheint auch die Wahl des Vehikels einen Einfluss auf die

follikulare Penetration zu haben.

Verschiedene Arbeitsgruppen beobachteten die bevorzugte follikulare Akkumulation
lipophiler Stoffe. (87). Die Penetration weniger lipophiler Substanzen kénne durch die
Applikation in 30%- iger Ethanollosung verbessert werden (88). Eine Beimischung von
Ethanol scheint die intrafollikulare Penetration von Stoffen zu verbessern (40). Ethanol
ist als Losungsmittel gut mit Sebum mischbar, bewirkt eine Schwellung des SC und
beeinflusst den Interzellularraum so, dass Stoffe besser penetrieren konnen (89).
Jacobi et al. (90) verglichen die Penetration des lipophilen Curcumin und des
hydrophilen Patent blue V in reinem Ol bzw. Wasser oder einer o/w Emulsion am

Schweinemodell und gesunden Probanden. Curcumin zeigte eine bevorzugt
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interzellulare Penetration. In einer spateren Studie konnte neben dem Eindringen in das
SC auch eine follikulare Penetration festgestellt werden. Das hydrophile Patent blue V
konnte unabhangig von der Applikation in Wasser oder o/w Emulsion v.a. in
Haarfollikeln detektiert werden.

Verschiedene Autoren verweisen auf die besondere Rolle der Haarfollikel als Shuntweg
fur hydrophile Stoffe, welche zu grofd sind, um durch das SC zu penetrieren (40, 41,
91).

1.8 Transkutane Vakzinierung - Applikation von immunogenen Partikeln

In der gezielten Pharmakotherapie transkutan applizierter Wirkstoffe wird u.a. im
Bereich der Gen-, Stammzell- und Immuntherapie geforscht. Neueste Ansatze setzen
auf Immunisierungsstrategien mit transkutan applizierten Immunmodulatoren, welche

APZ direkt erreichen konnen.

1.8.1 Moglichkeiten der Transkutane Vakzinierung
Sowohl in vitro als auch in vivo, am Tiermodell (92) und in verschiedenen klinischen

Studien, konnte gezeigt werden, dass durch transkutane Immunisierung
(transcutaneous immunization/ TCI) eine effiziente humorale und zellulare
Immunantwort gegen topisch applizierte Peptide (93), Proteine (94), und DNA (95, 96)
initiiert werden kann (27, 97-99).. Dabei konnen auch Partikel Uber 500 Da die
Hautbarriere Uberwinden (13).

Die Arbeitsgruppe um Glenn et al. war die erste, welche die Moglichkeit der TCI mit
hitzelabilem Enterotoxin von E. coli (LT), einem Proteinantigen von 86000 Da zeigte
(100). Fur LT enthaltende Pflaster konnte in mehreren klinischen Studien eine
immunstimulierende Wirkung gezeigt werden (96, 101-103).

Fur die Therapie von Tumoren oder Infektionskrankheiten kommt LZ und Dermalen DZ
aufgrund ihrer Fahigkeit zur Kreuzprasentation eine besondere Rolle bei der Induktion
einer CD8+ T- Zell vermittelten Immunantwort zu (28).

Wahrend sich der Muskel, in den Ublicherweise Impfungen appliziert werden, nicht
durch effiziente Antigenprasentation auszeichnet (76), findet sich in der Haut eine
Vielzahl von APZ. Zahlreiche vergleichende Studien konnten zeigen, dass intra- oder
transdermale Impfungen eine vergleichbare, wenn nicht gar besser Immunantwort im

Vergleich zu intramuskularen Injektionen hervorriefen und dies bei teilweise deutlicher
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Reduktion der Standarddosis (13, 104, 105). Fan et al. beobachteten eine Abhangigkeit
der TCI von intakten Haarfollikeln (97).

1.8.2 Mechanische Penetrationsverstarker und immunstimulatorische Effekte
Zu den mechanischen Penetrationsverstarkern topisch applizierter Wirkstoffe gehort

u.a. das Tape Stripping. Dabei wird ein Klebestreifen auf die Haut geklebt und
anschlieRend mit einem Ruck abgerissen, so dass Teile des SC entfernt werden.
Andere nicht- bzw. semi- invasive Methoden zur Vorbereitung der Haut sind die
Abschirfung der obersten Schichten des SC (106), die Depilation (107), die
Hyperthermie (108), die Hydratation der Hornschicht (13), die Applikation
penetrationsférdernder Substanzen wie z.B. Ethanol oder gar der Einsatz weiter
entwickelter, an dieser Stelle nur zu erwahnender Technologien wie Elektroporation,
Laser- oder Hitzeablation, lontophoresis, Sonophoresis, Liquid Jet-Injektionen u.a.
(109).

Ein CSSS verbessert durch die leichte Zerstérung der Hautbarriere und die Offnung der
Haarfollikel neben der inter-, auch die intrafollikulare Penetration und hat durch
zusatzliche immunstimulierende Effekte Bedeutung fur Immunisierungsstrategien.

1982 zeigte die Gruppe von Streilein et al. (33) am Mausmodell, dass nach der
Anwendung von einem Tape Stripping eine Aktivierung von LZ, gefolgt von ihrem
Verschwinden aus der Epidermis, erfolgte. Strid et al. vermuten, dass die Reifung der
LZ durch das Tape Stripping, die Wanderung zu den Lymphknoten jedoch durch
anschlieRende Exposition eines Antigens bewirkt wird (26, 110).

Vogt et al. 2008 konnten die Induktion einer effizienten antigenspezifischen zellularen
Immunantwort nach Applikation von Influenza- Impfstoff in vivo nach Vorbehandlung der
Haut mit CSSS zeigen (99).

Far die Aktivierung von LZ (111) und die Induktion Zytotoxischer T- Zellen (93) in vivo,
z.B. nach Applikation eines transkutanen Impfstoffes, scheint die Stérung der
Hautbarriere notwendig (31). Die Barrierezerstérung dient zum einen der Verbesserung
der Penetration von Molekulen. Die Immunantwort kann durch Koadministration eines
Adjuvanz wie z.B. Cholera- Toxin (110, 112) oder LT (94, 102, 113) noch verstarkt
werden. Die Stérung der Hautbarriere (93) bzw. die Bindung eines Adjuvanz (114) an
Keratinozyten bewirkt die Sekretion verschiedener Zytokine. Diese stimulieren LZ zur

Maturation und Migration und fordern deren Kapazitat zur Antigen- und
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Kreuzprasentation (115). Zytokine sind auch an der Modulierung einer Th1 oder Th2

(24), d.h. einer zellular, oder humoral gewichteten Immunantwort beteiligt (116).

1.8.3 Immunisierung mit Partikeln- Aufnahme von Partikeln von DZ in vitro
Scheicher et al. (77) konnten am Mausmodell zeigen, wie die Aufnahme

partikelgebundener Antigene durch knochenmarksstammige DZ in vitro deren
Aktivierung und Kapazitat zur Antigenprasentation im Vergleich zu freiem Antigen
steigerte. Shen et al. (117) beschreibt die gesteigerte Prasentation exogenen
Ovalbumins in geklonten DZ bei Vorlage des Antigens in partikularer Form.
Mikropartikel einer GrofRe unter Suym kdénnen von verschiedenen phagozytierenden APZ
aufgenommen werden (64). Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten die
Aufnahme von 40nm, 750nm und 1500nm Partikeln durch LZ in vitro (9) bzw. von
40nm, 200nm und Viruspartikeln ahnlicher GrolRenordnung in vivo am Mausmodell
(118).

Verschieden Studien weisen darauf hin, dass kleinere Partikel, idealerweise unter
0,5um bevorzugt von DZ internalisiert werden. Fifis et al. (119) zeigte am Mausmodell
die Uberlegenheit von an 40nm bis 50nm Polysterolpartikel gebundenen Antigenen
nach intradermaler Injektion im Vergleich zu groReren Partikeln.

Partikelgebundene Impfstoffe scheinen auch ohne zusatzliche verstarkende
Malnahmen eine adaquate Immunantwort generieren zu kénnen' Die Partikel selbst
fungieren als Adjuvanz, indem sie durch die Férderung der Aufnahme durch APZ

immunstimulierend wirken (119, 120).

25



1.9 Zielstellung
Die Optimierung des Vehikels bzw. des Applikationsprotokolls fir NP hat besondere

Bedeutung, da eine Verbesserung der Penetration zum einen die Reservoirfunktion des
SC und der Haarfollikel vergrollern vermag und zum anderen bestimmte
follikelassoziierte Strukturen bzw. Zellpopulationen gezielt erreichet werden kdnnen.
Ziel der Arbeit war es, den Einfluss der Formulierung und verschiedener
Vorbehandlungstechniken auf das Penetrationsverhalten von 40nm und 200nm soliden
fluoreszierenden Polysterolpartikeln zu untersuchen.

Beide PartikelgrolRen wurden dabei jeweils in wassriger Losung, PBS, und lipophiler
Grundlage, Basiscreme, auf nicht vorbehandelte, CSSS vorbehandelte bzw. nach dem
Auftragen mit Massage behandelte Haut appliziert. Die Untersuchungen des

interfollikularen bzw. follikularen Reservoirs lassen sich grob in drei Teile gliedern.

1. Das Differentielle Tape Stripping ist eine nicht- invasive, auch in vivo
durchfuhrbare Methode, welche es durch eine Kombination der Tesa®- Film-
Abrisstechnik und CSSS erlaubt, das interfollikulare bzw. follikulare Reservoir der
insgesamt in die Haut penetrierten NP separat zu quantifizieren. Zusatzliche
Untersuchungen mit Konfokaler Laser Scanning Mikroskopie dienten dazu, das

Spreiten von NP Uber die Applikationsflache hinaus zu untersuchen.

2. Die Erstellung der Hornschicht- und Penetrationsprofile diente zur Einordnung
der im DTS ermittelten Ergebnisse in die gesamte Hornschicht. Dabei sollte v.a.
die Annahme verifiziert werden, dass der dabei bestimmte interfollikulare Anteil
den grofdten Teil der insgesamt penetrierten NP reprasentierte.

Anders als durch die Quantifizierung des Reservoirs, kann mittels der
Penetrationsprofile das Penetrationsverhalten der Partikel im SC differenzierter
ausgewertet werden.

Anhand der Hornschichtprofile, welche Aussagen Uber die pro Filmstreifen
entfernte Menge an Korneozyten geben, kann das Ausmal} der Barrierestérung
durch CSSS und dessen Effekt auf das Penetrationsverhalten im SC bestimmt

werden.
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3. Die Anfertigung und Auswertung von Gewebsschnitten erlaubte die genaue
anatomische Lokalisation der NP in den Haarfollikeln. Mittels einer
Lagerhanszellfarbung sollte die Nahe dieser immunkompetenten Zellen zu den
follikularen Strukturen dargestellt werden.

Die semiquantitative Evaluierung von 40nm und 200nm Partikeln in PBS bzw.
Basiscreme nach den verschiedenen Vorbehandlungstechniken erlaubte eine
genauere, qualitative Untersuchung und  fluoreszenzmikroskopische

Visualisierung des follikularen Penetrationsverhaltens.

Der Einfluss von Formulierung und Vorbehandlungstechniken auf die Penetration im SC
und in die Haarfollikel sollten in dieser Arbeit unter Bezugnahme auf den bisherigen
Forschungsstand analysiert werden.

Die Ergebnisse sollen der Entwicklung eines Protokolls zur topischen Applikation von
wirkstoffbeladenen NP dienen. Diese eroffnen neue Moglichkeiten in der
Dermatotherapie, indem sie ein gezieltes Heranbringen von bioaktiven Substanzen an
Zielstrukturen wie die Talgdruse oder Zellpopulationen, wie z.B. APZ und Stammzellen

ermdglichen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Einfiihrung: Die Tesa®- Film- und die Cyanoacrylat- Abrisstechnik

Die Tesa®- Film- und die Cyanoacrylat- Abrisstechnik stellen nicht- invasive Methoden
dar, um die transepidermale und intrafollikulare Penetration topisch applizierter Stoffe
zu untersuchen. Sie finden auch Anwendung bei Penetrationsuntersuchungen an
exzidierter Humanhaut (121). Es sind anerkannte Verfahren zur Untersuchung des SC,
der Haarfollikel und der Dermatopharmakokinetik von auf die Haut aufgetragenen
Stoffen. Sie werden in dieser Arbeit in verschiedener Art und Weise Anwendung finden

und sollen deshalb an dieser Stelle ndher beschrieben werden.

2.1.1 Die Tesa®- Film- Abrisstechnik
Die Tesa®- Film- Abrisstechnik, bzw. das Tape Stripping, welche 1939 das erste Mal

von Wolf et al. beschrieben und spater von Pinkus (122) ausgeweitet wurde, stellt eine
anerkannte Methode =zur Untersuchung des Penetrationsverhaltens von topisch
applizierten Substanzen dar und basiert auf dem schichtweisen Abtragen des SC (123).
Mit Hilfe des Tape Strippings lassen sich die Korneozyten von der Oberflache des SC
bis in dessen tiefe Schichten entfernen, indem sie durch wiederholtes Aufbringen eines
adhasiven Filmstreifens schichtweise auf diesen Ubertragen werden. Dabei wird Tesa®-
Filmstreifen auf das zu untersuchende Hautareal aufgeklebt, unter gleichmaRigem
Druck eine definierte Anzahl darlber gerollt und der Filmstreifen anschliefend
abgezogen (Abbildung/ Abb. 3).

Verschiedene Faktoren beeinflussen die pro Filmstreifen entfernte Menge an
Korneozyten (124). Neben externen, durch Versuchsaufbau und —durchfihrung
bedingten, sind interne Faktoren der Haut zu berucksichtigen. Der Einsatz der Rolle, mit
welcher der Filmstreifen behandelt wird, dient dazu, den Einfluss der zahlreichen Falten
der Haut auf die Zahl der entfernten Korneozyten zu minimieren. Dadurch wird die Haut
etwas gedehnt und die Falten abgeflacht, so dass die gesamte Hornschicht Kontakt zu
dem Tape erhalt (125).

Neben den Korneozyten werden auch topisch applizierte Stoffe auf das Tape
Ubertragen. Es bietet sich die Moglichkeit, deren Konzentrationen auf den einzelnen

Klebefilmstreifen, d.h. in den verschiedenen Lagen des SC, zu ermitteln.
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1. 2, 3.

Abbildung 3 Tesa®- Film- Abrisstechnik

Auf das SC (1) wird ein Filmstreifen aufgebracht (2) und mit einer Rolle dartiber gerollt, um Hautfurchen
zu minimieren. Mit dem Abziehen des Tapes wird neben Teilen der Hornschicht (3) auch der Anteil der in
diese Zellschichten des SC penetrierten topisch applizierten Substanz entfernt.

Neben der Evaluierung der Bioverfugbarkeit von Stoffen im SC kdnnen mittels dieser
Methode Zellbiopsien zur mikrobiologischen Untersuchung gewonnen werden. Sie
erlaubt auch den Erhalt von Informationen Uber Regenerationsvorgange in der
Hornschicht nach Stoérung ihrer Integritat (126) oder eine Sensibilisierung vor
Applikation eines Allergens .

Studien konnten zeigen, dass sich der Grossteil einer topisch applizierten Substanz in
den obersten Lagen der Hornschicht befindet (72, 89, 121, 127, 128). Die Ergebnisse
sind u.a. abhangig von den chemischen Eigenschaften des Stoffes. Bei der
Untersuchung der Penetration topisch applizierter Stoffe ins SC mittels der Tesa®-

Film- Abrisstechnik kommt den ersten 3- 5 Filmstreifen besondere Bedeutung zu (129).

2.1.2 Die Cyanoacrylat- Abrisstechnik
Die Cyanoacrylat- Abrisstechnik, das Cyanoacrylat Skin Surface Stripping (CSSS), ist

eine andere nicht- invasive Methode, um Teile des SC zu entfernen bzw. Haarfollikel zu
untersuchen.

Unter Cyanoacrylat (Cyanoacrylat oder Alkylcyanacrylat) versteht man
polymerisierbare, bei Raumtemperatur flissige chemische Verbindungen, welche unter
leichtem Druck und Feuchtigkeit schnell polymerisieren und ein starkes, optisch
transparentes Band bilden. Einige Tropfen Cyanoacrylat werden auf das zu
untersuchende Hautareal gegeben, mit einem Objekttrager verstrichen und rasch ein
Tesa® -Filmstreifen darUber geklebt. Nach der Aushartung und Polymerisation des
Sekundenklebers wird das Tape abgezogen und mit ihm einige Schichten des SC sowie
der Inhalt von Haarfollikeln entfernt (Abb. 4).

Marks und Dawber (130) benutzten zur Herstellung von Hautoberflachenbiopsien
Cyanoacrylat. Diese ,Skin surface biopsy“ diente zur Untersuchung des oberflachlichen
SC gesunder und erkrankter Haut (131, 132)
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Abbildung 4 Cyanoacrylat- Abrisstechnik

Cyanoacrylat wird auf dem Hautareal verteilt und ein Tesa®- Filmstreifen dariber gegeben (1). Der
Sekundenkleber verteilt sich auf der Oberflache des SC und in den Haarfollikeln (2). Nach seiner
Polymerisation wird das Tape, zusammen mit Bestandteilen der Hornschicht, und dem Inhalt der
Infundibula entfernt (3).

Holmes et al. sowie Mills und Kligman untersuchten mit dieser Methode VHF (133,
134). Die so genannte ,cyanoacrylate follicular biopsy“ kann Anwendung finden bei
zahlreichen Untersuchungen. Neben der von Retentionsprodukten, z.B. bei Akne (133,
135), eignet sie sich zur Analyse der mikrobiellen Besiedelung der Follikel (134) und der
Wirkung von intrafollikular wirkenden Medikamenten (136). Pagnoni et al. (49)
ermittelten mittels CSSS die Follikeldichte und verglichen sie mit der Talgproduktion auf
den untersuchten Hautarealen von Stirn, Nase, Wange und Kinn. Die CSSS- Technik
erlaubt die Untersuchung der follikularen Penetration topisch applizierter Stoffe (60).
Abgesehen von der Moglichkeit, auf diese Art und Weise eine Hautbiopsie zu
entnehmen, dient das Verfahren der Offnung von inaktiven®, ,geschlossenen®
Haarfollikeln. Holmes et al. (133) berichtet von einer Verstarkung des Talgausflusses
nach CSSS. Indem der Klebstoff das Infundibulum ausflllt und in diesem polymerisiert,
werden mit der Entfernung des Filmstreifens Zelldetruitus und Talg aus diesem entfernt.
Far die Anwendung von CSSS konnte eine penetrationsverstarkende Wirkung gezeigt
werden (8). Aullerdem hat die ungleich starkere Zerstorung der Hautbarriere durch
CSSS im Vergleich zu Tape Stripping immunstimulierende Wirkung. Die Cyanoacrylat-
Abrissmethode fand Anwendung in Protokollen zur TCI (27, 99).

30



2.2 Das Differentielle Tape Stripping
Der erste Teil der Arbeit dient der quantitativen Bestimmung der topisch applizierten NP

im SC und in den Haarfollikeln mittels des DTS (56, 60, 124). Dabei werden die nicht-
invasiven Methoden Tesa®- Film- Abrisstechnik und CSSS kombiniert. Einzeln
angewendet, kann mit ihrer Hilfe zwar die Konzentration einer in die Haut penetrierten
Substanz ermittelt, dabei jedoch nicht zwischen inter- und intrafollikularer Penetration
unterschieden werden. Teichmann et al. beschreiben die Methode des DTS (60). Dabei
wird zunachst die Tesa®- Film-Abrissmethode so lange durchgefuhrt, bis das SC
vollstandig von Partikeln befreit ist, und anschlieBend mit CSSS der Inhalt der

Haarfollikel, einschlieRlich der darin befindlichen NP, extrahiert.

2.2.1 Hautmaterial
Verwendung fand die Haut von gesunden Probandinnen, welche sich im Rahmen einer

plastisch chirurgischen Operation einer Bruststraffung oder —verkleinerung unterzogen
hatten. Die Untersuchungen fanden mit Einverstandnis der Probandinnen, der
Bewilligung der Ethik- Kommission der Charité Universitatsmedizin Berlin und gemaf
den ethischen Grundsatze der Deklaration der Richtlinien von Helsinki statt.

Die Haut wurde innerhalb von 24 Stunden postoperativ im Labor der Hautklinik/ Charité

weiterverarbeitet.

2.2.2 Die Nanopartikel
In der vorliegenden Arbeit wurden FluoSpheres®- beads der Firma Molecular Probes,

solide und kovalent mit Fluoreszenzfarbstoff beladene Polysterolpartikel, verwendet.
Somit wurde sichergestellt, dass die spater untersuchte Fluoreszenz auch tatsachlich
den Partikeln und nicht etwa nur dem Farbstoff Fluorescein entspricht. Diese
Polysterolpartikel kdnnen in relativ genauer GroRe geliefert werden und haben eine
solche Farbintensitat, dass auch einzelne Partikel visualisiert werden konnen. Die
Experimente wurden mit gelb- grinen FluoSpheres®- NP der GroRen 40nm und 200nm
(Exzitations-/ Emissionsmaximum 505/ 515 nm) durchgefthrt (137). Die verwendeten
NeutrAvidin™ beladenen FluoSpheres® weisen fast neutrale Eigenschaften auf, so
dass unspezifische Bindungen minimiert werden konnten. NeutrAvidin™ beladene
FluoSpheres®- Partikel werden als 1%- ige Lésung in 50mM Natriumphosphat, 50mM
Natriumchlorid, pH 7.5 plus 0.02% Tween 20 and 2— 5mM Natriumazid geliefert.
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2.2.3 Nanopartikel in PBS- Losung bzw. Basiscreme- Grundlage
Die NP wurden 0,01%-ig in PBS (Biochrom, L 182- 50) gel6st bzw. 0,1%-ig in

Basiscreme DAC homogen verteilt.
Phosphat-Puffer-Saline (PBS) hat folgende Zusammensetzung: 137mM NaCl, 2,7mM
KClI, 4,3mM Na2HP04 1,4mM KHZPO.

