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Abstrakt:

Aufgrund der sehr effektiven Barriereeigenschaften der menschlichen Haut spielte die transdermale
Penetration von Wirkstoffen lange Zeit nur eine geringe Rolle. Das Uberwinden der Hautbarriere
stellt auch weiterhin eine Herausforderung dar. In den vergangenen Jahren wurden unterschied-
lichste Vehikel fur den dermatopharmazeutischen Einsatz entwickelt, um die Bioverfugbarkeit von
topisch angewendeten Produkten zu erhéhen. Der Einsatz von partikularen Substanzen war dabei
nur mafig erfolgreich, da es ihnen aufgrund ihrer Gréf3e nicht méglich ist, die gesunde Hautbarriere
zu Uberwinden. Allerdings kdnnen sie besonders effektiv und tief in den Haarfollikel hinein penetrie-
ren.

Dieser Effekt kann genutzt werden, um Wirkstoffe in nanopartikularer Form in den Haarfollikel zu
transportieren, damit dieser dann dort freigesetzt und unabhangig die Hautbarriere Giberwinden und
bioverfligbar werden kann.

Basierend auf dem jiingsten Forschungsstand ergab sich die aktuelle Fragestellung, ob durch den
topischen Einsatz von Koffein-Nanokristallen die Bioverfligbarkeit von Koffein im Vergleich zur topi-
schen Applikation einer Koffeinldsung erhéht werden kann und welchen Einfluss verschiedene Na-
nokristallgrof3en auf den zeitlichen Verlauf der Bioverfuigbarkeit haben.

Methoden: In der vorliegenden Proof-of-Concept-Studie wurde dieser Effekt im Rahmen einer in vivo
Penetrationsstudie mittels Koffein-Nanokristallen unterschiedlicher Grof3en (206 nm und 694 nm),
jedoch gleicher Koffeinmenge an sechs mannlichen Probanden untersucht.

Die Studie zeigte, dass die kleineren Nanokristalle die Bioverfugbarkeit von Koffein zu einem friihen
Zeitpunkt effektiver erhéhen, wahrend die Serumkonzentration von Koffein nach 20 Minuten hoher
war, wenn Koffein mit Hilfe der grof3eren Nanokristallen aufgetragen wurde. Koffein war in beiden
Anwendungen auch noch am 5. Tag im Serum nachweisbar. Die Flache unter der Kurve war jedoch
um 82% grofRer, wenn die 694 nm Nanokristalle aufgetragen wurden.

Die grofReren Nanokristalle stellen damit einen vielversprechenden Ansatz dar, die Bioverfuigbarkeit
topisch applizierter Wirkstoffe tber den transfollikularen Penetrationsweg zu erhéhen und die De-

poteigenschaft des Follikels optimal zu nutzen.



Abstract:

Because of the very effective barrier properties of human skin, the transdermal penetration of active
ingredients played only a minor therapeutic role for a long time. Overcoming the skin barrier conti-
nues to be a challenge in dermatology. In recent years, a wide variety of vehicles for dermatophar-
maceutical use have been developed in order to increase the bioavailability of topically applied pro-
ducts. The use of particulate substances was only moderately successful because, due to their size,
they are not able to pass through the intact skin barrier. However,they can penetrate particularly
effectively and deeply into the hair follicle.This effect can be used to transport active ingredients in
nanoparticulate form into the hair follicle so that it can then be released there and independently
cross the skin barrier and become bioavailable. Based on the latest research, the current question
arose whether the topical use of caffeine nanocrystals can increase the bioavailability of caffeine
compared to the topical application of a caffeine solution, and what influence different nanocrystal
sizes may have on the temporal course of the bioavailability of caffeine.Methods: In the present proof
of concept study, this effect was investigated in an in vivo penetration study in six male test subjects
using caffeine nanocrystals of different sizes (206 nm and 694 nm) while keeping the amount of
caffeine unchanged.

The study showed that the smaller nanocrystals were more effective in increasing the bioavailability
of caffeine at an early stage, while the serum concentration of caffeine was higher after 20 minu-
teswhen caffeine was applied using the larger nanocrystals. In both applications, caffeine was still
detectable in the serum on the 5th day. The area under the curve was 82% larger when the 694nm
nanocrystals were applied.The larger sized nanocrystals showed an increased bioavailability via the

transfollicular penetration route in comparison to other topically applied formulations.