Basiscreme DAC (im folgenden Basiscreme bzw. BC) ist eine weil3e, mit Wasser von
der Haut abwaschbare Creme von schwachem Geruch. Sie hat amphiphile
Eigenschaften. Pro 100g besteht sie aus 4g Glycerolmonostearat, 6g Cetylalkohol, 7,5g
mittelkettigen Triglyceriden, 25,59 weilder Vaseline, 7g Macrogol-20-
glycerolmonostearat, 10g Propylenglycol und 40g gereinigtem Wasser.

Fir die wassrige Losung wurden die NP 0,01%-ig in PBS pipettiert und fir drei Minuten
sonifiziert (Sonorex Super RK1020H, Bandelin Electronic, Berlin, Germany).

Mit Hilfe eines feinen Mikrospatels wurden die NP 0,1%-ig in BC vermischt. Die
homogene Verteilung wurde mittels nur Sekunden dauernder Zentrifugation
(Tischzentrifuge ,Biofuge fresco“ Heareus, 4000rp) und funfminitiger Behandlung mit
MS 1 Minishaker IKA unterstitzt.

Es wurden 20ul/cm? der NP in PBS- Losung bzw. 2mg/cm? der NP in BC auf die Haut
aufgetragen. Die Konzentration der Partikel in wassriger Lésung bzw. lipophiler
Grundlage entsprechen den Ublicherweise aufgetragenen Mengen in unserer
Arbeitsgruppe und wurden deshalb als Referenz genommen (9, 60). Die
Partikelkonzentration ist zwar unterschiedlich in wassriger Losung bzw. lipophiler
Grundlage, gleicht sich jedoch durch die aufgetragene Menge wieder so aus, dass
letztendlich je cm? die gleiche Menge an Partikeln verteilt wurde.

Die Menge der Partikel je ml Losung wurde mit folgender Formel (137) berechnet:

Number of microspheres’ml=  6C x 10'?

pxTx P

C= concentration of suspended beads in ¢/ml
®=diameter of microspheres in ym
p =density of polymer in g/ml

Demnach enthalt 0,01%-iger Losung von 40nm Partikeln 2,84 x 10" Partikel/ ml bzw.
dieselbe Menge in 1g Creme. 0,01%-ige 200nm Partikel- hantige Losung enthalten 2,27
x 10" Partikel/ ml bzw. /g.
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Jede 40nm Mikrosphare enthalt 3,5 x 102 Fluorescein- Aquivalente. Mikrospharen von

200nm GréRe enthalten 1,1 x 10° Fluorescein- Aquivalente.

2.2.4 Vorbereitung der Hautareale
Es war nicht praktikabel, alle Parameter an ein und derselben Hautprobe zu Uberprufen.

So wurde pro Probe der Einfluss der Vorbehandlungstechniken an einer PartikelgroRe
in einer Formulierung untersucht, d.h. z.B. das von 40nm NP in PBS. Unabhangig von
der Applikationstechnik wurde die Haut zunachst mit destilliertem Wasser von den
grobsten Verunreinigungen wie Blut und Fett befreit. Je Vorbehandlungstechnik wurden
mindestens drei Hautareale vorbereitet (3 x n=3), indem diese mit Folienmarker

eingezeichnet wurden. Die Flachen hatten eine Grofke von 2,5 x 3cm?.

2.2.5 Auftragen der Partikel
Auf die unbehandelte Haut wurden nun die Partikel aufgetragen. Das Auftragen der

entsprechenden Menge an NP in PBS erfolgte tropfenweise und unter gleichmaRiger
Verteilung mit der Pipettenspitze. Partikel in lipophiler Grundlage wurden mit Hilfe eines
Spatels appliziert. Dieser wurde vor und nach der Aufnahme der entsprechenden
Menge an NP in BC sowie nach deren Aufstreichen auf die Haut gewogen
(Analysenwaage 770, Kern) und somit das Auftragen der exakten Menge an Creme
sichergestellt.

Zur Untersuchung der Wirkung von Massage wurden die Partikel nach der
beschriebenen Applikationstechnik flr drei Minuten mit einem Massagerat (PC60, Petra
Electric, Burgau, Germany, 3000 Oszillationen/ min.) einmassiert. Der auf den
Massagekopf gezogene Fingerling wurde dazu vorher fur 20 Minuten mit NP in PBS
oder BC gesattigt.

Drei Hautareale wurden mit einem CSSS vorbehandelt. Das Verfahren diente hier zur
Untersuchung des Effekts der ,Offnung“ von Haarfollikeln durch Entfernen von Talg und
abgeschilferten Zellen aus dem Infundibulum. Dazu wurden vier Tropfen Cyanoacrylat
(UHU® Sekundenkleber, UHU GmbH, Brihl), in Anlehnung an Untersuchungen in
unserem Labor, die eine ideale Menge von 9 Tropfen je 16cm? als ideale Menge
ermittelten, aufgetragen und mit einem Objekttrager verteilt. Sofort im Anschluss klebte
man Tesafilm darlber, bedeckte es mit einer Zwischenlage Papier und rollte 10 Mal mit
einer speziellen Kunststoffrolle unter gleichmalliger Druckaustibung daruber, um die
Hautfalten zu glatten und den Kleber gleichmallig zu verteilen. Nach ca. 30 Minuten

Trocknen, was eine vollstandige Polymerisierung des Klebers gewahrleistete, wurde der
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Tesafilm ruckartig von der Haut entfernt. Die sich darauf befindlichen Haarfollikel und
ausgerissenen Vellushaare konnten spater unter dem Mikroskop ausgezahlt werden.
Das anschlieBende Auftragen der Partikel erfolgte in oben beschriebener Art und
Weise. Die so vorbereiteten Proben wurden in einer feuchten Kammer bei 37°C fur 4h
inkubiert.

2.2.6 Differentielles Tape Stripping I: Bestimmung der Nanopartikel im Stratum
corneum mittels der Tesa®- Film- Abrisstechnik

Mittels der Tesa®- Film- Abrisstechnik lassen sich Korneozyten Schicht fur Schicht auf
einen adhasiven Filmstreifen Ubertragen. Durch Wiederholung des Vorgangs kann das
SC bis in dessen tiefe Schichten entfernt werden.

Nach der Inkubation der Proben wurde Tesa®- Film (Nr. 5529, Beiersdorf, Hamburg),
dessen Lange das markierte Hautareal Uberschreitet, sowie eine Zwischenlage aus
Papier auf das Hautareal aufgebracht. Zuvor behandelte man den wassrigen Uberstand
mit Warmluft so, dass er verdunsten konnte. Auch im Falle der Creme verwarf man
nicht penetrierten Uberstand, d.h. die ersten Tapes, nicht (89).

Mittels einer Kunststoffrolle wurde der Filmstreifen fest auf die Haut gepresst und
jeweils 10 Mal unter gleichmaligem Druck Uber das Hautareal gerollt. Das zu
untersuchende Testareal, 2,5 x 3cm?, enthielt entweder eine Markierung durch einen
Abdruck des markierten Hautareals bzw. wurde nun mit Folienmarker markiert. In einem
letzten Schritt wurde der Korneozyten und NP enthaltende Filmstreifen ruckartig von der
Haut entfernt.

Aufgrund der Annahme, dass sich der Grossteil der NP in den obersten Schichten des
SC befindet, befestigte man nur die ersten funf Filmstreifen auf nummerierte
Halterungen (z.B. N 1 — 5), um sie zur weiteren Messung zu verwenden. Anschliel3end
wurden ca. 15 weitere Abrisse getatigt, die das SC vollstandig von den aufgetragenen
Partikeln befreiten. Die letzten Filmstreifen wurden diesbezlglich unter dem
Fluoreszenzmikroskop (BX60F3, Olympus, Hamburg, Germany) untersucht, jedoch

nicht in die weiteren Messungen eingeschlossen.

2.2.7 Differentielles Tape Stripping ll: Bestimmung der Nanopartikel in den
Haarfollikeln mittels Cyanoacrylat- Abrisstechnik

Nach dem Abtragen der NP aus der Hornschicht kann mittels CSSS der Inhalt der
Haarfollikel bestimmt werden. Auch hier wurden vier Tropfen Cyanoacrylat (UHU®
Sekundenkleber, UHU GmbH, Brihl) je 2,5 x 3cm? grol3em Hautareal homogen verteilt,

Tesa®- Film aufgeklebt, mit einer Rolle seine gleichmalige Adhasion gewahrleistet,
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und dieser nach der Polymerisierung des Klebers entfernt. Neben Sebum und
Zellresten haften auf dem Abriss die in die Haarfollikel penetrierten NP. Den
beschrifteten CSSS- Filmstreifen (z.B. N- CSSS) befestigte man ebenfalls auf einer

Halterung.

2.2.8 Quantitative Analyse der topisch applizierten Substanz im Stratum
corneum und in den Haarfollikeln

Zusammenfassend ist zu sagen, dass fur jede Untersuchungseinheit (z.B. 40nm NP in
PBS) je vorbereitetem Hautareal sechs Abrisse (funf, welche reprasentativ fur die
Substanz im SC stehen und ein CSSS Abriss als Mal} fur die NP in den Haarfollikeln)
zur  weiteren Messung vorlagen. Fur jede der zu vergleichenden
Vorbehandlungstechniken waren auf drei Flachen NP appliziert worden. Aus den
markierten Arealen wurden jeweils zwei Stanzen mit einem konstanten Durchmesser
von 15mm gewonnen.

Die insgesamt zehn Stanzproben der funf Filmstreifen des Tape Strippings wurden in
eines, die zwei Stanzproben aus dem CSSS- Abriss in ein weiteres Oak- Ridge
Roéhrchen (Oak Ridge Centrifuge Tube, PPCO, 10ml, Nalge Nunc International)
gegeben und jedem Behaltnis 1,767 ml Ethanol (Uvasol, Merck, Darmstadt, Germany)
hinzugefligt. Eine Behandlung der Oak- Ridge Roéhrchen im Ultraschallbad (Sonorex
Super RK1020H, Bandelin Electronic, Berlin, Germany, fur 1 min.) und in der Zentrifuge
(4x 1000 rpm, far 10 min. bei 20°C) loste die NP von den Filmstreifen. Der
abzentrifugierte Uberstand mit den NP wurde anschlieRend in Kiivetten (Hellma
Prazisionskuvetten aus Quarzglas, Suprasil®, Schichtdicke 5 x 5mm) gegeben und im
Fluoreszensspektrometer (Luminescent LS 50B, Perkin Elmer, Uberlingen, Germany)

im Wellenlangenbereich 505 — 600nm gemessen.

2.2.9 Photometrie und Fluoreszenz
Zum besseren Verstandnis der Bestimmung der fluoreszierenden NP aus den

Filmstreifen ist eine kurze Beschreibung der Photometrie im Allgemeinen und der
Fluoreszenzspektrometrie im Besonderen notwendig.

Die Photometrie beschreibt ein Messverfahren im Wellenlangenbereich des sichtbaren
Lichtes, das z.B. zur Konzentrationsbestimmung von gelésten Stoffen in chemischen
Proben dient. Das Prinzip der Photometrie beruht auf der Absorptions- bzw.
Extinktionsmessung monochromatischen Lichtes beim Durchgang durch eine

probenhaltige Kuvette bzw. bei der Erstellung des Hornschichtprofils auch durch einen
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Tesa®- Filmabriss. Gemessen wird mit der Wellenlange, bei welcher die zu
untersuchende Substanz ihr Absorptionsmaximum hat . Bei der Absorption wird ein
bestimmter  Energiebetrag aufgenommen, der von der Frequenz der
elektromagnetischen Strahlung abhangt. Die Transmission (T) ergibt sich aus dem
Verhaltnis von geschwachter Lichtintensitat (1) zu eingestrahlter Lichtintensitat

(Io): T=1/ IO.
Die Extinktion ist das logarithmische Mal} fur die Schwachung einer Lichtwelle durch

Absorption und Streuung. Sie wird nach dem Lambert Beer Gesetz berechnet.

E=Inl/l==egxcxd
E = Extinktion, € = Extinktionskoeffizient , ¢ = Konzentration des Absorbers,

d = Weglange des Lichtstrahls durch das absorbierende System

Das Gesetz besagt, dass sich die Extinktion E einer Lésung direkt proportional zur
Konzentration (c) der darin gelosten lichtabsorbierenden Substanz und der
Schichtdicke (d) der Losung verhalt und abhangig vom Extinktionskoeffizienten (¢) ist.
Das Lambert Beer Gesetz hat Gultigkeit fir monochromatisches Licht und verdinnte

Losungen.

Fluoreszenz bezeichnet die Eigenschaft einiger Moleklle, Energie einer bestimmten
Wellenlange aufzunehmen, dadurch in einen ,angeregten Zustand® (138) zu gelangen
und nach einer gewissen Zeit einen Teil der Energie wieder zu emittieren. Dieser als
Fluoreszenz abgestrahlte Teil ist stets geringer als die absorbierte Energie, hat also
eine groRere Wellenlange. Die Absorption von Energie in Form von Licht und die
Emission von Energie in Form von Fluoreszenz kann nur bei bestimmten, fir ein
Molekul charakteristischen Wellenlangen erfolgen (139). Die Fluoreszenzphotometrie
ist ein optisches Messverfahren zur Konzentrationsbestimmung fluoreszierender
Substanzen. Es ist eine Methode der Spektrophotometrie, welches die Eigenschaft von
mit kurzwelligem oder ultraviolettem Licht bestrahlter Fluoreszenz infolge seiner
Anregung Licht abzusenden, nutzt . Ein Fluoreszenzspektrometer misst die Intensitat
des emittierten Fluoreszenzlichtes, sodass ein Rickschluss auf die Menge der sich in
der Probe befindlichen Molekule maoglich ist.

Das an die verwendeten NP gebundene Fluorescein gibt bei Anregung mit blauem
Licht (Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 496 nm, z.B. durch einen

Argon- lonen Laser) grines Licht (Wellenlange ca. 520 bis 530 nm) ab.
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2.2.10 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm R Version 2.6.1. Zur

Auswertung der Ergebnisse des DTS wurde ein lineares gemischtes Modell verwendet,
welches im Unterschied zum einfachen linearen Modell die Tatsache bertcksichtigt,
dass mehrere Messungen an einer Person stattfanden. Die Uberpriifung der
Normalverteilung und Streuung der Daten erfolgte mittels plot- und qgnorm
Berechnungen. Mittelwerte und Standardabweichung wurden mit Hilfe des Software

Programms Microsoft® Excel 2003 kalkuliert.

2.2.11 Kalibrierungskurven
Zur genauen Quantifizierung der extrahierten Menge an NP wurden im Vorfeld 40nm

bzw. 200nm Partikel in absteigenden Konzentrationen von 0,1% bis 0,0005% (40nm)
bzw. 0,0001% (200nm) verdinnt und in jeweils 1,767 ml Ethanol gel6st. Dies entspricht
der verwendeten Menge an Ethanol fur die Losung der Partikel aus den Filmstreifen je
Messrohrchen. Die so erstellten Kalibrierungskurven ermoglichten nach der
spektrophotometrischen Messung eine Umrechnung der ermittelten Emissionswerte in

Konzentrationen und somit die Quantifizierung der NP.

2.3 Das Hornschichttiefen- und Penetrationsprofil

Geeignete Methoden, um Informationen Uber die Penetration topisch applizierter Stoffe
und ihre Verteilung im SC zu erlangen, sind die Erstellung eines Hornschicht- und
Penetrationsprofils. Dabei wird die Tesa®- Film- Abrisstechnik mit UV/ VIS bzw.
Fluoreszenzspektroskopie verbunden (140). Die Verfahren dienten in dieser Arbeit v.a.
zur genaueren Analyse der Penetration ins SC und Lokalisation der im Rahmen des

DTS als reprasentativ fur die Substanz im SC gemessenen Filmstreifen.

2.3.1 Aligemeines zur Erstellung der Hornschicht- und Penetrationsprofile
Die Barriere- und Reservoirfunktion der Haut hat Auswirkung auf das

Penetrationsverhalten topisch applizierter Stoffe. Auflerdem beeinflussen die
chemische Zusammensetzung der Substanzen bzw. ihres Vehikels und physikalische
Einwirkungen die Bildung des Reservoirs.

Penetrationsmessungen mittels der Tesa®- Film- Abrisstechnik unterliegen ebenfalls
verschiedenen Einflussfaktoren und mussen deshalb gemafl der pro Filmstreifen
entfernten Menge an Korneozyten korrigiert werden (89, 128, 141). Die Korrelation der

penetrierten Menge einer topisch applizierten Substanz zur pro Filmstreifen entfernten
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Menge an Korneozyten anstatt zur jeweiligen Tapenummer fuhrt zu einer genaueren
Lokalisation innerhalb des Hornschichtprofils. Eine geeignete Methode darf nur die
Korneozyten auf einem Abriss messen und sich nicht durch ebenfalls auf dem Tape
befindliche Substanzen beeinflussen lassen.

Das klassische Verfahren der Gravimetrie, das Wiegen der Korneozyten, ist aufgrund
des Einflusses von Talg, Schweil3, der in tiefen Schichten zunehmenden interzellularen
Flussigkeit und topisch applizierten Substanzen nicht nur zeitaufwendig, sondern auch
sehr storanfallig (128, 142, 143). Ebenso nachteilig erwiesen sich die Messung des
transepidermalen Wasserverlustes (129), die Bestimmung der Proteinabsorption in den
Korneozyten (142) im UV Bereich oder durch ein Infrarot- Dichtemessgerat (144), die
Messung der Absorption spezifischer Korneozytenfarbungen auf den Abrissen (145)
sowie die mikroskopische Bestimmung der Hornzelldichte (146).

Weigmann et al. (128, 143) beschreiben die Maoglichkeit der Messung der
Pseudoabsorption der Korneozyten. Sie seien die einzigen Bestandteile auf dem
Filmstreifen, welche photometrisch im sichtbaren Bereich gemessen werden konnten.
Die Korneozyten reflektieren, streuen und beugen Licht fast unabhangig von der
Wellenlange, anstatt es, wie die anderen Komponenten des SC, v.a. im ultravioletten
Spektrum zu absorbieren. Der Filmstreifen stére dabei nicht die Messung der
Pseudoabsorption. Es konnte gezeigt werden, dass die entfernte Zahl von Zellschichten
pro Filmabriss (59) sowie das Gewicht der Filmstreifen unter Ausschluss von
Storfaktoren (143) gut mit der spektrophotometrisch gemessenen Pseudoabsorption der
Korneozyten korreliert. Diese Form der Analyse bietet daher eine praktikable Methofde,
um die Zelldichte pro Tape zu charakterisieren.

Zur Erstellung des Hornschichtprofils (HP) muss zunachst das gesamte SC entfernt
werden, d.h. soweit, bis der Filmstreifen visuell und spektrophotometrisch leer ist. Es
bedarf individuell verschieden und durch viele Faktoren beeinflussbar einer
unterschiedlichen Zahl von Abrissen, um das SC komplett zu entfernen. Meist werden
100 Filmstreifen abgerissen, doch seien auch 30- 60 Tapes angemessen, um seine zu
Dicke bestimmen (141).

Die Absorption der Abrisse wird anschlieliend im sichtbaren Bereich gemessen. Die
Summe aller Absorptionen fasst die komplette Menge an Korneozytenaggregaten
zusammen, die wahrend des Tesa®- Filmabrissmethode entfernt wurden. Die

Korrelation der Absorption je Tape zur Gesamtabsorption entspricht der Zahl der
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Korneozyten je Filmstreifen im Verhaltnis zur kompletten Hornschicht. Somit kann die
Position eines Abrisses im HP genau charakterisiert werden.