1. Einleitung
Die Haut stellt mit ca. 2 m2 das gré3te Organ des menschlichen Korpers dar [1]. Eine der wichtigsten
Funktionen der Haut ist die Barrierefunktion, die einerseits bewirkt, dass Fremdstoffe nicht in den
Organismus gelangen und andererseits hilft, den Warme- und Wasserhaushalt zu regulieren. Die
Haut ist in mehreren Schichten aufgebaut. Die Hautanhangsgebilde, die Haarfollikel und Schweil3-
drisen, stellen dabei eine natirliche dreidimensionale Fortsetzung der Hautoberflache dar. In lhrer
Summe, mit ihren ca. 2-5 Millionen Hautanhangsgebilden [2] vergroRern sie die Oberflache auf ca.
25 m2[3].
Haarfollikel, regional jeweils in unterschiedlicher Gro3e und Dichte, finden sich nahezu in allen Kor-
perregionen (Ausnahmen bilden nur die Lippen, Handflachen, Ful3sohlen, Brustwarzen und
Schleimh&uten). Lange Zeit wurde dem Haarfollikel, der an sich bereits ein komplexes Organ dar-
stellt, als potenzieller Zugangsweg in den Organismus und als therapeutische Zielregion wenig Be-
achtung geschenkt. Dabei bietet der Haarfollikel durch die Einstllpung der Epidermis eine Vergro-
Berung der Haut- und damit Resorptionsoberflache [3]. Darliber hinaus weist der Haarfollikel mit
zunehmender Follikeltiefe eine reduzierte Barriereeigenschaft auf. Das bedeutet, dass Wirkstoffe,
die tief genug in den Haarfollikel eindringen kénnen, einfacher in das lebende Gewebe Ubertreten
und bioverfugbar werden kdnnen [4]. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass es in Hautregio-
nen mit héherer Follikeldichte zu einer erhohten Wirkstoffaufnahme kommt, wéhrend haarlose
Méause kaum Wirkstoff Giber die Haut aufnahmen [5]. Besonders eindriicklich konnte der Beitrag der
Haarfollikel an der Absorption von topisch appliziertem Koffein in der in vivo Studie von Otberg et al.
gezeigt werden [6]. Waren die Haarfollikel im Applikationsareal kiinstlich mittels einer Lack-Wachs-
mischung verschlossen, konnte das Koffein, welches in Losung topisch aufgetragen wurde, erst
nach 20 Minuten im Serum von den Probanden nachgewiesen werden. Bei offenen Follikeln erfolgte
der Nachweis dagegen bereits nach 5 Minuten [6]. Der transfollikulare Penetrationsweg flr topische
Substanzen geriet damit in den Fokus des Interesses. Es wurde klar, dass man den Haarfollikel
nutzen kann, um topisch applizierte Substanzen bioverfligbar zu machen. Dies war von besonderem
Interesse, da die Bioverfligbarkeit von topisch applizierten Substanzen meist unterhalb von 1% liegt
[7]. Weitere Studien konnten zeigen, dass man die follikulare Penetration deutlich verbessern kann,
wenn man partikuldre Substanzen nutzt [8]. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass partikulare
Substanzen besonders tief und effektiv in den Haarfollikel hineinpenetrieren kénnen und dass durch
die Auswahl der Gro3e die Penetrationstiefe gesteuert werden kann [8,9].
Die Weiterentwicklung von Nanopartikeln wahrend der letzten Jahre fuhrte zu Produkten mit dem
Ziel des maximalen Wirkstofftransports. Mittels der kontinuierlichen Zerkleinerung von Molekilen
konnten Nanokristalle aus 100% Substanz hergestellt werden [10,11]. Nicht nur die Steigerung der
Substanzmenge, sondern auch die veranderten Eigenschaften bei der Nanomisierung brachten wei-
tere Vorteile [10,11]. Je kleiner die Partikel wurden, umso gro3er wurde ihre Oberflache und umso
hoher wurde ihre Loslichkeit und ihre Aufldsungsgeschwindigkeit. Dies definiert die Noyes—Whitney
Gleichung, naher erlautert in Kapitel 1.3.2. Die Herstellung solcher Nanokristalle ist vor allem flr
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manRig bis schlecht wasserlosliche Substanzen ein optimaler Ansatz. Hierzu zéhlen Wirkstoffe der
BCS-Klasse Il und 1V, einem biopharmazeutischen Klassifizierungssystem, welches Medikamente
hinsichtlich ihrer zu erwartenden Bioverfugbarkeit einteilt [12].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei gré3endifferente Koffein-Nanokristalle (206 nm und 694
nm) hinsichtlich ihrer in vivo Absorptionskinetik und Bioverfligbarkeit zu untersuchen.

Es wurde die Hypothese formuliert, dass die grof3eren Nanokristalle tiefer in den Haarfollikel hinein
penetrieren und damit in Bereiche des Haarfollikels gelangen, die eine geringere Barrierefunktion
aufweisen. Dies soll zu einer hoheren kumulativen Gesamtdosis von bioaktiv nachweisbarem Kof-

fein im Blutserum fuhren.

1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut (altgriechisch déppa dérma, lateinisch cutis; das altgermanische Wort hdat=Haut/ Integu-
ment kommt etymologisch von umhullen, bedecken) ist das offensichtlichste Organ des Menschen
[13]. Sie bildet die Grenze zwischen Innen und Aul3en. Sie schitzt, versorgt, informiert und reguliert
den Kaorper in vielerlei Hinsicht. Durch ihren einzigartigen Aufbau schiitzt sie vor mechanischen Ver-
letzungen, vor UV-Strahlen, vor Bakterien, Viren, Parasiten, anderen Noxen und Umwelteinflissen.
Ferner verfugt sie Uber Abwehr- und Anpassungsmechanismen und dient der Warmeregulierung
und der Wahrnehmung von Schmerz, Temperatur, Druck und Vibration sowie durch die Durchblu-
tung auch der Kommunikation (man wird bleich vor Schreck oder rot vor Aufregung) [14]. Die &ul3ere
Hautschicht, das Stratum corneum, besteht aus mehreren Lagen entdifferenziert ausgereifter epi-
dermaler Keratinozyten, den Korneozyten, die von einer Lipidschicht umschlossen sind [14]. Das
Stratum corneum misst nur 10-20 ym und ist die am wenigsten durchlassige Hautschicht im epider-
malen Differenzierungsprozess. Diese als ,Ziegelstein-Mortel-Modell“ vereinfacht dargestelite
Schicht inklusive des dazugehérenden Mikrobioms spielt eine wichtige Rolle in der Abwehr von Mik-
roorganismen und verhindert den Wasser- und Elektrolytverlust [3]. Darunter schlief3en sich direkt
das Stratum granulosum, das Stratum spinosum und das Stratum basale als Teile der lebenden
Epidermis an [15].

Darauf folgt die Dermis mit dem Stratum papillare und Stratum retikulare. Epidermis und Dermis

bilden zusammen die Kutis. Unterhalb der Kutis folgt das Fettgewebe (Abbildung 1) [15].


https://de.wikipedia.org/wiki/Altgriechische_Sprache
https://de.wikipedia.org/wiki/Latein
https://de.wikipedia.org/wiki/Urgermanische_Sprache
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Abbildung 1. Aufbau der Haut

[in Anlehnung an Plewig G, Braun-Falco's Dermatologie, Venerologie und Allergologie, 6.Aufl., S. 4]

Jede dieser Schichten besticht durch Besonderheiten und tUbernimmt Teile der Hautfunktion. So
finden sich zum Beispiel antioxidativ aktive Zellen oder Immunzellen vor allem in der Epidermis,
Pigmentzellen, die Melanozyten im Stratum basale oder elastische und kollagene Fasern im Stratum
retikulare [16]. Hautanhangsgebilde wie die Haarfollikel mit den dazugehdrenden Talgdriisen und
die ekkrinen und apokrinen Schwei3driisen durchziehen die Haut. Mit dem Haarfollikel assoziiert ist
ferner der das Haar aufrichtende Haarbalgmuskel, der Musculus arrector pili [17]. Stérungen der
Hautintegritat flihren meist direkt zu sichtbaren Verdnderungen und der Mensch fiihlt sich nicht mehr
wohl ,in seiner Haut®. Denn die Haut ist nicht nur von physischer Bedeutung, sondern ist auch fur
die emotional psychologische Verfassung des Individuums enorm wichtig. Haare spielen hierbei
ebenso eine wichtige Rolle. Sie schitzen als Kopfhaar oder als Augenbraue vor UV-Strahlen. Wim-
pern verhindern, dass Fremdkdrper oder Schweifitropfen in das Auge gelangen. Zu wenig als auch
Zu viele Haare, z.B. an unpassenden Kdorperarealen, kdnnen emotional sehr belastend sein und
treiben die Forschungsbestrebungen der kosmetischen und pharmazeutischen Industrie an [17].
Die Haut ist jedoch keine unuberwindbare Grenze oder gar eine Einbahnstral3e. Soll eine Substanz
transkutan in den Kérper eingebracht werden, so stehen prinzipiell drei Penetrationswege zur Ver-
figung: der interzellulare, der transzellulare oder der follikulare Weg (Abbildung 2) [18].