In Penetrationsstudien kann die Konzentration einer topisch applizierten Substanz
bestimmt und in das HP eingeordnet werden (72, 89, 128). Dieses so genannte
Penetrationsprofil (PP) bericksichtigt die Korneozyten und die Stoffkonzentration je
Filmstreifen. Basis ist die Dichte der Korneozyten. Die Stoffkonzentration wird zur Tiefe
des SC, von der der Abriss genommen wurde, in Beziehung gesetzt. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass sich der Grossteil des Stoffes in den obersten Zelllagen
befindet (121, 127)

2.3.2 Die Erstellung des Hornschichtprofils
Material, Methoden und Vorbereitung der Haut entsprechen dem DTS. Fir jede

PartikelgroRe (40nm bzw. 200nm), Vorbehandlungstechnik und Formulierung (PBS
bzw. BC) wurde mindestens ein HP bzw. PP erstellt. Wie beim DTS wurden die Partikel
entweder auf unbehandelte, CSSS vorbehandelte oder mit Massage behandelte Haut
aufgetragen. Nach 4 Stunden Inkubation in der feuchten Kammer wurde die Tesa®-
Filmabrissmethode max. 100 Mal durchgefuhrt. Die abgenommenen Tapes befestigte
man auf nummerierten Haltevorrichtungen. Abbruchkriterium war eine gemessene
Transmission des Filmstreifens von uber 98,5%, was die nahezu komplette Entfernung
des SC anzeigte. Die einzelnen Filmstreifen bzw. die daran haftenden Korneozyten
wurden mittels eines Zweistrahlspektrophotometers (Lambda 20; Perkin Elmer,
Uberlingen, Germany) im sichtbaren Bereich bei 750nm gegen dem Rohwert eines
leeren Tapes vermessen. Durch die Subtraktion des Leerstreifens von der Messung
des jeweiligen Abrisses wurde sichergestellt, dass die spektroskopischen Messwerte

wirklich nur durch die Korneozyten zustande kamen.

2.3.3 Die Erstellung des Penetrationsprofils
Zur Erstellung des PP wurden je Abriss zwei Stanzen von 1,5mm Durchmesser

gefertigt. Jeweils vier Stanzen aus zwei Tapes zusammenfassend in ein OAK- Ridge
Roéhrchen gebend, wurden die NP mittels Ultraschallbad und Zentrifuge in 1,767 ml
Ethanol (s.0.) von den Filmstreifen gelost und anschlieBend im

Fluoreszenzspektrometer gemessen.
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2.3.4 Die Darstellung des Hornschichtprofils
Das HP soll die abgetragene Hornschicht moglichst realitatsnah darstellen. Es wird ein

Koordinatensystem mit zwei Ordinaten erstellt. Auf der linken Seite werden die
aufsummierten Extinktionen der Korneozyten bei 750nm in Prozent aufgetragen. Der
oberste Wert entspricht 0%, der Schnittpunkt mit der Abszisse 100%. Diese
Prozentwerte werden als horizontale Linien in das Koordinatensystem eingetragen. Das
Hornschichtprofil wird durch eine waagerechte, optisch der Hautoberflache
entsprechenden Linie beim Wert 0 nach oben hin abgeschlossen. Die entstehenden
Balken stellen die Dicke der Korneozytenschicht auf dem entsprechenden Abriss dar.
Sie werden auf der rechten Abszisse bei 1 beginnend von oben durchnummeriert, was

den Abrissnummern entspricht. Ein Beispiel ist in Abb. 5 dargestellt.

Penetrations profil
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Abbildung 5 Hornschichtprofil

Jede horizontale Linie in dieser Darstellung stellt einen Abriss dar. Der Abstand zwischen den Linien
entspricht der Menge der Korneozyten auf den einzelnen Tapes. Im vorliegenden Fall wurde das SC
vollstandig entfernt.

2.3.5 Die Darstellung des Penetrationsprofils
Die Partikelkonzentrationen der untersuchten Abrisse werden als waagerechte Balken

in das HP eingetragen. Dadurch entsteht das PP (Abb. 6). Zur besseren
Veranschaulichung werden die Balken zentriert, der Wert O liegt in der Mitte der X-
Achse. Die Skala ist beide Seiten addierend, vom Nullpunkt aus in beide Richtungen

abzulesen.
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Abbildung 6 Penetrationsprofil

Das PP ist wie ein Schnitt durch die Hornschicht, der die Penetration der Substanz veranschaulicht. Viele
Autoren berichten, dass sich der Grofteil eines topisch applizierten Stoffes in den obersten Schichten
des SC befindet.

2.4 Semiquantitative Beurteilung der follikuldaren Penetration anhand von

Kryoschnitten

Mittels der Anfertigung von Gewebsschnitten sollte semiquantitativ die follikulare
Penetration untersucht werden. Dabei war es mdglich, die fluoreszierenden Partikel in
den Haarfollikeln zu detektieren und die Penetrationstiefe in Abhangigkeit von der
PartikelgroRe, der Formulierung und den verschiedenen Vorbehandlungstechniken zu

vergleichen.

2.4.1 Material
Gearbeitet wurde mit Haut von gesunden Probanden, welche sich im Rahmen einer

plastisch chirurgischen Operation einer Gesichtsstraffung unterzogen hatten. Die
Untersuchungen fanden unter Einverstandnis der Probandinnen, der Bewilligung der
Ethik- Kommission der Charité Universitatsmedizin Berlin und gemal der ethischen
Grundsatze der Deklaration der Richtlinien von Helsinki statt. Die Haut wurde innerhalb

von 24 Stunden im Labor der Hautklinik/ Charité weiterverarbeitet.

2.4.2 Das Auftragen der Nanopartikel
Die Experimente wurden mit denselben gelb- grinen 40nm und 200 nm FluoSpheres®

NP durchgefuhrt wie sie im Rahmen des DTS Verwendung fanden. Hierzu wurden die
40nm und 200nm Partikel 0,1%-ig in PBS geldst und vor dem Auftragen fir 3 min. im
Ultraschallbad (s.o0.) homogenisiert bzw. in 1%-ig in BC homogen verteilt. 0,1% LOosung
enthalten 2,84 x 10" 40nm NP/ ml Lésung bzw. entsprechend 1g/ Creme. 200nm
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partikelhaltige 0,1%-ige Lésung enthalt 2,27 x 10" Partikel/ ml. Auf den Hautproben
markierte man 1cm? gro3e Hautareale mit einem Faserschreiber. Anschliefend wurden
20ul/cm? der NP in PBS bzw. 2mg/cm? in BC auf die Haut appliziert (s.0.). Die Partikel
wurden auf nicht bzw. CSSS vorbehandelte oder mit Massage behandelte Haut
aufgetragen. Die Inkubation der Proben erfolgte flr 4h in der feuchten Kammer, den
Uberschuss der wassrigen Lésung behandelte man mit Warmluft.

Bei der Untersuchung der Partikel in BC stammten unbehandelte, CSSS vorbehandelte
und mit Massage behandelte Proben jeweils von einem Probanden. Somit wurden zwei
Experimente (40nm bzw. 200nm in BC) mit jeweils drei Hautarealen durchgefuhrt.

Bei den Proben der 40nm und 200nm NP in PBS untersuchte ein Experiment die
Wirkung von CSSS fur beide Partikelgro3en, eine andere Probe den Effekt der
Massage im Vergleich zu nicht vorbehandelter Haut. Auch hier gab es also zwei
Versuchsreihen (Wirkung von CSSS bzw. Massage fur jeweils 40nm/ 200nm Partikel, je

vier Hautareale). Somit diente jeweils ein Experiment als Ergdnzung zum DTS, n= 1.

2.4.3 Anfertigung der Kryoschnitte
Nach der Inkubation der Proben wurde auf jeder Hautprobe funf Mal die Tesa®- Film-

Abrisstechnik durchgeflhrt. Dies stellte die Entfernung des Groliteils der aufgetragenen
Partikel aus dem SC sicher und verhinderte das sekundare Einbringen von Partikeln in
die Haarfollikelé6ffnungen, z.B. im Rahmen der Anfertigung der Gewebeschnitte.

Die 1cm? grof3en Hautproben wurden vor dem Einfrieren mit flissigem Stickstoff in vier
gleich grol3e Blocke von 0,5 x 0,5cm? geschnitten. Aus jedem dieser Quadrate wurden
anschlielfend Kryo-, d.h. Gefrierschnitte von 5um Dicke angefertigt (2800 Frigocut- N,
Reichert- Jung, Heidelberg, Germany). Dabei wurde mdglichst parallel zu den
Haarfollikeln und von der Dermis in Richtung Epidermis geschnitten, um ein Einbringen
von NP in die Haarfollikel im Rahmen des Schneidevorgangs zu vermeiden. Fir jede zu
untersuchende Variable wurden im Durchschnitt 20 Objekttrager mit 15 Einzelschnitten

angefertigt.

2.4.4 Auswertung der Proben
Die Schnitte wurden anschlielend unter dem Fluoreszenzmikroskop (BX60F3,

Olympus, Hamburg, Germany) hinsichtlich der follikularen Penetration untersucht (Abb.
7). Ein Fluoreszenzmikroskop kann Licht der stoffspezifischen Wellenlange aussenden,
die Fluoreszenzpartikel detektieren, sie anregen, soviel wie moglich der emittierten

Fluoreszenz sammeln und Exzitations- von Emissionsenergie trennen (139, 147).
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Dokumentiert wurde die Auswertung mittels der ,Overlay“-, d.h. Uberlagerungstechnik
(8, 148). Dazu fertigte man ein Nativbild mit dem Lichtmikroskop und ein
Fluoreszenzbild unter Nutzung eines NIBA Filters (Wellenlange 470 - 490nm; Filter 515
- 550nm) zur Kontrastverstarkung von derselben Stelle eines Haarfollikels an. Das
Software Programm ,analaySIS* (Soft Imaging System GmbH SIS, Mlnster, Germany)
erlaubte durch Ubereinanderlegung von Fluoreszenz- und Nativbild die Anfertigung
eines Uberlagerungsbildes. Die griine Farbe der Fluoreszenz wurde zur besseren

Darstellung computergesteuert in Rot umgewandelt.

Keine Penetration

Anreicherung in den Haarfollikel6ffnungen/
Mittlere Epidermis

Komplette Epidermis

s
c!q"_q e
QQE:%“

Tiefe Penetration

Abbildung 7 Auswertung der follikularen Penetration
Es wurde zwischen Haarfollikeln, die negativ und solchen, die positiv fir Penetration waren, differenziert.
In letzterem Fall unterschied man Follikel, in denen sich Partikel in den Haarfollikel6ffnungen (Mittlere

Epidermis) angereichert hatten, von solchen, die eine Penetration bis zur kompletten Epidermis und tiefer
zeigten.

2.4.5 Statistik
Die Unterschiede im Penetrationsverhalten wurden mit der Erstellung von Chi- Quadrat

im Statistikprogramm R Version 2.6.1 analysiert. Mittelwerte und Standardabweichung

wurden mit Hilfe des Software Programms Microsoft® Excel 2003 kalkuliert.
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2.5 Langerhanszellfarbung

Mittels einer Anti— CD1a- Fluoreszenzfarbung kénnen LZ selektiv immunhistochemisch
dargestellt werden. Dazu wurden einige Gewebeschnitte, auf denen sich Haarfollikel
besonders gut angeschnitten fanden, herausgesucht und die Farbung entsprechend
folgendem Protokoll durchgefuhrt. Anwendung fanden dabei Proben, welche die
Penetration von 200nm Partikeln in wassriger Losung und lipophiler Grundlage zeigten.
FUr die Fluoreszenzfarbung CD1a- positiver Zellen fixiet man die Kryoschnitte
zunachst fur 10 Minuten in Aceton (Backer, 8002). Die Proben werden dreimal flr finf
Minuten in PBS (Biochrom, L 182 -50) gewaschen, anschlielend die Waschlosung
vom Objekttrager kraftig abgeschlagen. Mit einem Pap— Pen (Vector Labs, H — 4000)
zieht man einen durchgangigen Paraffinkreis um den Objekttrager mit den zu
farbenden Einzelschnitten. Dabei ist auf einen ausreichenden, mindestens 3mm
grolRen Abstand zum Gewebe zu achten. Hiernach wird die Probe fur 60 Minuten mit
DAKO Proteinblock (Vector Labs, X — 0909) geblockt. Primarantikdrper Anti- CD1a
(DAKO; M 0721) werden in Humanem AB - Serum (Biotest, 805135), einem
antikorperfreien humanen Serum der Blutgruppe AB, im Verhaltnis 1: 100 verdinnt und
auf den Objekttrager aufgetragen. Parallel dazu gibt man auf eine Kontrollprobe mit nur
Humanem AB- Serum ohne Zusatz den CD1a — Antikdrper. Nach einer Stunde werden
die Proben dreimal fur funf Minuten in PBS (s.0.) gewaschen. In einem letzten Schritt
werden die Proben mit 1: 50 in Humanem AB- Serum verdinnten anti- mouse FITC
(Vector Labs, FI — 2000) benetzt und die Objekttrager anschlielend fur 45 Minuten im
Dunkeln gelagert. Um den Fluoreszenzfarbstoff zu schutzen, muss auf einen Schutz
vor Licht unbedingt geachtet werden! Die Auswertung der Objekttrager erfolgt mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskops unter Benutzung eines NIBA — Filters (Wellenlange 470 -
490nm; Filter 515 - 550nm) bzw. WBV- Filters (Wellenlange 330 — 385nm; Filter >
420nm).
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2.6 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (Confocal Laser Scan Mikroscopy/ CLSM) in
Verbindung mit Fluorophoren ermoglicht die Echtzeit- Visualisierung der Penetration
von Stoffen in vivo. Artefakte, wie sie bei der Fixierung von Haut entstehen, werden
dabei vermieden (149). In vivo lassen sich Strukturen bis zu etwa 200um Tiefe
detektieren. Fur tiefere Hautschichten ist die Methode nicht so gut geeignet wie
histologische Analysen (61). In der vorliegenden Arbeit wurde mittels CLSM das
,Laterale Spreading“ bzw. Laterale Spreiten (150), die Diffusion der applizierten
Substanz uber das markierte Hautareal hinaus, untersucht. Die Untersuchung erfolgte
beispielhaft an den mit 200nm NP 0,1% in PBS inkubierten Proben vor und nach
Durchfihrung der Tesa®- Film- Abrisstechnik.

Das Grundprinzip der CLSM beruht darauf, dass das Licht einer punktartigen
monochromen Lichtquelle, eines Lasers, Uber ein Objektiv auf einen Punkt in der Ebene
eines zu untersuchenden Objektes fokussiert wird und dieses angeregt. Wahrend bei
der Fluoreszenzmikroskopie das gesamte Sichtfeld angeregt wird, handelt es sich bei
der CLSM um eine rasterartige Anregung von einem Punkt zum anderen. Das von dem
Punkt in Folge der Anregung emittierte Licht wird auf eine variable Lochblende
fokussiert und dahinter detektiert. Im Unterschied zur Fluoreszenzmikroskopie werden
nicht fokussierte Ebenen ausgeblendet und somit eine bessere Bildqualitat erzielt.
Durch die Moglichkeit, mehrere uUbereinander liegende Ebenen zu scannen, kann
computergesteuert ein dreidimensionales Bild erzeugt werden (151).

Die Untersuchungen wurden mit einem dermatologischen Konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (‘Stratum®, Optiscan Ltd., Melbourne) durchgefuhrt. Die Objektivlinse und
das Scan (Abtast-) Modul des Mikroskops sind in einem Handstlick vereint. Dieses wird
direkt auf die Hautoberflache aufgesetzt und ist manuell verschiebbar. Die Strahlung
eines Argon- lonen- Lasers bei einer Wellenlange von 488nm wurde genutzt, um den
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein anzuregen. Das Untersuchungsfeld betragt 200 x
200um. Die Aufnahmen werden in Echtzeit durchgeflihrt. Das optische Fenster ist direkt
auf die Hautoberflache aufgesetzt. Die Emission der Fluoreszenz wird in der
Objektivliinse gesammelt und durch einen Lichtleiter zu einem Photodetektor geleitet.
Die Bildtiefe kann durch Focusverstellung am Handstick manuell verandert werden
(62).
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3 Ergebnisse

3.1 Differentielles Tape Stripping

Durch das DTS und fluoreszenzspektrophotometrische Messungen konnte das

Reservoir topisch applizierter NP im SC und in den Haarfollikeln quantifiziert werden.

3.1.1 Kalibrierungskurve
Anhand der Kalibrierungskurven ist es mdoglich, die im Fluoreszenzspektrometer

ermittelte Emission einer Probe einer Konzentration an Partikeln in derselben

zuzuordnen.
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Abbildung 8 Kalibrierungskurven 40nm und 200nm NP in PBS

Die Kalibrierungskurven stellen Mittelwerte (n=4) fur 40nm NP (Diagramm A) und 200nm NP (Diagramm
B) in PBS, von 0,01% in absteigender Konzentration in 1,767ml Ethanol geldst, dar. Die x- Achse gibt die
Partikelkonzentration, die y- Achse die entsprechende, fluoreszenzspektrometrisch ermittelte Emission
an.

3.1.2 Bestimmung der Haarfollikeldichte anhand der Cyanoacrylatabrisse
Die Cyanoacrylatabrisse, welche man vor Applikation der Partikel im Rahmen der

Vorbehandlungstechniken angefertigte, konnten unter dem Mikroskop bezlglich der
Zahl der Haarfollikel je Flache ausgewertet werden. Die Auszahlung ergab eine Dichte

von durchschnittlich 10 Haarfollikeln/cm?.
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Abbildung 9 Bestimmung der Haarfollikeldichte mittels CSSS
Die Abbildungen zeigen zwei CSSS Abrisse. Es sind entfernte Hornschicht und Haarfollikel zu erkennen.

Die Aufnahmen wurden mittels des Gerates Inverses Mikroskop Olympus IX50 in 4facher (1A, 2A) bzw.
10facher (1B, 2B) VergréRerung angefertigt.

3.1.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Substanzverteilung
Die im ersten Teil des DTS angefertigten Filmabrisse wurden vor der quantitativen

Analyse der ersten funf Tapes unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Abbildung 10 Fluoreszenzsignal der NP auf den Filmstreifen
1. Abriss 5. Abriss 20. Abriss

Die Aufnahmen zeigen den 1., 5. und 20. Filmstreifen aus dem ersten Teil des DTS unter dem
Fluoreszenzmikroskop BX60F3, Olympus, Hamburg, Germany bei 10facher Vergréfterung. Die Abnahme
des Fluoreszenzsignals mit steigender Abrissnummer ist deutlich zu erkennen.

47



Abb. 10 zeigt dies an einem reprasentativen Beispiel. Der erste Abriss zeigt ein
deutliches Fluoreszenzsignal, das auf dem 5. Tape schon deutlich geringer und v.a. aus
den Furchen zu detektieren ist. Bis auf einige wenige Partikel in den Hautfurchen ist auf
dem 20. Filmstreifen kaum mehr Fluoreszenz zu erkennen.

Anschlielend wurde mittels eines CSSS Abrisses die Konzentration der NP in den
Haarfollikeln ermittelt. Die folgenden Bilder (Abb. 11) zeigen Fluoreszenzaufnahmen
dieser CSSS- Abrisse. Es ist schwierig, die Auto- Fluoreszenz der Haarfollikel von jener

der Partikel zu differenzieren.

Abbildung 11 Fluoreszierende Nanopartikel auf CSSS- Abrissen

Aufnahmen der CSSS- Abrisse vor der fluoreszenzphotmetrischen Messung der follikularen Penetration
mit dem Fluoreszenzmikroskop -BX60F3, Olympus, Hamburg, Germany bei 10facher VergréRerung. Der
Pfeil kennzeichnet einen Haarfollikel. Dessen Auto- Fluoreszenz ist nur schwer von dem Signal der NP zu
unterscheiden.

3.1.4 Differentielles Tape Stripping | — Quantifizierung der Nanopartikel im
Stratum corneum

In der statistischen Auswertung wurden zunachst die Ergebnisse fur die Emission bzw.
Konzentration der NP im SC getrennt analysiert. Dabei zeigte sich erwartungsgeman
kein Unterschied. Abb.12 und 13 stellen die Emission der Fluoreszenz der in PBS und
BC applizierten Partikel als Mal} fur ihre Konzentration im SC dar.

Insgesamt betrachtet zeigten in hydrophiler Losung applizierte Partikel eine bessere
Penetration in die Hornschicht. Die Ergebnisse waren statistisch jedoch nicht signifikant.
Die 200nm NP zeigten in lipophiler Grundlage eine etwas bessere Penetration als in
PBS. Die 40nm NP in beiden Formulierungen bildeten dabei ein signifikant (p < 0,001)
grolieres Reservoir im SC als die gréfteren 200nm NP.

Nach der Anwendung von CSSS konnte fur 40nm NP in PBS eine Verbesserung der
Penetration beobachtet werden. 200nm Partikel zeigen eine geringfugig schlechtere
Penetration in PBS (p= 0,05) bzw. keine Beeinflussung in BC.
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Massage bewirkte, dass signifikant (p < 0,0001) weniger NP im SC gemessen wurden.

Dieser Effekt ist bei Applikation der NP in BC bei beiden Partikelgro3en zu beobachten
und zeigte sich bei 40nm Partikeln, nicht aber 200nm NP in PBS (Abb. 12).
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Abbildung 12 Emission der NP im Stratum corneum- 40nm/ 200nm 0,01% in PBS
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Abbildung 13 Emission der NP im Stratum corneum- 40nm/ 200nm 0,1% in BC
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Die Recovery Rate beschreibt die Konzentrationsmenge der NP, die im Verhaltnis zu
der insgesamt applizierten Menge aus den abgetragenen Filmstreifen bestimmt werden
konnte (90, 150). Anhand der Kalibrierungskurve kann von der Emission auf die
Konzentration der NP riickgeschlossen und berechnet werden, wieviel der applizierten

Partikel sich z.B. im SC bzw. in den daflir reprasentativ stehenden funf Abrissen

befanden.
300
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= 200 1 T T
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A 150 |
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w100 - T
40nm 200nm 40nm  200nm 40nm  200nm 40nm  200nm 40nm  200nm 40nm  200nm
PBS PBS Creme Creme PBS PBS Creme Creme PBS PBS Creme Creme
Keine Vorbehandlung CSSS Massage

Abbildung 14- Zusammenfassung der NP im SC: 40nm/ 200nm NP 0,01% in PBS bzw. 0,1% in BC
Auf der y- Achse ist die Emission der NP im SC abgebildet. 40nm und 200nm Partikel sind, jeweils in
PBS bzw. BC, fir jede Vorbehandlungstechnik (von links nach rechts: ,keine Vorbehandlung®, ,CSSS*
und ,Massage*) auf der x- Achse nebeneinander abgebildet.

] 40nm 0,01% in PBS = 40nm 0,1% in Basiscreme
| 200nm 0,01% in PBS o 200nm 0,1% in Basiscreme

Von den 40nm NP konnten 40% + 11% der 0,01% in PBS applizierten bzw. 32% + 5%
der 0,1% in BC applizierten NP in der Hornschicht gemessen werden. Von den
applizierten 200nm NP 0,01% in PBS bzw. 0,1% in BC wurden 17% + 6% bzw. 20%
7% der applizierten Partikel aus den ersten Filmstreifen extrahiert. In Tabelle 1 sind

diese Ergebnisse fur die Vorbehandlungstechniken einzeln aufgelistet.
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keine

Vorbehandlung | CSSS Massage

0,0045% 0,005% 0,0025%
40nm PBS |(45%) (50%) (25%)

0,0025% 0,0015% 0,001%
200nm PBS | (25%) (15%) (10%)
40nm 0,0035% 0,0035% 0,0025%
Basiscreme | (35%) (35%) (25%)
200nm 0,0025% 0,0025% 0,001%
Basiscreme | (25%) (25%) (10%)
Tabelle 1 Konzentration der NP im SC

Fir 40nm NP bzw. 200nm NP, 0,01% in PBS bzw. 0,1% in Basiscreme nach en einzelnen
Vorbehandlungstechniken wurde die aus dem SC ermittelte Emission in eine mittlere
Partikelkonzentration umgerechnet, hier ohne Angabe der Standardabweichung (vgl. Abb. 14). In
Klammern ist hinzugefiigt, welchem Prozentsatz der aufgetragenen Menge die Konzentration aus den
ersten funf Abrissen entspricht.

Eine Zusammenstellung der Recovery Rate fur die Vorbehandlungstechiken zeigt,

dass Massage das Reservoir des SC signifikant reduzierte.
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Abbildung 15 Recovery Rate im SC in Abhédngigkeit von den Vorbehandlungstechniken
Mittelwerte/ Standardabweichung des interfollikularen Anteils an der applizierten Menge NP im SC fir
beide Partikelgroflen und Formulierungen zusammengefasst nach ,keine Vorbehandlung®, ,CSSSY,
.Massage®.
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3.1.5 Differentielles Tape Stripping Il — Quantifizierung der Nanopartikel in
den Haarfollikeln

Bei vergleichender Betrachtung der Konzentrationen bzw. Emission der NP in den
Haarfollikeln zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der statistischen
Auswertung. Graphisch dargestellt sind aufgrund der grof3eren Genauigkeit die
Emissionswerte (Abb. 16 und 17).

Die follikulare Penetration der NP war besser nach Applikation in PBS als in BC. Funf
Prozent der ohne Vorbehandlung aufgetragenen 40nm Partikel fanden sich in den
Haarfollikeln. Von den 200nm NP in PBS und beiden Partikelgrofien in BC konnten nur

2,5% der ohne Vorbehandlung aufgetragenen NP in den Follikeln gemessen werden.
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Abbildung 16 Emission der Nanopartikel in den Haarfollikeln- 40nm/ 200nm 0,01% in PBS

[ | 40nm 0,01% in PBS
[ | 200nm 0,01% in PBS

Auf der x- Achse sind die Vorbehandlungstechniken ,keine Vorbehandlung®, ,CSSS* und ,Massage” von
links nach rechts, jeweils 40nm und 200nm Partikel nebeneinander darstellend, ,abgebildet.

Die Quantifizierung der NP in den Haarfollikeln erfolgte mittels CSSS. Die daraus extrahierte und
gemessene Emission ist auf der y- Achse abgebildet
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Abbildung 17 Emission der NP in den Haarfollikeln- 40nm/ 200nm 0,1% in Basiscreme

B 40nm 0,1% in Basiscreme
B 200nm 0,1% in Basiscreme, Erklarung siehe Abb. 16.

Die Anwendung von CSSS und Massage zeigten insgesamt betrachtet einen positiven

Effekt auf die Penetration. Diese Effekte lassen sich besser nach Applikation in PBS als

in BC beobachten. (siehe Abb. 16-19)
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Abbildung 18 Anteil der NP in den Haarfollikel in %
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So erhdhte sich das follikulare Reservoir von 200nm Partikeln in PBS nach der
Vorbehandlung mit einem CSSS von 2,5% auf 5% der aufgetragenen Partikelmenge.
Dieser Anstieg ist jedoch statistisch nicht signifikant. Massage zeigte einen signifikanten
Einfluss auf die follikulare Penetration der 40nm NP in PBS (p < 0,05). Es konnte ein
Anstieg von 5% auf 10% der aufgetragenen Partikel in den Haarfollikeln verzeichnet
werden.

200nm NP penetrierten in etwas geringerem Male als die kleineren 40nm Partikel.
200nm NP zeigten in lipophiler Grundlage eine etwas bessere Penetration als 40nm
NP.
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40 nm 200 40 nm 200 40 nm 200 40 nm 200 40 nm 200 40 nm 200
PBS nm Creme nm PBS nm Creme nm PBS nm Creme nm
PBS Creme PBS Creme PBS Creme
Keine Vorbehandlung CSSS Massage

Abbildung 19 Zusammenfassung: 40nm/ 200nm NP 0,01% in PBS bzw. 0,1% in BC- NP in den
Haarfollikeln

Emissionswerte der NP in den Haarfollikeln. Die Ergebnisse der 40nm und 200nm NP, in PBS bzw. BC,
sind fur jede Vorbehandlungstechniken (von links nach rechts: ,keine Vorbehandlung®, ,CSSS* und
,Massage®) jeweils nebeneinander abgebildet.

] 40nm 0,01% in PBS | 40nm 0,1% in Basiscreme
u 200nm 0,01% in PBS N 200nm 0,1% in Basiscreme

3.1.6 Follikularer Anteil der insgesamt gemessenen Nanopartikel
Mit Hilfe der Kalibrierungskurve konnte anhand der mittleren Emissionswerte auf die

Konzentration der Partikel in den Haarfollikeln rickgeschlossen werden. Fir die
insgesamt durch das DTS ermittelte Konzentration an NP konnte ein Verhaltnis von
durchschnittlich 94,8 % + 5,2% in PBS bzw. 88,7% + 11,3% in BC im SC und 11,3% £ 6
in PBS bzw. 5,2% + 3,7% in BC in den Haarfollikeln bestimmt werden.
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Abbildung 20 Recovery Rate: Follikuladrer und interfollikulédrer Anteil in Prozent

Farblich dargestellt ist jeweils der follikuldre Anteil der NP (siehe Legende). Von links nach rechts 40nm
und 200nm NP 0,01% in PBS, 40nm und 200nm NP 0,1% in BC. Fir jede PartikelgroRe nebeneinander
die Vorbehandlungstechniken ,keine Vorbehandlung®, ,CSSS“ ,Massage“. Ermittelt wurde die
Konzentration aus den gemittelten Emissionswerten. Standarbabweichungen siehe 3.1.4/ 5.

] 40nm 0,01% in PBS = 40nm 0,1% in Basiscreme
| 200nm 0,01% in PBS o 200nm 0,1% in Basiscreme

Eine Zusammenfassung des follikularen Anteils in Prozent nach den einzelnen
Vorbehandlungstechniken zeigt, dass sich ohne Vorbehandlung 5,1% + 1,8%, nach
CSSS 7,2% + 5,1% und nach Massage 12,5% * 6,6% der insgesamt in einer Probe
bestimmten Partikel in den Haarfollikeln befand (vgl. Abb. 21).
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Abbildung 21 Follikuldre Recovery Rate
Mittelwerte des prozentualen follikuldren Anteils der insgesamt durch DTS bestimmten NP  keine
Vorbehandlung®, ,CSSS*, ,Massage” unter Zusammenfassung von Partikelgréfie und Formulierung.
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3.2 Hornschicht und Penetrationsprofile
Die folgenden Abbildungen zeigen eine Gegenuberstellung der HP und PP fur 40nm
und 200nm in PBS und BC.
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Abbildung 22 Hornschicht-/ Penetrationsprofile 40m 0,01% in PBS

Diagramme A- C zeigen die PP fur die Applikation von 40nm NP 0,01% in PBS auf nicht vorbehandelte
Haut (A), auf CSSS vorbehandelte Haut (B) und nach Massage der Partikel (C). Auf der linken y- Achse
ist der Prozentsatz entfernten SC, auf der rechten y- Achse die Filmabrissnummer aufgetragen. Die x-
Achse stellt die Emission der NP dar. Sie ist in beide Richtungen abzulesen und die Werte zu addieren.
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Abbildung 23 Hornschicht-/ Penetrationsprofile 200m 0,01% in PBS

Diagramme A- C zeigen die PP fur die Applikation von 200nm NP 0,01% in PBS auf nicht vorbehandelte
Haut (A), auf CSSS vorbehandelte Haut (B) und nach Massage der Partikel (C). Achsenbeschriftung
siehe Abb. 22.
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Abbildung 24 Hornschicht-/ Penetrationsprofile 40m 0,1% in Basiscreme

Diagramme A- C zeigen die PP fur die Applikation von 40nm NP 0,1% in BC auf nicht vorbehandelte
Haut (A), auf CSSS vorbehandelte Haut (B) und nach Massage der Partikel (C). Achsenbeschriftung
siehe Abb.22.
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Abbildung 25 Hornschicht-/ Penetrationsprofile 200m 0,1% in Basiscreme

Diagramme A- C zeigen die PP fur die Applikation von 200nm NP 0,1% in BC auf nicht vorbehandelte
Haut (A), auf CSSS vorbehandelte Haut (B) und nach Massage der Partikel (C). Achsenbeschriftung
siehe Abb.22.
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3.2.1 Hornschichtprofil- Bestimmung der Menge an Korneozyten je Filmstreifen
Durch die Erstellung der Hornschichtprofile konnte der Einfluss der Formulierung bzw.

der Vorbehandlungen auf die entfernte Menge an SC je Filmstreifen untersucht werden.
In der Zusammenstellung der einzelnen Vorbehandlungstechniken zeigte sich kein

signifikanter Einflusses der Partikelgrof3e und Formulierung (Abb. 26- 28).
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Abbildung 26 Prozentual entfernte Menge an Korneozyten nach kompletter Entfernung des SC
nach NP- Applikation auf unbehandelte Haut.
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Abbildung 27 Prozentual entfernte Menge an Korneozyten nach kompletter Entfernung des SC
nach NP- Applikation auf CSSS- vorbehandelte Haut.
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Achsenbeschriftung siehe Abb. 26

40nm 0,01% in PBS
200nm 0,01% in PBS
40nm 0,1% in Basiscreme
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Abrissnummer

Abbildung 28 Prozentual entfernte Menge an Korneozyten nach kompletter Entfernung des SC
nach NP- Applikation auf Massage behandelte Haut.
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Nach Applikation der NP in PBS wurde in nicht behandelten und mit CSSS
vorbehandelten Hautproben mehr SC je Filmstreifen entfernt. Bei der Untersuchung des
Einflusses von Massage gilt dies allein fur 200nm NP in PBS. Die Ergebnisse liegen
jedoch nah beieinander.

Eine Darstellung der Mittelwerte bestatigt, dass nach Applikation der Substanz in PBS
mehr Hornschichtzellen je Abriss entfernt wurden als in der BC- Formulierung. Dabei
verglich man nur nicht vorbehandelte und mit Massage behandelte Haut miteinander.
Bezlglich CSSS vorbehandelter Haut ist zu bemerken, dass der erste Abriss zwar mehr
Korneozytenschichten entfernte, doch sich die Kurven mit steigender Filmrissnummer
zunehmend an die nicht vorbehandelten bzw. mit Massage behandelten Proben

angleichen ( nicht veroffentlichte Daten).
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Abbildung 29 Prozentual entfernte Menge an SC je Filmstreifen: Mittelwerte 40nm und 200 nm NP
in PBS bzw. BC

Die Abbildungen zeigen die Mittelwerte des prozentual entfernten SC (Ordinate) je Abrissnummer
(Abszisse) fur beide PartikelgroRen in PBS (A) bzw. BC (B) zusammengefasst.

Aus den Abbildungen konnen folgende Aussagen getroffen werden:

Es zeigt sich, dass man nach Applikation in PBS mit 5 Filmstreifen 22,5% + 3,8%, mit
10 Tapes 46,5% * 7,7%, nach 20 Filmstreifen 74,5% + 5,4%, nach 30 Tapes 87% =
6,6% und mit 50 Tapes 94% + 3,3% des SC durchschnittlich abtrug.

Nach Auftragen der Partikel in BC wurden mit 5 Filmstreifen 11,25% + 6,3%, nach 10
Tapes 34% £ 11%, mit 20 Tapes 69,3% % 13,5%, mit 30 Abrissen 79% % 11,2% und
nach 50 Tapes im Mittel 87,8% + 6,3% der Hornschicht entfernt.
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Die gemittelten Werte fir die einzelnen

Vorbehandlungstechniken

liegen

dementsprechend zwischen den Ergebnissen fur hydrophile Losung bzw. lipophiler
Grundlage (Tabelle 2).

Mittelwerte in
% Mittelwerte in | Mittelwerte in
~keine Vorbe- | % %
Abriss-nr. handlung“ ,CSSS“ ,Massage*
1 3,3 32,5 4,5
2 6,0 38,0 8,0
4 11,3 40,8 15,0
5 14,3 43,5 19,5
10 35,3 60,3 45,3
15 56,3 73,5 64,0
20 69,5 82,3 74,3
25 75,0 86,0 83,3
30 79,0 89,0 87,0
40 83,5 88,3 88,3
50 89,3 91,7 92,0
60 93,5 94,0 94,3
70 93,0 95,0 95,0
80 97,0 97,0 97,0
90 99,0 99,0 99,0
Tabelle 2 Mittelwerte der je Filmstreifen entfernten Hornschicht in Prozent

Mittels des HP wurde das gesamte SC abgetragen.
Tabelle 2 stellt die durchschnittlich entfernte Menge an Korneozyten je Abrissnummer fir die einzelnen
Vorbehandlungstechniken dar.

3.2.2 CSSS
Die Erstellung der Mittelwerte flr die nach CSSS entfernte Menge an Korneozyten

ergab, dass ein Cyanoacrylatabriss 32,5% + 3,6% des SC entfernt (vgl. Tabelle 2).

3.2.3 Penetrationsprofile- Verteilung der Nanopartikel im Stratum Corneum
Mittels der HP wurde das gesamte SC entfernt und fur die einzelnen Filmstreifen der

Prozentsatz an entfernten Kornoezyten bestimmt.

Mittels der PP, wobei man jeweils zwei Filmstreifen zusammenfasste, konnte die
Emission der Partikel in den verschiedenen Tiefen der Hornschicht ermittelt werden.
Anhand der Kalibrierungskurven kann man anschlielend die Konzentration der Partikel
bestimmen. Die folgenden Diagramme zeigen die je 10%, 20%, 30% etc. entfernter

Hornschicht gemessenen NP unter Angabe der Emission.
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In nicht vorbehandelter Haut (Abb. 30) fanden sich in den obersten 10% des SC 20 -
55% der aufgetragenen Menge von NP (200nm PBS< 40nm BC< 40nm PBS< 200nm
BC), bis zu 20% der Hornschicht 3 - 15% und bis zur Entfernung von 30% des SC 1 -
6% der insgesamt applizierten Partikel. Weit unter 5% fanden sich bis zur Entfernung
von 80% des SC nach Applikation in PBS und bis zu 50% (40nm) bzw. 60% (200nm)
der Partikel in BC.

350 Durchschnittlich  entfernte NP je

300 - Hornschichttiefe in  Prozent  fir
c 250 - \ Hautproben ohne Vorbehandlung. Die
2 200 NP sind durch ihre
2 \ Fluoreszenzspektrometrisch ermittelte
g 150 Emissi
5 mission dargestellt.

100 -

50 - 40nm 0,01% in PBS

0 Wy —t— g 200nm 0,01% in PBS

40nm 0,1% in Basiscreme

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 84% . .
° ° ° ° ° ° ° ° ° 200nm 0,1% in Basiscreme

Prozentual entferntes SC

Abbildung 30 Verteilung der NP im SC: Hautproben ohne Vorbehandlung

500 Dargestellt ist die Emission der NP in
den einzelnen Tiefen der
400 - Hornschicht (prozentualer Anteil)
S \ nach CSSS Vorbehandlung.
? 300 A ]
® N 40nm 0,01% in PBS
£ 200 | 200nm 0,01% in PBS
w 100 | = 40nm 0,1% in Basiscreme
B 200nm 0,1% in Basiscreme
0 T i T

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Prozentual entferntes SC

Abbildung 31 Verteilung der NP im SC: Hautproben nach CSSS-Vorbehandlung

In CSSS vorbehandelter Haut (Abb. 31) konnten in den obersten 10% der Hornschicht
35 - 80% der aufgetragenen Partikelmenge wiedergefunden werden (200nm BC< 40nm
PBS< 40nm BC< 200nm PBS). Bis zu 20% bzw. daraufhin bis zu 30% entfernten SC
fanden sich jeweils 2 - 10% der applizierten Partikel. 40nm NP in PBS und 200nm in
beiden Formulierungen konnten in geringen Konzentrationen bis zur Entfernung von
60% der Hornschicht detektiert werden
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Abbildung 32 Verteilung der NP im SC: Hautproben mit Massage-Behandlung

Aus mit Massage behandelter Haut (Abb. 32) konnten in den obersten 10% des SC 15-
30% der applizierten NP detektiert werden (200nm PBS< 40nm PBS< 40/ 200nm BC).
In den beiden folgenden 10 Prozent entfernter Hornschicht, d.h. bis zu 20% bzw. 30%
konnten jeweils 2- 10% der aufgetragenen Partikel aus den Tapes extrahiert werden. In
geringen Mengen, d.h. weit unter 5% der aufgetragenen Partikel, konnten 40nm NP in
PBS bis zu 90%, 200nm NP in PBS bis 70% und NP in BC bis zu 50% abgetragener
Hornschicht gefunden werden.

Aus den Abbildungen wird ersichtlich, dass sich der grof3te Anteil der aufgetragenen NP
in den obersten 10% bzw. bis zu 20% des SC befindet und Partikel in geringen Mengen

noch bis zu mind. 50% Tiefe zu finden sind.

In Abb. 33 wird der Einfluss der Vorbehandlungstechniken innerhalb einer Partikelgréfie
und Formulierung verglichen. Im Unterschied zu allen anderen PartikelgroRen, bei
denen das HP bzw. PP jeweils nur einmal erstellt worden war, ist es fur die 40nm
Partikel 0,01% in PBS mit der Haufigkeit n=4 erstellt worden.
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Abbildung 33 Verteilung der NP in den Schichten des SC

In vier Diagrammen ist die Emission fur 40nm und 200nm NP in PBS bzw. BC aus jeweils zwei
zusammengefassten Filmstreifen dargestellt. Dabei ist die Menge an Partikeln, nebeneinander jeweils die
Proben ohne Vorbehandlung (weil3), nach CSSS (grau) und nach Massage (schwarz), in den einzelnen
Schichten des SC (von 10% bis max. 50% der Hornschicht) dargestellit.

Die Auswertung der 40nm NP in PBS zeigte kaum einen Einfluss der
Vorbehandlungstechniken. Nach CSSS fand sich eine etwas hodhere, nach Massage
eine etwas geringere Konzentration an NP in den obersten 10% der Hornschicht.

Nach einem CSSS fanden sich etwa vier Mal mehr 200nm NP 0,01% in PBS bzw.
zweieinhalb Mal mehr 40nm NP 0,1% in BC in den obersten 10% der Hornschicht im
Vergleich zu unbehandelter bzw. mit Massage behandelter Haut. Einzig bei 200nm NP
in BC zeigte sich eine leichte Abnahme der NP in den obersten Lagen der Hornschicht
nach CSSS. Nach Massage zeigt sich fur alle Partikelgré3en und Formulierungen eine
Abnahme der NP- Konzentration in den ersten 10% des SC.

In allen Diagrammen ist zu sehen, dass die Konzentration aller Partikel gleichmaRig und
in ahnlichen GroRenordnungen mit zunehmender Tiefe des SC sinkt.

Partikel in PBS konnen in tieferen Lagen der Hornschicht detektiert werden als bei
Applikation in BC. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit ist in Abb. 33 nur die
Partikelpenetration bis zur Halfte des SC dargestellt.
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Mit den ersten funf Abrissen des PP erfasste man 88,5% + 9,5% der insgesamt
gemessenen Emission (Abb. 34).

Anhand der Kalibrierungskurve konnte fur die PP die Recovery Rate, d.h. der Anteil der
im SC gemessenen Partikel an der applizierten Menge der Substanz, bestimmt werden.
Im Durchschnitt wurden 46,7% * 18,8% der aufgetragenen Partikel im vollstandig

abgetragenen SC gemessen.

100
90
80
70
60
50
40 +
30
20

10 1] J:
0 ‘

40PBS/ 40PBS/ 200PBS/ 200PBS/ 40BC/ 40BC/ 200BC/ 200BC/
HP HP5 HP HP5 HP HP5 HP HP5

% der applizierten NP

Abbildung 34 Recovery Rate aus dem gesamten SC bzw. aus den ersten fiinf Abrissen des PP
Nebeneinander jeweils die Recover Rate aus dem gesamten SC (HP) bzw. den ersten 5 Abrissen (HP5)

fur beide PartikelgréRen und Formulierungen. Mit den ersten finf Tapes wird der Grossteil der NP im SC
erfasst.

Die Differenzierung fur die einzelnen Vorbehandlungstechniken zeigt Abb. 35. Nach

CSSS zeigt sich eine Vergrdlerung, nach Massage eine Reduktion des interfollikularen

Reservoirs.

keine Csss Massage
Vorbehandlung

Abbildung 35 Mittelwerte der Recovery Rate von 40nm und 200nm NP in PBS und BC fiir die
Vorbehandlungstechniken ,,keine Vorbehandlung“, ,,CSSS“, Massage*“.
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Abb. 36 stellt die Recovery Rate des gesamten PP jener der ersten funf Filmstreifen,

die im DTS als reprasentativ fur das SC erfasst wurden, gegenuber.
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300 ] ]

Emission
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0 T l T . T T T

40 PBS/HP 40 PBS/ DS 200 PBS/HP 200 PBS/ DS 40 Creme/HP 40 Creme/ 200 200
DS Creme/HP  Creme/DS

Abbildung 36 Im PP bzw. im DTS ermittelte Recovery Rate

Die summierten Emissionsraten der NP aus dem volistandig entfernten SC (HP) entsprechen der
Gesamt- Recovery Rate. Sie werden der Emission der ersten finf Tapes des DTS (DS)
gegenibergestellt. Die beiden Gruppen, HP und DS, sind fiir 40nm NP 0,01% in PBS, 200nm NP 0,01%
in PBS, 40nm NP 0,1% in BC, 200nm NP 0,1% in BC nebeneinander dargestellt. Fir jede Gruppe ist die
Recovery Rates der drei Vorbehandlungstechniken (keine Vorbehandlung: wei3/ CSSS: grau/ Massage:
schwarz) nebeneinander abgebildet. Die rote bzw. blaue Linie stellt die Emission der 40nm (rot) bzw.
200nm (blau) Partikel dar, welche der Konzentration der insgesamt applizierten Menge an NP entspricht.
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3.3 Kryoschnitte

Abb. 37 zeigt die Aufnahme eines Haarfollikels. Eingezeichnet sind drei der
unterschiedenen Penetrationstiefen ,Mittlere Epidermis®, ,Epidermis® und ,tiefer, die
das Eindringen der Partikel charakterisierten. Diese flr Penetration ,offenen® Follikel

sind bei Auswertung der Proben von Haarfollikeln, die ,keine Penetration“ zeigten, zu

unterscheiden.

Die Abbildung zeigt die Aufnahme eines
Intermediarhaarfollikels. Zu sehen sind Teile
des Haarschaftes, die Haarwurzel und die
Talgdrise. Man erkennt die Epidermis, die
Dermis und die Subkutis.

Nativaufnahme bei 10facher VergréRerung
mit dem Fluoreszenzmikroskop (BX60F3,
Olympus, Hamburg, Germany).

Mit Pfeilen gekennzeichnet sind die
Eindringtiefen der NP, zwischen denen bei
der Auswertung der Gewebsschnitte
unterschieden wurde.

Abbildung 37 Auswertung der Penetrationstiefen.

3.3.1 Fluoreszenzaufnahmen der Penetration von Partikeln
Die folgenden Aufnahmen (Abb. 38- 43) zeigen Fluoreszenzaufnahmen und jeweils ein

entsprechendes Uberlagerungsbild aus Fluoreszenz- und Nativbild derselben Stelle

eines Haarfollikels. Darin erkennt man die NP rot in den Strukturen des Follikels.

Niba/ Uberlagerungsbild,
Fluoreszenzmikroskop -
BX60F3, Olympus,
Hamburg, Germany, 20x
VergréRRerung.

Abbildung 38 Foto: 200nm NP 0,1% in PBS/ keine Vorbehandlung
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Niba/ Uberlagerungsbild,
Fluoreszenzmikroskop S.
Abb. 38, 20x VergroRerung.

Niba/ Uberlagerungsbild,
= gl ‘., Fluoreszenzmikroskop s.
e i ¢ ¥,  Abb. 38, 20x VergroRerung.

- LY .ﬁ‘. i3

Abbildung 40 Foto: 200nm NP 0,1% in PBS/ Massage

Niba/ Uberlagerungsbild,
Fluoreszenzmikroskop S.
Abb. 38, 20x Vergroflerung.

Niba/ Uberlagerungsbild,
Fluoreszenzmikroskop S.
Abb. 38, 20x Vergréflerung,

Niba/ Uberlagerungsbild,
Fluoreszenzmikroskop S.
Abb. 38, 20x Vergréflerung.
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Abbildung 43 Foto: 40nm NP 0,1% in PBS/ CSSS
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3.3.2 Wirkung der Vorbehandlung mit einem CSSS auf das Penetrationsverhalten
Zunachst wird die Wirkung von CSSS auf das Penetrationsverhalten der 40nm und

200nm Partikel in PBS und BC analysiert.

3.3.2.1 40nm und 200nm NP 0,1% in PBS im Vergleich: keine Vorbehandlung
versus 1 CSSS

Nach einem CSSS zeigten sich durchschnittlich 37% mehr Haarfollikel offen fur die
Penetration von 40nm Partikeln 0,1% in PBS. Die Unterschiede zu unbehandelter Haut
waren statistisch signifikant (p< 0,0002). Das vermehrte Eindringen von Partikeln zeigte
sich in allen Tiefen des Haarfollikels. In VHF ist die Verstarkung der oberflachlichen
Penetration besonders augenfallig (4% auf 23%). In IHF liel3 sich eher eine Zunahme der
tiefen Penetration beobachten (bis zur kompletten Epidermis von 27% bei unbehandelter
Haut auf 35% nach 1 CSSS bzw. tiefe Penetration von 0% auf 20%).

Die Vorbehandlung mit einem CSSS brachte keine signifikante Verbesserung der

Penetration von 200nm NP 0,1% in PBS im Vergleich zu unbehandelter Haut.

Auffallig in VHF und IHF ist die leichte Abnahme der Penetration bis zur mittleren

Epidermis (z.B. in IHF von 24% in unbehandelter Haut auf 14% nach CSSS) und

gleichzeitige Zunahme der detektierten Partikel bis zur kompletten Epidermis (z.B. von

26% ohne Vorbehandlung auf 41% nach CSSS in IHF) bei unveranderter Zahl der

,offenen” Follikel und der tiefen Penetration.

200nm 0,1% in PBS- keine Vorbehandlung
40nm 0,1% in PBS- keine vs 1 CSSS (94 VHF)

Vorbehandlung vs 1 CSSS (137 VHF)

80% 70%
60%
60% - 50% -
40% 1 ]
° 30% -
i i Bl
10% -
0% . r—. . . |—-_ 0% . . |—. . l_l
0 mittlere Epidermis tiefer 0 Penetration  mittlere Epidermis tiefer
Penetration Epidermis Epidermis
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200nm 0,1% in PBS 0 Probe vs 1 CSSS
40nm 0,1% in PBS- keine Vorbehandlung (60 IHF)

vs 1 CSSS (54 IHF)

50%

70%
60% 40% -
%% 30% -
40%
30% 20% - ]
_ HE ]
0% ‘ l_- ‘ : 0% ‘ ‘ ‘ [
0 mittlere Epidermis tiefer 0 Penetration mittlere Epidermis tiefer
Penetration  Epidermis Epidermis
40nm 0,1% in PBS- keine Vorbehandlung 200nm 0,1% in PBS- keine Vorbehandlung
vs 1 CSSS (191 Haarfollikel gesamt) vs 1 CSSS (154 Haarfollikel gesamt)
80% 60%
50% -
60% -
° 40% -
40% - 30% -
20% - 1
i il Bl Ee B
b
0 mittlere Epidermis tiefer 0 mittlere Epidermis tiefer
Penetration  Epidermis Penetration  Epidermis
1 2

Abbildung 44 Follikulare Penetration von 40nm und 200nm NP 0,1% in PBS nach CSSS

Die Diagramme zeigen das Penetrationsverhalten von 40nm (1.) bzw. 200nm Partikeln (2.) 0,1% in PBS
nach Applikation auf unbehandelte ( [J) oder CSSS- vorbehandelte (40nm [ 200nm W ) Haut. Bei der
Auswertung der Gewebsschnitte wurde zwischen keiner, d.h. ,0 Penetration®, und Penetration bis zur
,mittlere“n Epidermis, bis zur ,Epidermis” oder ,tiefer* unterschieden.

Die Analyse der 40nm NP zeige eine signifikante Zunahme der ,offenen” Follikel nach CSSS.

Die Auswertung der 200nm NP Proben ergab keine signifikanten Unterschiede im Penetrationsverhalten
nach Anwendung von CSSS im Unterschied zu keiner Vorbehandlung.

3.3.2.2 40nm NP in 1% in Basiscreme: Keine Vorbehandlung versus 1 CSSS
Nach einem CSSS liel} sich eine deutlich verstarkte Penetration der 40nm NP 1% in BC

in Vellus- und Intermediarhaaren in allen Tiefen des Haarfollikels beobachten. In VHF
ist ein starkerer Anstieg bis zur mittleren Epidermis (in VHF von 5% auf 33%, in IHF von
9 auf 26%) zu verzeichnen. Die prozentuale Penetrationssteigerung bis zur kompletten
Epidermis bzw. tiefer war ausgepragter in Intermediarhaaren (Epidermis 0% auf 20%
nach CSSS bzw. tiefer 0% auf 16%).

Nach einem CSSS waren durchschnittlich 55% mehr Follikel offen fur Penetration im
Unterschied zur Applikation der Partikel auf unbehandelte Haut. Die Unterschiede sind
statistisch signifikant (p < 0, 0001).
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Abbildung 45 Follikulare Penetration von 40nm 1% in BC nach CSSS
Die Diagramme zeigen das Penetrationsverhalten von 40nm 1% in BC nach einfachem Auftragen (0 )
bzw. nach Vorbehandlung mit einem Cyanoacrylatabriss ( = ), welcher die Zahl der ,offenen® Follikel

signifikant erhéhte.

3.3.2.3 200nm NP in 1% in BC: Keine Vorbehandlung vs. 1 CSSS
Die Behandlung mit CSSS zeigte keine Verbesserung der Penetration von 200nm

tiefer

Partikeln in BC. Die Unterschiede in IHF und der Gesamtfollikelzahl waren statistisch

signifikant (p< 0,005). Bei Betrachtung der Gesamtzahl zeigten nach einem CSSS 40%

weniger Haarfollikel keine Penetration von Partikeln im Vergleich zu unbehandelter Haut.

Besonders die tiefe Penetration war reduziert.

200nm 1% in BC- keine Vorbehandlung
vs 1 CSSS (111 VHF)
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200nm 1% in BC- keine Vorbehandlung vs 1 CSSS (178 Haarfollikel gesamt)
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Abbildung 46 Follikulare Penetration von 200nm 1% in BC nach CSSS

Die Untersuchung des Einflusses von CSSS ( B ) auf das Penetrationsverhalten von 200nm Partikeln 1%
in BC zeigte keine Verbesserung des intrafollikuléaren Eindringens der Mikrospharen im Vergleich zur
Applikation auf unbehandelte Haut (] ).

3.3.2.4 Zusammenfassung: Keine Vorbehandlung versus CSSS
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich fur 40nm Partikel in PBS und

BC nach CSSS ein signifikanter Anstieg in der Zahl offener Follikel zeigte. Dabei war in
VHF v.a. ein Anstieg der Penetration bis zur mittleren Epidermis und in IHF bis zur
kompletten Epidermis bzw. tiefer zu verzeichnen.

Bezuglich 200nm NP in PBS konnte, bei gleich bleibender Zahl der ,offenen Follikel,
ein Anstieg in der Penetration bis zur kompletten Epidermis beobachtet werden.

200nm NP in BC zeigten nach 1 CSSS keine Verbesserung des

Penetrationsverhaltens.

3.3.3 Wirkung von Massage auf das Penetrationsverhalten
Im Folgenden wird die Wirkung von Massage auf das Penetrationsverhalten von 40nm

NP und 200nm NP in PBS oder BC untersucht.

3.3.3.1 40nm und 200nm NP 0,1% in PBS im Vergleich: keine Vorbehandlung
versus Massage

Massage zeigte im Vergleich zum Auftragen auf unbehandelte Haut keinen signifikanten
Einfluss auf das Penetrationsverhalten von 40nm Partikel 0,1% in PBS.

Die statistische Auswertung zeigte einen signifikanten Unterschied im
Penetrationsverhalten von 200nm Partikeln 0,1% in PBS nach Anwendung von
Massage in VHF (p= 0,002) im Vergleich zu keiner Vorbehandlung. Zwar war ein
geringerer Anteil von Partikeln bis zur kompletten Epidermis penetriert, doch zeigte
sich, bei etwa gleich bleibender Zahl ,offener” Follikel, ein Anstieg der tiefen Penetration

von 2% in Proben unbehandelter Haut auf 13% nach Massage.
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Die Analyse der Ergebnisse der IHF ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied.
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200nm 0,1% in PBS- keine Vorbehandlun
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Abbildung 47 Follikulare Penetration von 40nm und 200nm NP 0,1% in PBS nach Massage

Die Diagramme zeigen das Penetrationsverhalten von 40nm (1.) bzw. 200nm Partikeln (2.) 0,1% in PBS
nach Applikation auf unbehandelte (1) oder mit Massage behandelte (40nm B 200nm M) Haut. Bei der
Auswertung der Gewebsschnitte wurde zwischen den Tiefen ,0 Penetration®, ,mittlere“ Epidermis,
~Epidermis“ oder ,tiefer* unterschieden. Nur fir das Penetrationsverhalten von 200nm NP in VHF (2.)
konnte ein statistisch signifikanter Unterschied im Penetrationsverhalten nach Massage gezeigt werden.
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3.3.3.2 40nm NP in 1% in BC: Keine Vorbehandlung versus Massage
Nach der Anwendung von Massage waren durchschnittlich 43% mehr Follikel positiv fur

die Penetration von Partikeln. Zu beobachten waren ein diskreter Anstieg in der
Penetration bis zur mittleren Epidermis, insbesondere bei VHF, und eine deutliche
Zunahme des Eindringens von Partikeln bis zur kompletten Epidermis und dartber
hinaus. Dieser Effekt ist in IHF deutlicher ausgepragt als bei den VHF (Penetration bis
zur Epidermis 3 x mehr in VHF, 22 x mehr in IHF bzw. tiefer 11 x mehr in VHF, 23 x
mehr in IHF nach Massage im Vergleich zu unbehandelter Haut).

Der Vergleich des Penetrationsverhalten von 40nm NP nach dem Auftragen auf
unbehandelte Haut bzw. nach dem Einmassieren der Partikel zeigte einen signifikanten
Unterschied (p< 0,0001) in VHF und IHF.
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Abbildung 48 Follikulidre Penetration von 40nm 1% in BC nach Massage

Die Diagramme zeigen das Penetrationsverhalten von 40nm NP 1% in Basiscreme nach Applikation auf
unbehandelte ( O ) oder mit Massage behandelte ( .) Haut. Bei der Auswertung, die zwischen ,0
Penetration, ,mittlere® Epidermis, ,Epidermis® oder tiefer unterschied, zeigte sich eine signifikante
Zunahme der ,offenen” Follikel nach Massage.
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3.3.3.3 200nm NP in 1% in BC: Keine Vorbehandlung versus Massage
Bei Betrachtung aller Haarfollikel zeigte sich kein Unterschied in der Zahl der ,offenen”

Follikel. Wenn man VHF und IHF getrennt betrachtet, sieht man eine dezente Abnahme
in VHF, jedoch eine Zunahme der fur Penetration positiven IHF um 36%. Es ist ein
Anstieg der tiefen Penetration von 29% auf 42% der Follikel zu verzeichnen. Die

statistische Analyse zeigte keinen signifikanten Einfluss der Massage.

200nm 1% in BC- keine Vorbehandlung 200nm 1% in BC- keine Vorbehandlung vs
vs Massage (140 VHF) Massage (86 IHF)
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Abbildung 49 Follikulare Penetration von 200nm 1% in BC nach Massage
Die Anwendung von Massage ( g zeigte im Vergleich zu einfacher Applikation ([7) keinen signifikanten
Einfluss auf das Penetrationsverhalten von 200nm Partikeln 1% in BC.

3.3.3.4 Zusammenfassung: Keine Vorbehandlung versus Massage
Far 40nm NP in BC kann ein signifikanter Anstieg der Penetration nach Massage

festgestellt werden.

200nm Partikel in BC zeigten bei gleich bleibender Zahl ,offener” Follikel eine Zunahme
der tiefen Penetration in IHF.

Bei 40nm NP in PBS konnte kein Einfluss von Massage beobachtet werden. 200nm NP

in PBS zeigten einen signifikanten Anstieg der tiefen follikularen Penetration in VHF.
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3.4 Langerhanszellfarbung

Auf den folgenden Aufnahmen der Gewebeschnitte sieht man Haarfollikel, in der die LZ
selektiv mit fluoreszierendem Farbstoff markiert wurden. Es zeigt sich eine deutliche

Konzentration von LZ in der follikularen Epidermis.

Abbildung 50 Langerhanszellfarbung

Die LZ wurden selektiv mit fluoreszierenden CD1a- Antikérpern markiert. Sie sind insbesondere
perifollikular konzentriert. Die dendritische Morphologie lasst sich erahnen (weiller Kreis O ). Auch die
Auto- Fluoreszenz der Epidermis und einzelner Haare ist zu sehen (Pfeil = ). Die Aufnahmen wurden
mit dem Fluoreszenzmikroskop, BX60F3, Olympus, Hamburg, Germany, bei 10facher VergréRerung
angefertigt.

3.5 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie- Untersuchung des Lateralen
Spreitens

Mit CLSM wurde die Haut vor und nach der Tesa®- Film- Abrisstechnik bis in die Tiefe
auf NP untersucht. Die meisten Partikel waren innerhalb des markierten Hautareals
detektierbar. AuRRerhalb dieser Flache zeigte sich das SC fast frei von NP, so dass
Laterales Spreiten der Partikel keinen gro3en Einflussfaktor darzustellen scheint.
Lediglich mit Massage behandelte Haut zeigte am Rand, 2mm neben dem markierten
Areal, Fluoreszenzsignal von NP (Abb. 53), welches jedoch geringer ausfiel als
innerhalb der Applikationsflache. Es war bereits in 3mm Randabstand kaum mehr

vorhanden.
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Die CLSM- Aufnahmen stammen
von Proben ohne Vorbehandlung
und wurden im zu untersuchenden
Hautareal vor Entnahme der Abrisse
durch Tape Stripping gemacht. Man
sieht das Schollenmuster der
Korneozyten (weill umkreist) und
einzelne Haare (weiler Pfeil). NP
(roter Pfeil) sind im SC und an den
Haaren zu detektieren. Am Rand des
markierten Areals fanden sich keine
Partikel im SC (keine Abbildung, vig.
Abb. 52/ 2.)

Abbildung 51 CLSM- Aufnahmen nicht vorbehandelter Haut

Die Abbildungen zeigen CLSM-
Aufnahmen der mit CSSS
vorbehandelten Probe. Die Partikel
(roter Pfeil) sind zwischen den
Korneozyten (weild umkreist) zu
sehen (1.). 2. zeigt eine Aufnahme,
die ca. 3mm vom Rand des
Untersuchungsareals stammt. Es
sind keine Partikel zu detektieren.

Abbildung 52 CLSM- Aufnahmen CSSS vorbehandelter Haut
1. 2.

Auch die Untersuchung der mit
Massage behandelten Haut zeigte
die NP (roter Pfeil) verteilt zwischen
Korneozyten (1.). Direkt auferhalb
der untersuchten Flache, ca. 2mm
von deren Rand, finden sich einige
NP (2.). Bereits 1mm weiter entfernt

wurde, entsprechend der
unbehandelten bzw. CSSS
vorbehandelten Probe, kein

Fluoreszenzsignal mehr detektiert.

Abbildung 53 CLSM- Aufnahmen Massage behandelter Haut
1. 2,
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Das Einschlielien von Wirkstoffen in nanopartikulare Systeme ist eine zunehmend
angewandte Strategie in der Dermatotherapie, um den Transport topisch applizierter
Medikamente in und durch die Haut zu den entsprechenden Zielstrukturen, d.h. das
Targeting von z.B. Talgdrise, Wulstregion oder Immunzellen zu verbessern. Die
Partikel schitzen den gebundenen Stoff vor schnellem Abbau und verbessern die
Aufnahme bioaktiver partikelgebundener Substanzen durch haarfollikelassoziierte
Zellpopulationen.

Das spezifische Targeting von APZ, welche reichhaltig in Epidermis und Dermis
vertreten sind und die Fahigkeit zur Induktion einer robusten humoralen und zellularen
Immunantwort haben, macht die Haut zu einem attraktiven Gewebe fur die Applikation
von Impfstoffen.

Ein wichtiges Ziel bei der Immunisierung gegen chronische virale Erkrankungen wie
HIV, Hepatitis C oder Tumoren ist die Induktion spezifischer Zytotoxischer T-
Lymphozyten, wie es z.B. LZ durch ihre Mdglichkeit zur Kreuzprasentation maoglich ist.
Durch eine zellulare Immunantwort kann die virale Replikation kontrolliert und die
Progression der Krankheit verlangsamt werden (152). Dabei erfolgreich einsetzbare
Lebendimpfstoffe kbnnen jedoch aufgrund der Gefahr einer unkontrollierten Ausbreitung
des Virus nicht bei immunsupprimierten Patienten eingesetzt werden (153).

Mehrere Studien konnten die Induktion einer humoralen und auch zellularen
Immunantwort nach topischer Applikation von DNA-, Protein-, oder Peptid- Antigenen
zeigen (92, 93, 95, 154). Dabei wird auf die immunstimulatorische Wirkung der
Barrierezerstorung oder der Zusetzung eines Adjuvanz hingewiesen (94, 106).

Seo et al. konnten am Mausmodell beobachten, dass eine Immunisierung mit Tumor-
assoziierten Epitopen durch barrieregestorte Haut praventive und therapeutische
Effekte auf das Tumorwachstum in vivo hatte (93, 98). Er wies nach, dass Zytotoxische
T- Lymphozyten fur den antitumordsen Effekt verantwortlich waren und diese in
Abhangigkeit von LZ aktiviert worden waren.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutiert und
Schlussfolgerungen zur Entwicklung bzw. Optimierung eines Protokolls zur topischen

Applikation therapeutischer nanopartikularer Systeme getroffen werden.
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4.2 Auswertung des Differentiellen Tape Strippings

Mittels des DTS wurde der Anteil der ex vivo in das SC bzw. in die Haarfollikel

penetrierten NP quantitativ bestimmt. Die Methode ist in vitro und in vivo anwendbar.

4.2.1 Differentielles Tape Stripping I: Penetration von Partikeln in das Stratum
corneum

Die Ergebnisse des DTS ergaben, dass 40nm Partikel ein signifikant groReres
Reservoir in der Hornschicht bildeten als 200nm NP. PBS hatte einen positiven Effekt
auf die Penetration im Vergleich zu Basiscreme.

Abgesehen von einer leichten Verbesserung der Penetration von 40nm NP in PBS nach
Anwendung von einem CSSS =zeigte sich kein wesentlicher Einfluss dieser
Vorbehandlungstechnik auf das Eindringen von Partikeln in das SC.

Nach Massage konnten flr alle PartikelgroRen und Formulierungen weniger (bzw. bei
200nm in PBS gleich viele) Partikel aus den ersten funf, als reprasentativ fur die
Substanz im SC gemessenen, Filmsreifen extrahiert werden.

Es ist nicht anzunehmen, dass durch den eigentlichen Effekt der Massage das
Reservoir der Hornschicht verringert wird. Ein wesentlicher Einfluss des Lateralen
Spreitens der Partikel konnte durch CLSM weitestgehend ausgeschlossen werden.
Trotzdem ist es moglich, dass ein geringer Teil der Partikel durch den Massagekopf
uber die Grenzen des markierten Hautareals gedrickt und somit die ermittelte
Partikelkonzentration in der Hornschicht nach Applikation von Massage verringert
wurde. Des Weiteren ist zu vermuten, dass der Fingerling trotz Sattigung einen nicht

unwesentlichen Teil der Partikel wahrend der Behandlung mit Massage absorbierte.

4.2.2 Differentielles Tape Stripping ll: Penetration von Partikeln in die Haarfollikel
Auch fur die Analyse der NP in den Haarfollikeln lasst sich die Beobachtung der

besseren Penetration von 40nm Partikeln in PBS machen. Effekte der
Vorbehandlungstechniken lie3en sich allein fur die in hydrophiler LOosung applizierten
Partikel verzeichnen. 40nm Partikel penetrierten dabei signifikant besser nach

Massage, wahrend CSSS die follikulare Penetration von v.a. 200nm NP verstarkte.

4.2.3 Verteilung der Nanopartikel in den Haarfollikeln und im Stratum corneum
Die durchschnittliche Verteilung der durch DTS insgesamt aus einer Probe geldsten NP

in den Haarfollikeln und im SC ist in Abb. 20 dargestellt. Durchschnittlich wurden 92% +
5% der Partikel im SC und 8% * 5% in den Haarfollikeln gemessen. Relativ gesehen

bildeten die Partikel dabei ein groReres Reservoir nach Applikation in PBS als in BC.
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Teichmann et al. (60) bestimmten flr auf den Unterarm von Probanden appliziertes
hydrophiles Natriumfluorescein in Eucerin cum Aqua ein Verhaltnis von 95% + 14% im
SC und 5% £ 0,9% in den Haarfollikeln, was gut mit den Ergebnissen fir in PBS
applizierte Partikel korrespondiert.

Die bereits erwahnte penetrationsverstarkende Wirkung von Massage auf applizierte
40nm Partikel 0,01% in PBS bzw. von CSSS auf das der 200nm NP 0,01% in PBS
spiegelt sich in dem prozentualen Anteil der NP in den Haarfollikeln wider. Ebenso
zeigte sich ein positiver Effekt der Massage auf 200nm 0,1% in BC.

4.2.4 Differentielles Tape Stripping ll: Diskussion des Einflusses der
Vorbehandlungstechniken auf das follikulare Reservoir

Die im SC beobachtete Abnahme des Reservoirs nach Massage im Unterschied zu
nicht behandelter Haut zeigte sich nicht in den Haarfollikeln.

Der relative follikulare Anteil der insgesamt aus den Proben extrahierten Partikel ist am
groliten nach Massage (Abb. 21), gefolgt von CSSS und dem kleinsten Anteil in den
Haarfollikeln nicht vorbehandelter Haut. Der Grund dafur ist sicherlich in erster Linie in
einer relativen Erhéhung aufgrund des geringen Anteils an NP im SC zu suchen. Doch
beobachtete man nach Massage durchaus positive Effekte auf die follikulare
Penetration (40nm NP in PBS). Von der Grolie des interfollikularen Reservoirs ist also
nicht zwangslaufig auf das der Haarfollikel zu schlieRen. Letzteres kann evtl. durch
Optimierung der Applikationsflache, -menge und —konzentration noch erhdoht werden.
So ist unter der Annahme, dass NP durch den Fingerling verloren gingen bzw. Massage
Laterales Spreiten forderte, zu vermuten, dass unter Berlcksichtigung der genannten
Storfaktoren die Penetration von Partikel in die Infundibula hatte optimiert werden
konnen.

Lademann et al. (7) verweisen darauf, dass Massage die Penetration partikularer Stoffe
in die Haarfollikel verstarken kann. Der Effekt der Massage sei bei Partikeln, deren
GroRe der von Kutikulazellen entsprache, besonders ausgepragt. Letztere wirden
durch die Massage bzw. die natlrliche Bewegung des Korpers und somit auch der
Haare Partikel tief in den Haarfollikel ,pumpen®. Er zeigte, dass Massage einen Effekt
auf 320nm groRRe natriumfluroesceinhaltige NP, nicht jedoch den geldsten, d.h. nicht
partikelgebundenen Stoff hatte. Ein positiver Effekt von Massage ware also auch bei
200nm NP zu erwarten gewesen.

Unterschiedliche Ergebnisse in Penetrationsuntersuchungen kénnen durch die Wahl

der anatomischen Stelle, welche sich durch das Vorhandensein von VHF oder THF,
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eine spezifische Haardichte und die GroRe der Haarfollikelinfundibula charakterisiert,
bestimmt sein. Viele Penetrationsstudien werden wegen des relativ gro3en follikularen
Volumens an der Wade oder auch an Schweinehaut, welche im Aufbau dem
menschlicher Haut ahnelt, durchgefluhrt (155). So ist die Haardichte an der Brust
(22/cm?) zwar hoher als an der Wade (14/cm?), doch ist sowohl der Durchmesser des
Haarschaftes, als auch das follikulare Infundibulum am Thorax deutlich kleiner (51). An
den Vellushaaren der Brust zeigte Massage in der vorliegenden Arbeit v.a. Effekt auf
die kleineren Partikel.

Der Effekt von CSSS fiel kleiner aus als nach der ,Offnung* der Haarfollikel erwartet.
Eine zu klein gewahlte Applikationsflache, eine geringere Haardichte bzw. eine zu
niedrig angesetzte Konzentration an NP konnten ursachlich dafur sein, dass
Unterschiede der Vorbehandlungstechniken nicht deutlich wurden.

Aulerdem besteht die Moglichkeit, dass CSSS Teile von Follikeln verklebte und fur die
Penetration verschloss bzw. chemische Unvertraglichkeiten die Penetration von BC in

CSSS vorbehandelten Proben beeinflusste.

4.2.5 Einfluss des ,,Stretch Effektes* auf die Haardichte
Die Haarfollikeldichte hat einen groRen Einfluss auf das follikulare

Penetrationsverhalten. Sie kann durch Auszdhlen der Haarfollikel auf dem CSSS
Abriss, welcher auf einigen Proben als Vorbehandlungstechnik durchgeflihrt worden
war, bestimmt werden.

Die Auswertung ergab eine durchschnittliche Dichte von 10 Haarfollikel/cm? flr
Brusthaut. Dies liegt unter dem von Otberg et al. ermittelten Werten fur den Thorax (22
Haarfollikel/cm?) (51).

Einflussfaktoren sind dabei neben individuellen Unterschieden der Haardichte an der
Messstelle der Einschluss mannlicher und weiblicher Probanden in die Studie von
Otberg. Des Weiteren muss aufgrund der Verwendung von Haut aus
Brustverkleinerungen und -straffungen der ,Stretch Effekt® berlcksichtigt werden. Da
die in der frihen Fetalperiode angelegte Zahl der Follikel sich durch das naturliche
Wachstum des Korpers bzw. Dehnung der Haut bei Gewichtzunahme nicht verandert,

konnen in diesen Fallen weniger Haarfollikel pro cm? gezahlt werden kdnnen.
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4.3 Auswertung der Hornschichtprofile- Einfluss der Formulierung auf die je
Filmstreifen entfernte Menge an Korneozyten

Die Erstellung der HP, wobei das gesamte SC schichtweise abgetragen wird, ergab,
dass pro Filmstreifen eine unterschiedliche Zahl an Korneozyten entfernt wird. Dies
wurde bereits von mehreren Autoren festgestellt (142). Die je Tape entfernte Menge an
SC sinkt nicht- linear mit zunehmender Tiefe der Hornschicht. Als Grund hierfur wird der
zunehmende Zusammenhalt der Zellen in den tiefen Schichten diskutiert.

Die pro Klebefiimstreifen vom SC entfernte Menge an Korneozyten wird durch
unterschiedliche Faktoren beeinflusst (124). An internen Faktoren der Haut sind zu
nennen die inter- und intraindividuelle Hydratation der Haut in Abhangigkeit z.B. vom
Alter des Probanden (156), der mit der Tiefe des SC zunehmende zellulare
Zusammenhalt und Unterschiede in Abhangigkeit von der Korperregion, an der ein
Tape Stripping durchgefuhrt wird. Weiterhin beeinflussen die Art des Filmstreifens, die
chemischen und physikalischen Eigenschaften des applizierten Stoffes bzw. seines
Vehikels (89) und deren Penetrationszeit, aber auch die Art und Weise der
experimentellen Durchfiuhrung die Zellzahl auf den einzelnen Abrissen. Ebenso
beeinflussen die Kontaktzeit zwischen Filmstreifen und Haut sowie die Geschwindigkeit,
mit welcher das Tape entfernt wird, den Zusammenhalt der Hornschicht und somit die
Zahl an entfernten Korneozyten (123, 124).

Um die verschiedenen Einflussfaktoren zu minimieren ist auf eine standardisierte
Versuchsdurchfuhrung geachtet worden.

Unter standardisierten Versuchsbedingungen ist es aufgrund der vielen weiteren
Einflussfaktoren auf die pro Filmstreifen entfernten Zellen genauer, bei der Messung
einer topisch applizierten Substanz deren Konzentration zur Menge an Korneozyten pro
Tape, anstatt zur Anzahl der abgetragenen Filmstreifen in Korrelation zu setzen. Aus
diesem Grund wurden die HP erstellt.

Im Allgemeinen kann die Formulierung die Kohasion zwischen den Korneozyten bzw.
die Adhasion zwischen ihnen und dem Filmstreifen und somit die je Tape Stripping
entfernte Zellzahl beeinflussen (141). Die Ergebnisse in Kapitel 3.2.1 zeigten, dass bei
Applikation in PBS mehr Korneozyten je Filmsreifen entfernt wurden im Vergleich zur
BC- Formulierung. Somit ist eine verringerte Adhasion zwischen Korneozyten und
Filmstreifen durch die lipophile Grundlage bzw. eine Férderung der Ablésung der Zellen

durch die wassrige Losung denkbar.
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Die Ergebnisse, welche die Abrissnummer in Bezug zur prozentual entfernten Menge
an SC setzen, sind vergleichbar mit den Resultaten von Jacobi et al. (141). In dieser
Arbeit wurde eine generelle Beziehung zwischen den Filmstreifen und der entfernten
Menge an Korneozyten auf unbehandelter Haut wunter standardisierten
Versuchsbedingungen hergestellt. Dabei entfernten 20 Tapes 66% + 12%, 30 Abrisse
84% * 11% und 50 Filmstreifen 95% * 3% des SC.

4.4 Einfluss von CSSS auf die Integritat des Stratum corneum

Die Auswertung der HP ergab, dass ein CSSS durchschnittlich 33% des SC entfernt.
Ein CSSS stellt somit eine leichte Barrierestorung der Haut dar.

Obwonhl fur die tieferen Schichten der Hornschicht ein festerer Zusammenhalt der
Korneozyten angenommen wird, zeigte das PP der NP die trichterahnliche Form wie

nach Applikation auf nicht vorbehandelte Haut bzw. nach Massage.

4.5 Anteil der Nanopartikel in den obersten Schichten des SC

Die Erstellung der PP diente u.a. dazu, die aus den ersten Filmstreifen extrahierte
Substanz, welche als reprasentativ fir die Substanz im SC gemessen wurde, in
Beziehung zu den in die gesamte Hornschicht penetrierten NP zu setzen. Nach der
Erstellung des PP wurden die ersten funf Abrisse in Bezug zu den insgesamt
extrahierten Partikeln gesetzt. Mit den ersten funf Abrissen, welche durchschnittlich
17% des SC entsprachen, wurden etwa 88,5% * 9,5% der insgesamt gemessenen NP-
Emission erfasst.

Die Bedeutung der ersten funf Abrisse wurde bereits von Weigmann et al. (129) betont.
In diesen obersten Schichten des SC befinde sich ein Grossteil der applizierten
Substanz (72, 89, 90, 127, 128). Potard et al. (121) konnten einen Anteil von 90% der
aufgetragenen UV- Filter Substanzen in den ersten 6 Tapes detektieren. Lademann et
al., 1999 kommen zu ahnlichen Ergebnissen, indem gezeigt werden konnte, dass sich
der grofte Teil topisch applizierter Titaniumdioxid Mikropartikel in den obersten 20%
des SC befindet (72).

In geringen Mengen sind Partikel aber noch bis zu mindestens 50% der
Hornschichttiefe zu finden gewesen (141). In PBS zeigten Partikel eine tiefere
Penetration als in BC. Jacobi et al. beobachtete flr Patent blue V groRere
Konzentrationen in den tiefen Lagen des SC bei Applikation in wassriger Loésung im

Vergleich zur Applikation in o/w Emulsion (90).
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Vor der Anfertigung des CSSS zur Bestimmung des follikularen Reservoirs wurden
insgesamt 20 Filmstreifen, d.h. etwa 72% des SC abgetragen. Die sich dort befindlichen
Konzentrationen an NP sind so gering, dass angenommen werden kann, dass sie die

Messergebnisse des CSSS Abrisses nicht wesentlich beeinflussten.

4.6 Recovery Rate- Differentielles Tape Stripping und Penetrationsprofile im

Vergleich

Die Recovery Rate beschreibt den Anteil an Partikeln, welcher mittels DTS bzw. im
Rahmen der Penetrationsprofile aus den abgetragenen Filmstreifen im Verhaltnis zur

insgesamt applizierten Menge bestimmt wurde (150).

4.6.1 Differentielles Tape Stripping I: Recovery Rate aus dem Stratum corneum
Jacobi et al. (89, 157) untersuchten den Einfluss der Applikationsform von Vanillin

mittels Tesa®- Film- Abrisstechnik und der Erstellung von Hornschichtprofilen. Es wird
der Annahme widersprochen, die das Verwerfen der ersten beiden Filmstreifen
empfiehlt (123), da diese nicht penetrierte Substanz enthielten und keine Relevanz fur
die Untersuchung hatten. Allein das Einbeziehen der ersten Tapes in die Messung hatte
im PP Unterschiede der beiden Formulierungen aufgedeckt.

Auch im Versuchsprotokoll der vorliegenden Arbeit wurde die Uberschissige Substanz
zu Beginn des DTS nicht entfernt. Die hydrophile Losung wurde mit Warmluft zum
Verdunsten gebracht bzw. Uberschissige Creme, die sich auf dem ersten gemessenen
Filmstreifen befand, nicht entfernt, so dass theoretisch die gesamte Menge der
applizierten Partikel in die Messung einging.

Im DTS zeigte sich eine etwas hohere Gesamt- Recovery Rate fur 40nm Partikel im
Vergleich zu 200nm Partikel und eine Verstarkung des Effektes bei Applikation in
hydrophiler Lésung (siehe Ergebnisse, Tabelle 1). Durchschnittlich konnten 36% + 9%
der applizierten 40nm Partikel bzw. 18% + 7% der 200nm Partikel mit den ersten funf
Filmstreifen im SC gemessen werden. Ein signifikanter Einfluss lie} sich nach Massage

beobachten, welche das Reservoir fur NP im SC in allen Gruppen minderte.

4.6.2 Differentielles Tape Stripping ll: Recovery Rate aus den Haarfollikeln
Bei Applikation von 40nm NP 0,01% in PBS auf unbehandelte oder CSSS

vorbehandelte Haut fanden sich ca. 5% der aufgetragenen Partikel in den Haarfollikeln.
Die Anwendung von Massage erhdhte das follikulare Reservoir auf eine Konzentration
von 0,001%, d.h. 10% der applizierten Partikel. Fir 200nm NP 0,01% in PBS liel3 sich
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ein Anstieg der Partikelkonzentration in den Haarfollikeln von durchschnittlich 0,00025%
auf 0,0005%, d.h. von 2,5% auf 5% der aufgetragenen Partikel, nach CSSS
beobachten.

Es ist zu beachten, dass vor Durchfuhrung des CSSS- Abrisses 20 Tapes mittels der
Tesa®- Film- Abrisstechnik entnommen wurden, um das SC mdglichst vollstandig von
Partikeln zu befreien. Anzunehmen ist, dass dies bereits Teile des follikularen Inhalts
entfernte und die Recovery Rate der Haarfollikel etwas hoher zu schatzen ist.

4.6.3 Penetrationsprofil: Recovery Rate aus dem Stratum corneum
Genauer als mittels DTS, wobei allein die ersten funf Abrisse gemessen werden, kann

durch die Erstellung von HP und PP die Recovery Rate fur die gesamte Hornschicht
und der sich daraus ergebende prozentuale Anteil der NP in den einzelnen Filmstreifen
ermittelt werden. Die PP wurden jedoch nicht in gentigend hoher Fallzahl durchgefihrt,
um allgemeine Ruckschlusse Uber den Einfluss der PartikelgroRe oder Formulierung
ziehen zu konnen. Sie dienten v.a. zur Einordnung der ersten funf Abrisse in das HP
und zur Bestimmung des Anteils der aus ihnen extrahierten NP am gesamten
interfollikularen Reservoir.

Mit Hilfe der Erstellung der PP konnten knapp unter 50% der applizierten NP im SC
gemessen werden. Die relativ grole Standardabweichung wird dabei v.a. durch die
Ergebnisse der 200nm NP in PBS und 40nm NP in BC nach CSSS verursacht. Auch
zeigte sich die oben diskutierte Reduktion des interfollikularen Reservoirs nach
Massage.

Bei einem Vergleich von Abb. 15 und 35 fallt die hdhere Recovery Rate nach CSSS in
den PP auf, die sich nicht im DTS zeigte. Da mittels DTS eine hohere Fallzahl
untersucht wurde, liegt die Vermutung eines Zufallsbefundes nahe. Es ist auch zu
uberlegen, ob dieser Unterschied im Penetrationsverhalten nicht durch die Erfassung
von Partikeln in der Tiefe der Hornschicht mittels des PP verursacht wurde. Da gezeigt
werden konnte, dass die ersten flnf Abrisse des PP etwa 90% des Reservoirs des SC
erfassen, ist fur Partikelkonzentrationen aus den tieferen Schichten eigentlich kein

entscheidender Einfluss zu erwarten.

4.6.4 Recovery Rate des Stratum corneum: Penetrationsprofil und Differentielles
Tape Stripping im Vergleich
Abb. 34 und 36 stellen die Recovery Rate aus dem gesamten PP zum einen dieser

seiner ersten funf Abrisse und zum anderen jener des DTS gegenuber.
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Mittels DTS wurden weniger NP aus dem SC extrahiert als durch die Erstellung der
Tiefenprofile. Letztere wiesen eine durchschnittliche Recovery Rate von 46,7% * 18,8%
auf. Durch DTS konnten ca. 27,1% = 12% der applizierten Partikel als Reservoir in der
Hornschicht erfasst werden.

Es bleibt offen, ob die aus der Reihe fallenden hohen Werte fiir 200nm NP in PBS und
40nm NP in BC nach CSSS nicht als Zufallsbefunde zu werten sind. Die Differenz der
aus den Abrissen extrahierten NP aus dem DST bzw. den PP wirde sich nach
Herausnahme aus der Reihe fallender Werte relativieren.

Einfluss auf die Ergebnisse der Recovery Rate aus beiden Untersuchungen hatte
neben interindividuellen Unterschieden die Tatsache, dass beim DTS nur die ersten flnf

Abrisse als reprasentativ fur die NP im SC gemessen wurden.

Mit 20 Abrissen entfernte man Uber 70% des SC. Bei der Untersuchung dieses 20.
Filmstreifens im Fluoreszenzmikroskop (Abb. 10), bzw. des gestrippten Hautareals
mittels CLSM nach dem ersten Teil des DTS, konnten kaum mehr Partikel im SC
nachgewiesen werden. Trotzdem lie3en sich bei der Erstellung des PP bis etwa zum
30. Abriss, d.h. bis zu Uber 80% der Hornschichttiefe, NP bestimmen, wenn auch die
Konzentration in diesen Tiefen bereits verschwindend gering war und nicht
anzunehmen ist, dass diese Partikel die Ergebnisse der Messung der Substanz in den
Haarfollikeln durch CSSS malgeblich beeinflussten. Die Abrisse 6- 30, welche in die
Messungen des PP eingingen, wurden also nicht durch das DTS erfasst. Es kann
andererseits fir das PP spekuliert werden, ob in der Tiefe des SC gemessene Partikel

nicht follikulare Anteile enthielten (72).

Die Recovery Rate aus beiden Untersuchungen liegt unter der von Teichmann et al.
(60) in vivo fur hydrophiles Natriumfluorescein in Eucerin cum Aqua (54% % 8,1%)
ermittelten.

In vivo wird die Reduktion der Recovery Rate im Vergleich zur applizierten Substanz
durch den Abtransport topisch applizierter Substanz tber die Blutbahn erklart (41).

In vitro verringert sich durch den Zusammenfall elastischer Fasern um die Haarfollikel
das follikulare Reservoir. Evtl. hat dies auch Einfluss auf das Reservoir des SC.
Prinzipiell gilt jedoch, dass Penetrationsstudien in vitro eine Aussage uber die

Absorption durch die Haut in vivo treffen kdnnen (158-160).
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Berucksichtigt werden muss die Applikationsstelle auf dem Ricken von Probanden bei
Teichmann et al. im Gegensatz zu der auf exzidierter Brusthaut in der vorliegenden
Arbeit. Unterschiede im funktionellen Status und der Morphologie der Haut koénnen
Einfluss auf das Ergebnis nehmen.

Neben der Verwendung unterschiedlicher Formulierungen in den beiden Arbeiten ist die
Applikationsflache, die bei Teichmann 5cm x 12cm und in der vorliegenden Arbeit
2,5cm x 3cm (entsprechend der GrolRe des Filmstreifens) betrug, ein wichtiger
Einflussfaktor.

Jacobi et al. (150) konnten in ihren Penetrationsstudien mit UV- Filter- Substanzen an
gesunden Probanden zeigen, dass das Laterale Spreiten einer topisch applizierten
Substanz Uber die Untersuchungsflache hinaus in vivo stets eine Rolle spielt. Wahrend
interindividuelle Unterschiede das Laterale Spreiten kaum beeinflussen, fordern eine
kleine Applikationsflache und lange Penetrationszeiten den Verlust einer topisch
applizierten Substanz Uber die Rander des Untersuchungsareals hinaus. Die
Untersuchungen von Jacobi et al. wurden in vivo durchgefuhrt, so dass ihre Bedeutung
fur Untersuchungen in vitro nicht geklart ist.

In einer Versuchsdurchfihrung des DTS konnte Laterales Spreiten in den seitlichen
Arealen neben der Applikationsflache mittels CLSM ausgeschlossen werden. Da dies
jedoch nur exemplarisch an einer Probe durchgefuhrt wurde, muss dieser Einfluss in

der Diskussion uber die Recovery Rate stets berlucksichtigt werden.

4.6.5 Verminderung des follikularen Reservoirs in vitro
Fiar alle Untersuchungen muss bericksichtigt werden, dass sie an exzidierter Haut

stattfanden und die ermittelte Recovery Rate nicht dem follikularen Reservoir in vivo
entspricht. Patzelt et al. (161) untersuchten mittels DTS das Penetrationsverhalten von
100nm curcuminhaltigen NP 0,12% in einer o/ w Formulierung an adipdsen Patienten
vor und an exzidierter Haut nach Bauchstraffungs- OP, d.h. in vivo und in vitro am
selben Probanden. Es wurde festgestellt, dass das follikulare Reservoir in vitro auf etwa
10% im Vergleich zur Penetration in vivo reduziert ist. Histologische Untersuchungen
ergaben, dass der Grund dafur in der Kontraktion elastischer Fasern um und zwischen
den Haarfollikeln zu suchen ist.

Die Ergebnisse haben besondere Bedeutung fur Studien zur Penetration von Stoffen,
bei denen die follikulare Penetration eine groRe Rolle spielt, wie eben partikulare
Substanzen oder auch Koffein (7, 8, 41).
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Der Einfluss von Formulierungen bzw. Vorbehandlungstechniken wirkt sich sicherlich
auch in vitro bzw. ex vivo aus, ist jedoch unter Umstanden weniger pragend. Es sollten
deshalb entsprechend grof3e bzw. haarfollikelreiche Hautareale gewahlt werden, um
das potentielle follikulare Reservoir kinstlich zu vergroern und Unterschiede deutlich
zu machen.

Festzuhalten ist, dass die in dieser Arbeit an exzidierter Haut ermittelten Verhaltnisse
der NP in den Haarfollikeln zu jenen im SC den von Teichmann et al. (60) in vivo
gefundenen entsprechen (siehe Kapitel 4.2.3 ). Aufgrund der beschriebenen Vorgange
ware ein kleinerer follikularer Anteil zu erwarten gewesen. Teichmann et al.
verwendeten in ihrer Untersuchung nicht- partikulares Natriumfluorescein. Es ist
bekannt, dass partikelassoziierte Stoffe ein besseres Penetrationsverhalten zeigen als
nicht- partikulare (7). Es ist denkbar, dass die Applikation geldsten Fluoresceins den
Nachteil der Versuchsdurchfuhrung in vitro mit dem Stoff in der partikularen Form
ausglich. Die geringer als erwartet ausfallenden Unterschiede in der Recovery Rate und
das etwa gleich ausfallende Verhaltnis der topisch applizierten Substanz im SC und in

den Haarfolikeln kdnnten darin eine Erklarung finden.

4.7 Kryoschnitte

Mittels der Anfertigung der Gefrierschnitte von Hautproben aus Facelifting konnte die
Penetration in die Haarfollikel6ffnungen semiquantitativ ausgewertet und visualisiert

werden.

4.7.1 Semiquantitative Auswertung der Gewebsschnitte
Wie bei der quantitativen Auswertung des DTS zeigt sich auch hier ein positiver Einfluss

von CSSS auf NP in PBS. Fur 40nm Partikel in PBS und in den Hautbiopsien auch in
BC konnte nach CSSS eine signifikante Zunahme der offenen, d.h. fur Penetration
positiven Follikel festgestellt werden. Eine Verbesserung der tiefen Penetration konnte
v.a. in IHF beobachtet werden. 200nm NP in PBS zeigten keine Zunahme der offenen
Follikel, aber eine verbesserte Penetration bis zur kompletten Epidermis. In BC zeigte
sich fir 200nm NP nach CSSS kein positiver Effekt der follikularen Penetration.

Mit CSSS vorbehandelte Proben zeigten durchschnittlich 55% + 5% offene Follikel im
Vergleich zu unbehandelten Proben, in denen sich 39% + 21% flr Penetration positive

Follikel fanden.
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Toll et al. (8) fand in ihren Penetrationsversuchen mit 0,76um-— 6,0um grof3en
Polysterolpartikeln ebenfalls 55% offene Follikel nach CSSS. In unbehandelter Haut
zahlte sie ca. 25% Haarfollikel, die Penetration von Partikeln zeigten.

Die Unterschiede der Kontrollprobe kénnen zum einen durch die verschiedenen
Hautproben verursacht worden sein. Des Weiteren wurden Partikel unterschiedlicher
Hersteller in verschiedenen Vehikeln appliziert. Entscheidend ist sicherlich auch die
Wahl der GroRe der Partikel. In dieser Arbeit wurden im Unterschied zu der Arbeit von
Toll et al. weitaus kleinere NP verwendet. Wenn auch dort v.a. die Penetration in THF
im Unterschied zu VHF bzw. IHF evaluiert wurde, ist es durchaus denkbar, dass kleine
Partikel < 200nm auch ohne mechanische Verstarkung besser in die Haarfollikel

penetrieren als die gro3en Mikrospharen.

Nach Massage waren signifikant mehr Haarfollikel offen fir die Penetration von 40nm
Partikeln in BC. Fur 200nm NP in BC konnte bei gleich bleibender Zahl der offenen
Follikel eine Zunahme der tiefen Penetration verzeichnet werden. Massage zeigte
anders als in der quantitativen Auswertung keinen signifikanten Einfluss auf die
follikulare Penetration von 40nm und 200nm NP in PBS.

Es fand sich nur eine geringe Differenz in der durchschnittlichen Anzahl offener Follikel
in unbehandelten Proben (43%x% 21%) bzw. nach Massage (47%zx 12%).

4.7.2 Die Auswertung der Gewebeproben und des Differentiellen Tape Strippings
im Vergleich

Bei der Bewertung der Ergebnisse der Kryoschnitte muss darauf hingewiesen werden,
dass es sich um einmalig durchgefuhrte Untersuchungen mit eingeschrankter
Aussagekraft handelt, die lediglich auf Probandenebene zu vergleichen sind.
Einflussfaktoren sind inter- und intraindividuelle Unterschiede der Hautproben, welche
durch morphologische oder funktionelle Gegebenheiten der Haarfollikel die Penetration
beeinflussen. Bezlglich des DTS wurden bereits Grunde diskutiert, welche die
erwartete Penetrationsverbesserung durch CSSS oder Massage verhindert haben
kdénnten.

Fir die 1cm? grol3en Facelifting- Proben ist zu Gberlegen, ob der ausgebliebene Effekt
von Massage fur Partikel in PBS bei Penetrationsverstarkung nach Applikation in BC
nicht durch das ungunstige Verhaltnis des relativ groRen Massagekopfes zu der relativ
kleinen Applikationsflache zu erklaren ist. Hier noch mehr als beim DTS, wo ein

grolReres Hautareal zur Verfligung stand, ist zu erwarten, dass Partikel mehr in Lésung
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als in Cremegrundlage zur Seite gedrickt wurden und nicht mehr flr die Penetration zur
Verfugung standen.

Die Hautproben aus Bruststraffungen bzw. —verkleinerungen und der Gewebeschnitte
aus Facelifting- Operationen sind nicht direkt vergleichbar.

Ein wichtiger Punkt ist das Auftragen einer 10fach hdéheren Konzentration fir die
semiquantitativen Untersuchungen der Haarfollikel auf Gesichtshaut im Vergleich zu
den quantitativen Untersuchungen auf Brusthaut. Hier wurde aus messtechnischen
Grunden mit niedrigeren Konzentrationen gearbeitet.

Bei der Bewertung von Penetrationsversuchen mussen die Haarfollikelphysiologie, die
Grolen- und Dichteunterschiede sowie der funktionelle Status der Follikel
berucksichtigt werden. Otberg et al. (51) ermittelten fur den Thorax 22 Haarfollikel/cm?
bzw. fur die Stirn 292 Haarfollikel/cm?. Fur Hautproben nach Brust- bzw.
Gesichtsstraffung muss der Stretcheffekt und somit eine reduzierte Haarfollikeldichte,
bertcksichtigt werden. Trotzdem weisen die Gefrierschnitte, mittels derer
semiquantitativ die follikulare Penetration bestimmt wurde, etwa 10x mehr Haarfollikel/
cm? auf als die Hautproben fur das DTS.

Otberg ermittelte ein follikulares Volumen an der Stirn von 0,19mm?. Dies sei um ein
funffaches geringer als das des SC von 1mm?3, wenn man fir dieses eine Dicke von
10um annehme. Da sich der Groldteil einer topisch applizierten Substanz in den
obersten 20% der Hornschicht befinde, kdnne man sagen, dass das interfollikulare und
das follikulare Reservoir an der Stirn in etwa gleich grof3 sind.

FUr den Thorax ermittelte die Arbeitsgruppe ein durchschnittliches Volumen der
Infundibula von 0,05mm?, d.h. ein 20fach geringeres als das des SC. Fur Brusthaut
muss laut obigen Uberlegungen ein Reservoir der Haarfollikel von 25% der GroRe des
SC angenommen werden.

Das im DTS ermittelte follikulare Reservoir lag zwischen 2,5% und 10% der insgesamt
extrahierten NP, d.h. weit unter diesen von Otberg ermittelten Werten. Das tatsachliche
follikulare Reservoir wird durch die Zahl der ,offenen®, ,aktiven®, d.h. sich in der
Wachstumsphase befindlichen und talgproduzierenden Follikel bestimmt und fallt somit
geringer als in den theoretischen Berechnungen aus. Des Weiteren muss die
Versuchsdurchfuhrung in vitro in Betracht gezogen werden, welche wie bereits erlautert
das follikulare Reservoir zu verkleinern scheint.

Auch die Methoden erlauben keinen direkten Vergleich. Bei dem DTS handelt es sich

um eine quantitative, bei den Gefrierschnitten um eine semi- quantitative Auswertung,
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d.h. der Einfluss der Formulierung oder der Vorbehandlungstechniken wird auf
unterschiedliche Weise erfasst. Zufallige Anreicherungen von NP in einzelnen
Haarfollikeln, die unter Umstanden die quantitative Auswertung stark beeinflussen,
lassen sich bei der mikroskopischen Auszahlung aller Follikel einer Probe relativieren.
Bei den Gewebeschnitten hingegen kann der Einfluss einzelner, in die Tiefe penetrierter

Partikel auf die Gesamtmenge des follikularen Reservoirs nicht bestimmt werden.

4.7.3 Zusammenfassung- Vergleich der Erfassung der follikularen Penetration
von Nanopartikeln in menschliche Haut mittels Differentiellem Tape
Stripping und der Kryoschnitte

Wahrend die Durchfuhrbarkeit von Gewebeschnitten an Hautbiopsien in vivo aus
ethischen Grinden stark eingeschrankt ist, kann man DTS in vitro und in vivo
durchfihren.

Die follikulare Penetration unterliegt gro3en inter- und intraindividuellen Unterschieden.
Bedeutung fur die Optimierung der Penetrationsuntersuchungen hat neben der Wahl
der Applikationsflache, des Vehikels, der Konzentration der Partikel und der
Inkubationszeit das Auftragen der Partikel, wobei ein Verlust von Partikeln durch
Verstarkung des Lateralen Spreitens aufgrund technischer Schwierigkeiten (z.B.
Massage von Partikeln in wassriger Losung auf kleinen Flachen) vermieden werden
sollte.

Effekte der Vorbehandlungstechniken zeigten sich in beiden Formulierungen, jedoch
ausgepragter fur 40nm Partikel. In der Auswertung der Gefrierschnitte fand sich nur
hier, nicht aber fur 200nm NP, eine signifikante Erhohung der Zahl der ,offenen”
Follikel. Fur die groReren Partikel zeigte sich allein eine Veranderung der
Penetrationstiefe. Die Vorbehandlung mit CSSS zeigt einen starkeren und Oofter

reproduzierbaren Effekt.

4.7.3.1 Einfluss der PartikelgroRe
Far 40nm Partikel zeigte sich nach CSSS nur bei Applikation in PBS ein Anstieg der

Zahl der ,offenen“ Follikel in der quantitativen Auswertung des DTS. In der semi-
quantitativen Auszahlung der Gewebeproben sah man einen signifikanten Anstieg fur
beide Formulierungen. Massage hatte einen signifikant positiven Effekt auf die
follikulare Penetration von 40nm Partikeln in PBS im DTS bzw. zeigten sich signifikant
mehr offene Haarfollikel in den Gefrierschnittproben der 40nm NP in BC.

Auch fir die 200nm Partikel lieRen sich Effekte der Vorbehandlungstechniken

verzeichnen, doch waren diese weniger stark ausgepragt als bei den kleinen NP.
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In PBS zeigte sich nach CSSS ein positiver Effekt in den Untersuchungen des DTS und
der Kryoschnitte. Applikation in BC zeigte keine Verbesserung der follikularen
Penetration. Massage zeigte in der semiquantitativen Auswertung der 200nm NP in BC

einen Einfluss auf die Penetrationstiefe in den Haarfollikeln.

4.7.3.2 Einfluss der Formulierung
Es konnte kein signifikanter Einfluss der Formulierung, PBS oder BC, beobachtet

werden. Viele Autoren beschreiben die bevorzugte Penetration hydrophiler Stoffe durch
barrieregestorte Haut (162) bzw. in Haarfollikel (91). Die Applikationsform fand bereits
in mehreren Protokollen zur TCI Anwendung (27, 94, 100).

Jacobi et al. (90) beschreiben die bevorzugte interzellulare Penetration lipophiler Stoffe
bzw. die eher intrazellulare und intrafollikulare Anreicherung hydrophiler Stoffe bzw.
nach Applikation in wassriger Losung. Topisch applizierte Stoffe wurden so tiefer
penetrieren, sich bevorzugt in Haarfollikel anreichern und das Targeting von Zellen
kdnnte damit verbessert werden.

Die Applikation in hydrophilen Formulierungen scheint insofern, auch angesichts der
technischen Probleme bei der Herstellung einer homogenen Cremeformulierung,
praktikabler fir Penetrationsstudien.

Die Wahl der Formulierung muss nattrlich an den Zielort des Wirkstoffes angepasst
sein. So ist fur die Deposition von Wirkstoffen, z.B. in Form von Liposomen im

Talgdrisengang, sicherlich eher eine lipophile Grundlage von Vorteil.

4.7.3.3 Einfluss der Vorbehandlungstechniken
Fur CSSS konnte ein positiver Effekt auf das Penetrationsverhalten im DTS und in der

semiquantitativen Evaluierung der Haarfollikel festgestellt werden. Effekte zeigten sich
fur beide Partikelgrofen, jedoch starker ausgepragt fur 40nm Partikel. CSSS stellt ein
anerkanntes Verfahren zur ,Offnung“ von Follikeln dar, indem der Inhalt der Infundibula
entfernt und somit die Penetration von Partikeln verbessert wird (8, 9).

Verschiedene Arbeiten konnten die problemlose Anwendung von CSSS in vivo zeigen
(8, 27, 99). Fur die praktikablere klinische Verwendung sind vorgefertigte Pflaster,
Wachsepilation bzw. auch Peeling der Haut denkbar (8).

Auch nach Massage konnten penetrationsverstarkende Effekte beobachtet werden. In
der semiquantitativen Auswertung fand sich, mit Ausnahme der 40nm NP in BC, keine
Veranderung der Zahl der ,offenen® Follikel, jedoch eine Verbesserung der

Penetrationstiefe. In der quantitativen Erfassung durch DTS zeigte sich ein signifikant
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grolieres follikulares Reservoir fir 40nm Partikel in PBS. Massage wurde bereits in
mehreren Penetrationsuntersuchungen angewandt (6, 8, 52). Der positive Effekt auf die
follikulare Penetration von Partikeln konnte gezeigt werden (7, 8).

Es ist denkbar, dass der follikulare Inhalt nicht wie bei CSSS entfernt, sondern durch
Massage komprimiert und tiefer in die Haarfollikel hineingepresst, d.h. die
Penetrationstiefe und Konzentration der NP im Infundibulum beeinflusst wird.

Die GroRe des Massagegerates sollte dabei in Bezug auf die Applikationsflache
optimiert werden, um die Foérderung von Lateralem Spreiten zu vermeiden. Praktisch ist
auch das Einmassieren mit dem Finger denkbar. Lademann et al. verweisen darauf,
dass der Pumpmechanismus in vivo durch Kérperbewegung auch ohne Massagegerat
stattfindet. Diese naturliche Stimulierung des Pumpmechanismus in den Haarfollikeln
sei zwar geringer als die durch mechanische Massage, jedoch ein kontinuierlicher
Prozess (7).

Fir folgende Penetrationsstudien scheint die Untersuchung des kombinierten Effekts

von CSSS und Massage sinnvoll.

4.8 Penetrationsfordernde und Immunstimulierende Effekte von CSSS

Es scheint unwahrscheinlich, dass NP Uber 100nm die Hautbarriere Uberwinden und
Gewebe unterhalb des SC erreichen. Forschungsbedarf besteht v.a. hinsichtlich
kleinerer Partikel bzw. der Applikation auf barrieregestorte Haut (7, 163, 164).

Unsere Arbeitsgruppe untersuchte das Penetrationsverhalten derselben wie in dieser
Arbeit verwendeten soliden 40nm, 750nm und 1500nm Polysterolpartikeln (9) nach
Applikation auf CSSS vorbehandelte humane Gesichtshaut von gesunden Probanden,
die sich einer plastischen Operation unterzogen hatten. Die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung der Proben zeigte, dass 40nm Partikel zumindest bis zum Eingang der
Talgdrise penetrierten und in der interfollikularen Epidermis und Dermis zu sehen
waren, wahrend die groReren Partikel allein in den Haarfollikel6ffnungen aggregierten.
AuRerdem konnte die Aufnahme von 40nm Partikeln durch LZ, deren Konzentration um
das Infundibulum der untersuchten VHF in speziellen Farbungen bestatigt werden
konnte, nach transkutaner Applikation beobachtet werden. Die Aufnahme der anderen
PartikelgrofRen wurde allein in vitro gesehen.

Es kann festgehalten werden, dass CSSS nicht nur das Reservoir fur topisch applizierte
NP erhoht, sondern gréRenabhangig auch deren Translokation ins lebende Gewebe,

wahrscheinlich auf follikularem Weg, zu verbessern scheint.
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Eine Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe zeigte nach dem Auftragen eines
Grippeimpfstoffes ohne zusatzliches Adjuvanz auf CSSS vorbehandelte Haut einen
Anstieg IFN- y produzierender T- Zellen (92, 99). Die humorale Immunantwort nach
transkutaner Vakzinierung war der nach intramuskularer Injektion vergleichbar. Allein
nach transkutaner Applikation konnte nicht nur eine CD 4+-, sondern auch CD 8+- T-
Zell-, d.h. antigenspezifische zellulare Immunantwort generiert werden.

Neben der Verbesserung der Reservoirfunktion und der Uberwindung der Hautbarriere
zeigt CSSS also auch immunmodulierende Effekte.

Die Wirkung von Tape Stripping auf das Immunsystem konnte von verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt werden (26, 33, 110). Glenn et al. (106) konnten in einer
klinischen Studie die immunstimulierende Wirkung der Barrierestorung durch die
Behandlung mit einem EKG Prep- Pad, das eine Entfernung von etwa 29% des SC
bewirkte, vor Applikation eines LT- enthaltenden Pflasters auf die Haut von Probanden
demonstrieren. Es wurde bei geringeren Nebenwirkungen eine bessere Immunantwort
als nach oraler Gabe der Vakzine beobachtet.

Auch CSSS entfernt etwa ein Drittel des SC, was einer leichten Stérung der
Hautbarriere entspricht. Anders als das konventionelle Tape Stripping, welches v.a. die
Permeabilitat der interfollikularen Epidermis erhdht, kann CSSS die Haarfollikel fur die
Penetration von Partikeln 6ffnen, indem es Sebum und abgestorbene Zellbestandteile
aus dem Infundibulum entfernt. Die besondere Rolle der Follikel fur die Penetration von
Stoffen aufgrund der erhdhten Permeabilitat der Hautbarriere im unteren Infundibulum
und der hohen perifollikularen Dichte von APZ wurde erlautert.

CSSS kommt somit im Gegensatz zur Tesa®- Film- Abrisstechnik durch seine
immunstimulierende und Haarfollikel 6ffnende Wirkung eine besondere Rolle beim
Targeting von APZ, z.B. bei der transkutanen Applikation von Impfstoffen, und der
Generierung einer Immunantwort zu. Die Konzentration von LZ um die Haarfollikel
konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden. Ihre Reifung und Abwanderung zu den
regionalen Lymphknoten, wo sie an der Generierung einer Immunantwort mafgeblich
beteiligt sind, nach Barrierestérung wurde von mehreren Arbeitsgruppen nachgewiesen
(86, 93, 111, 114, 165). Dadurch wird ihre Fahigkeit zur Antigen- und Kreuz-
Prasentation erhoht (167). Dies ist z.B. fur die Induktion einer CD8+ T- Zell vermittelten
Immunantwort bei der Therapie oder Pravention von Tumor oder Infektionskrankheiten
bedeutend (28, 166).
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Lisziewicz et al. (167) entwickelte einen HIV-1- Antigen kodierende Plasmid- DNA in
Form von NP enthaltenden DermaVir Patch, der am Rhesusaffenmodell auf Tape-
gestrippte Haut appliziert wurde. Eine virusspezifische CD4+ T- Helfer und CD8+ T-
Gedachtniszell- Immunantwort konnte generiert werden. Praklinische und Klinische
Phase 1- Studien zeigten, dass DermaVir sicher zu applizieren und gut zu tolerieren ist
(152).

Yagi et al. (27) beschreiben die Ergebnisse einer patientenbasierten Studie, in der funf
perkutane Immunisierungen auf durch CSSS barrieregestorte Haut mit einem HLA-
Klasse | beschrankten Antigen- Peptid eine fur Melanom- und HIV- Peptide spezifische
Zytotoxische T- Zell- Antwort generieren und die Produktion von IFN- y anregen
konnten.

Eine erst klrzlich veroffentlichte Studie unserer Arbeitsgruppe zeigte die Penetration
von 40nm und 200nm soliden Polysterolpartikeln sowie Viruspartikeln in die mit Tape
Stripping vorbehandelte Haut von Mausen. Die tiefe Penetration in die Haarfollikel, die
Diffusion in das umliegende Gewebe, die Aufnahme durch APZ sowie der Transport der
Partikel zu den drainierenden Lymphknoten konnte mittels faseroptischer konfokaler
Mikroskopie in vivo visualisiert werden. Nach TCI mit Viruspartikeln konnte eine starke
zellulare und humorale Immunantwort induziert werden. Nach nasaler Provokation mit
dem Vakzine- Virus zeigte sich bei den geimpften Tieren klinisch deutlich eine
protektive Wirkung (118, 168).

4.9 Kleine Partikel zeigen eine verbesserte Aufnahme durch APZ

Die Aufnahme partikelassoziierter Wirkstoffe durch APZ und die Generierung einer
adaquaten Immunantwort auch ohne Zusatz eines Adjuvanz scheint abhangig von der
Partikelgrélke zu sein (77, 119, 120). Unabhangig vom Follikeltyp und den zu
untersuchenden Partikeln konnte in verschiedenen Studien ein besseres
Penetrationsverhalten der kleineren Partikelgrofde beobachtet werden (8).

In der vorliegenden Arbeit ergab sich ein Vorteil der 40nm NP Uber die 200nm NP
bezlglich der follikularen Penetration. Die oben beschriebenen Penetrationsmessungen
unserer Arbeitsgruppe mit denselben wie in dieser Arbeit verwendeten
Polysterolpartikeln zeigte, dass 40nm Partikel im Unterschied zu Partikel > 750nm tief in
VHF barrieregestorter Haut hinein penetrierten (9).

Die Ergebnisse verschiedener Studien lassen vermuten, dass insbesondere kleinere

Partikel im Nanometerbereich unter 0,5um, idealerweise gar unter 100nm (40, 69, 119),

96



in Haarfollikel oder auch durch barrieregestérte Haut penetrieren und gezielt die APZ
der Haut und somit die abfuhrenden Lymphknoten erreichen konnen.

Dies konnte in der in Kapitel 4.8 zuletzt erwahnten Studie (118) zwar auch fur 200nm
NP, in héherer Frequenz jedoch fur die 40nm NP nach Applikation auf Tape gestrippte
Haut gezeigt werden.

Zusammenzufassen ist, dass eine Partikelgrof3e <100nm nicht nur die Aufnahme Uber
die Haarfollikel bzw. durch barrieregestorte Haut, sondern auch die Aufnahme durch
APZ in vitro bzw. nach topischer Applikation und den Transport zu den drainierenden

Lymphknoten zu férdern scheint.

4.10 Praktische Schlussfolgerung fiir die Entwicklung von Protokollen zur

topischen Applikation partikularer therapeutischer Systeme

Ein entsprechendes Protokoll sollte die Applikation partikelassoziierter Wirkstoffe einer
GroRe von moglichst unter 100nm enthalten, welche aufgrund der einfacheren
Herstellungsmoglichkeiten in wassriger Losung appliziert werden sollten. Auch 200nm
Partikel sind nicht auszuschlieBen. Abgesehen von den genannten Grinden zum
Penetrationsverhalten und der zellularen Aufnahme zeigten sich in dieser Arbeit
starkere Effekte der Vorbehandlungstechniken auf das Penetrationsverhalten der 40nm
NP. Aufgrund der Penetrationsforderung und der Immunstimulation erscheint der
Einschlufd von CSSS in Protokolle zur TCI unabdingbar. Die Substanz sollte auf einem
entsprechend groRen Hautareal aufgetragen und ggf. mit einem gesattigten Fingerling
einmassiert werden.

Die Kombination von CSSS und Massage fand bereits in klinischen Studien zur TCI
Anwendung (99).

4.11 Vor- und Nachteile solider Polysterolpartikel

In der vorliegenden Arbeit dienten solide Polysterolpartikel als stabile, fluoreszierende
Modellpartikel. Im Zuge der Untersuchung der Anwendungsmaoglichkeiten von NP in der
Diagnostik und Therapie wurden jedoch verschiedenste Arten von Partikeln
unterschiedlichster physikochemischer Eigenschaften untersucht.

Trotz bzw. gerade wegen der besseren Penetration kleiner Partikel, welche sich durch
Vorbehandlungstechniken wie CSSS oder Massage noch verbessern lasst, sowie
Hinweise auf das Eindringen von NP in Haarfollikel, barrieregestérte Haut und auch

Zellen, bedarf es in diesem Bereich weiterer Forschung bezuglich der therapeutischen
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Anwendbarkeit. Vor allem hinsichtlich Partikelgréfien unter 100nm besteht Unklarheit
hinsichtlich ihres Penetrationsverhaltens. Doch mussen auch die groferen Partikel in
toxikologische Untersuchungen einbezogen werden. Es ist nicht mit Sicherheit
auszuschlief3en, dass sie das SC uberwinden, lebendes Gewebe und Zellen erreichen,
Anschluss an die Blut bzw. Lymphbahn erhalten und systemische Wirkung entfalten
konnen. Nohynek et al. (63) weisen darauf hin, dass Partikel in erster Linie durch ihre
intrinsische Toxizitat, d.h. ihre chemische Natur, toxisch wirken und physikalische
Eigenschaften, wie Grole oder Form der Partikel, diese verstarken oder reduzieren
kénnen.

Solide Partikel sind vor raschem Abbau im Gewebe geschitzt und stellen somit ein
Reservoir der kontinuierlichen bzw. prolongierten Stimulation dar. Die Maoglichkeit der
kovalenten Bindung eines z.B. fluoreszierenden Farbstoffes unter experimentellen
Bedingungen ermdglicht eine sichere Detektion der Partikel. Da sie biologisch nicht
abbaubar sind, mussen aufgrund der Gefahr der Toxizitdt besondere Studien
durchgefuhrt werden (63).

In klinischen Untersuchungen werden also eher biologisch abbaubare Partikel wie
Liposomen, PLGA-, PLA-, Solid Lipid Nanopartikel oder ISCOMS Anwendung finden.
Das spezifische Penetrationsverhalten variiert auch dann in Abhangigkeit von der
GroRe, der chemischen Zusammensetzung bzw. vom Vehikel der Partikel.

Anhand der in dieser Arbeit verwendeten soliden Polysterolpartikel konnte ein
Penetrationsvorteil fur kleinere, 40nm, NP in hydrophiler Grundlage und nach
Anwendung von CSSS und evil. Massage gesehen werden. Dies reiht sich in die
Beobachtungen vorangehender Studien ein und kann insofern zukunftig in Protokollen
von Penetrationsstudien bzw. Untersuchungen zur transkutanen Darreichung von

Wirkstoffen bertcksichtigt werden.

4.12 Ausblick

Eine Optimierung der Penetration von NP durch die Wahl der idealen Grdlze und des
Vehikels bzw. die mechanische Verbesserung ihrer Penetration in die Haarfollikel hat
Bedeutung flr die VergroRerung des follikularen Reservoirs. Die Wirkstoffmenge wird
erhoht und die Speicherzeit verlangert. Unter Berucksichtigung der Grofle und
chemischer Eigenschaften des Stoffes bzw. seiner Formulierung kdnnen spezifische
Strukturen des Haarfollikels bzw. assoziierte Zellpopulationen gezielt erreicht werden.

Mit bioaktiven Molekulen oder Vektoren zur DNA- Expression beladene NP konnen in
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die Talgdrise eingebracht werden, Stammzellen der Wulstregion erreichen bzw. die
gestorte Hautbarriere des unteren Infundibulums durchdringen und in Kontakt mit APZ,
insbesondere LZ treten, die sich um die Haarfollikel konzentrieren.

Vorbehandlungstechniken wie Massage oder CSSS konnen durch Einflussnahme auf
die Penetrationsquantitat oder —qualitat das Targeting verbessern.

Da CSSS neben der penetrationsfordernden auch eine immunstimulierende Wirkung
hat, besitzt diese Vorbehandlungstechnik eine besondere Bedeutung flur transkutan
applizierte Impfstoffe. Neben der Verringerung von Nebenwirkung fordert TCI
insbesondere bei Kindern die Compliance und in Entwicklungslandern den Erfolg von
Impfkampagnen durch Einsparung von Material, geschultem Personal und eine

Verminderung der Infektionsgefahr durch unsaubere Nadeln (153, 168).
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5 Zusammenfassung

Bei der transkutanen Darreichung von Wirkstoffen spielt neben dem intra-, und
interzelluldren der intrafollikulére Penetrationsweg zur Uberwindung der Barriere des
Stratum corneums (SC) eine wichtige Rolle. Wahrend letzteres standigen
Erneuerungsprozessen unterliegt, stellen Haarfollikel ein Langzeitreservoir fur topisch
applizierte Praparate dar. Besonders partikulare Stoffe im Mikro- und Nanometerbereich
penetrieren groRenabhangig bevorzugt in Haarfollikel. Aufgrund der Nahe zu
Talgdrisen, dem perifollikularen Kapillarnetz und haarfollikelassoziierten Melanozyten,

Stamm- und Immunzellen ist gezielte Pharmakotherapie maoglich.

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Penetrationsverhaltens
von 40nm und 200nm soliden fluoreszierenden Polysterolpartikeln in exzidierter
menschlicher Haut. Dabei wurde der Einfluss der Formulierung und verschiedener
Vorbehandlungstechniken evaluiert. Die Partikel wurden in wassriger Losung (PBS),
bzw. lipophiler Grundlage (Basiscreme) appliziert und auf unbehandelte, mit einem
Cyanoacrylatabriss (CSSS) vorbehandelte, bzw. nach dem Auftragen der Partikel mit

Massage behandelte Haut appliziert.

Die nicht- invasive Methode des Differentiellen Tape Strippings (DTS) erlaubte die
differenzierte Quantifizierung der Nanopartikel (NP) im SC und in den Haarfollikeln.

Durch die Erstellung von Hornschichtprofilen (HP), wobei das gesamte SC mittels der
Filmabrissmethode abgetragen wird, kann eine Relation zwischen Abrissnummer und
dabei entfernter Menge an Korneozyten hergestellt werden. Die Konzentration der
Partikel auf jedem Abriss kann bestimmt und somit ihr Eindringen in das SC in einem
Penetrationsprofil (PP) visualisiert werden. Die Anfertigung von Gewebeschnitten
erlaubte durch die anatomische Lokalisation der NP in den Haarfollikeln eine qualitative

Auswertung der zu untersuchenden Parameter.

Die quantitative Auswertung des DTS ergab fur die Penetration in das SC und die
Haarfollikel einen Vorteil fur 40nm NP im Vergleich zu 200nm Partikeln. Bezuglich des
SC konnte fiur Applikation in PBS ein positiver Effekt verzeichnet werden. Die

Vorbehandlungstechniken zeigten dabei keinen wesentlichen Einfluss. Die Abnahme
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des interfollikularen Reservoirs nach Massage ist am ehesten auf Laterales Spreiten
durch den Massagekopf zuruckzufuhren.

Ein Einfluss der Vorbehandlungstechniken auf die follikulédre Penetration zeigte sich
allein fur Partikel in hydrophiler Lésung. Fir 40nm Partikel in PBS liel sich ein
signifikant positiver Effekt nach Massage, fur 200nm Partikel eine Verbesserung der

follikularen Penetration nach CSSS verzeichnen.

Die Hornschicht- und Penetrationsprofile zeigten, dass nach Applikation der NP in PBS
durchschnittlich mehr Korneozyten je Abriss entfernt wurden als in Basiscreme (BC).
Finf Filmstreifen, die im DTS zur Bestimmung des interfollikularen Reservoirs genutzt
wurden, entsprachen etwa 17% des SC. Diese funf Abrisse erfassten ca. 90% der in die
gesamte Hornschicht penetrierten NP. Die Annahme, dass im ersten Teil des DTS die
funf Abrisse den Grossteil der sich in der Hornschicht befindlichen NP messen, konnte
verifiziert werden.

Das trichterformige PP zeigte den Grossteil der Partikel in den obersten Schichten und
eine Abnahme der Konzentration bis zur Nachweisgrenze in Tiefen von tber 50% der
Hornschicht.

Zwanzig Tapes entsprachen ca. 70% des SC. Diese Zahl wurde im DTS vor
Bestimmung des follikularen Anteils der Partikel mittels CSSS entfernt. Das PP zeigte,
dass sich in diesen Tiefen kaum mehr NP befanden. Damit wurde bestatigt, dass
zwanzig Abrisse genugen, um das SC von Partikeln zu befreien und zu gewahrleisten,
dass der folgende CSSS allein den Anteil aus den Haarfollikeln erfasst.

Wahrend die Vorbehandlungstechniken keinen signifikanten Einfluss auf die
interfollikulare Penetration hatten, zeigte sich nach Applikation in PBS ein positiver

Effekt auf die Eindringtiefe im Vergleich zu BC.

Mittels der Gefrierschnitte konnte die Penetration in die Haarfollikel semiquantitativ
untersucht, anatomisch lokalisiert und visualisiert werden. Nach CSSS konnte fur 40nm
Partikel in PBS und in BC bzw. nach Massage in BC die Zahl der offenen Follikel
signifikant erhéht werden. Fir 200nm in PBS nach CSSS bzw. fir 200nm in BC nach
Massage zeigte sich eine Verbesserung der Penetrationstiefe bei unveranderter Zahl
der offenen Follikel. Insgesamt lasst sich ein positiver Effekt der
Vorbehandlungstechniken v.a. fir die kleinen Partikel und besonders ausgepragt bei
Applikation in PBS und nach CSSS zeigen.
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Eine Zusammenstellung der Ergebnisse macht deutlich, dass eine Verbesserung der
Penetration durch die Wahl einer kleinen PartikelgroRe und Applikation in wassriger
Ldsung verbessert werden kann.

Lademann et al. beschreibt das Phanomen der ,offenen“ und ,geschlossenen”
Haarfollikel, welches die follikulare Penetration bestimmt. Anhand der Evaluierung der
Gewebeschnitte lasst sich vermuten, wie auch theoretisch erklaren, dass CSSS durch
die Entfernung von Talg und Debris die Zahl der offenen Follikel erhdhen kann,
wahrend Massage v.a. Einfluss auf die Penetrationstiefe ausubt.

CSSS dient nicht nur zur Offnung von Haarfollikeln, sondern bewirkt durch die
gleichzeitige Entfernung von etwa einem Drittel des SC dessen Barrierestérung. Dies
fordert nicht nur die inter- und intrafollikulare Penetration von insbesondere kleinen
Partikeln, sondern hat auch immunstimulierende Wirkung.

Vogt et al. (9) zeigte, dass auf exzidierte menschliche Haut aufgebrachte 40nm Partikel
durch barrieregestorte Epidermis und Haarfollikel penetrieren und bevorzugt von
Langerhanszellen aufgenommen werden konnen. Des Weiteren fordert eine kleine
PartikelgroRe die Aufnahme durch Antigenprasentierende Zellen, so dass NP eine
herausragende Rolle in der Forschung der Transkutanen Immunisierung erhalten
haben.

Die Optimierung der Penetration von Nanopartikeln hat Bedeutung fur die Vergro3erung
des follikularen Reservoirs. Unter Berucksichtigung der GroRe und der chemischen
Eigenschaften des Stoffes koénnen haarfollikelassoziierte Zellpopulationen gezielt
erreicht werden. Vorbehandlungstechniken wie Massage oder der Cyanoacrylatabriss
konnen das Targeting durch Beeinflussung des Penetrationsverhaltens verbessern

bzw., im Fall der Immunstimulation durch CSSS, zusatzliche Effekte ausiiben.
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