Interzellular Transzellular Follikular

Abbildung 2.Transkutane Penetrationswege [eigene Darstellung]

Wobei beim follikularen Weg unterschieden werden muss, ob eine Substanz nur in den Haarfollikel
hinein penetriert oder ob auch ein transfollikularer Ubergang in das lebende Gewebe mdglich ist.
Die drei Penetrationswege kdnnen simultan genutzt werden. Es hangt jedoch stark von den phar-
makologischen Eigenschaften der Substanz selbst ab, welcher Penetrationsweg im speziellen
hauptsachlich genutzt wird [18].

1.2 Der Haarfollikel

Nachdem in der Vergangenheit dem Haarfollikel als Penetrationsweg wenig Bedeutung beigemes-
sen wurde, entwickelte sich in den letzten 20 Jahren ein eigenes Forschungsfeld rund um den Haar-
follikel [4,5,6,8]. Fur den transfollikularen Penetrationsweg sind chemische oder physikalische Vor-
behandlungen der Haut nicht unbedingt notwendig, da sich der Haarfollikel férmlich als naturliche
Lucke in die tieferen Schichten der Haut flgt. Es wird, wie oben bereits erwéhnt, prinzipiell unter-
schieden, ob ein Wirkstoff direkt im Haarfollikel eine Zielstruktur erreichen soll, wie z.B. die Talgdriise
oder ob der Wirkstoff transfollikulér in das perifollikuldare Gewebe Ubertreten soll und dann z.B. im
Serum nachweisbar wird.

Der Haarfollikel ist besonders im oberen Infundibulumbereich von zahlreichen Blutgefal3en und Im-
munzellen (Makrophagen, T-Zellen, Mastzellen und dendritischen Zellen) umgeben [17]. In der
Waulstregion des Haarfollikels befinden sich epitheliale multipotente Stammzellen [17,19]. Dies
macht den Haarfollikel zu einem therapeutischen Ziel von besonderem Interesse. Topisch applizierte
Substanzen finden einen schnellen Zugang zum systemischen Kreislauf und zu immunologischen
Antworten.

Die Haarfollikelanatomie begtnstigt ferner die Depotbildung besonders von partikuldren Substan-
zen, die bis zu 10 Tage im Haarfollikel gespeichert werden kénnen [20]. Anders als auf der Haut-
oberflache sind Substanzen, die in den Follikel eindringen, geschitzter vor Umwelteinfliissen und
dem Alltagsstress der Haut (Reibung, Kleidung, Wasserkontakt, kosmetischen Produkten, Schwit-
zen, UV-Strahlung). Nur langsame Prozesse wie Haarwachstum und Sebumfluss kénnen zu einer
Entleerung des Reservoirs fihren, da im Falle der verwendeten Partikel eine transfollikulare Penet-
ration aufgrund der Substanzgrof3e ausgeschlossen ist [20,21]. Partikulare Substanzen, die beson-

ders tief in den Follikel eindringen kdnnen, haben aufRerdem eine groRere Kontaktflache zur Haut
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und erreichen auch Teile des Haarfollikels, in denen die Barriereeigenschaften weniger ausgepragt
sind. Wahrend im oberen Bereich des Haarfollikels die Kontaktflache als Invagination der Epidermis
gesehen werden muss, wird die Barrierefunktion des Haarfollikels im unteren Bereich hauptséchlich
durch sogenannte ,tight junctions® aufrechterhalten [22. Der Haarbulbus weist dagegen keine Barri-

ere mehr auf [22].

- Stratum Corneum
Infundibulum

m - Epidermis

- Muskulus
arrector pili

Isthmus -

- Talgdruse

Woulstregion -

Haarbulbus -

Abbildung 3. Aufbau des Haarfollikels
[in Anlehnung an Plewig G, Braun-Falco’s Dermatologie, Venerologie und Allergologie, 6.Aufl., S.
1244]

Das trichterférmig erweiterte Infundibulum reicht von der Haarfollikel6ffnung bis zum Eingang der
Talgdrise, sein Epithel ist dinner ausgebildet als das der Oberflachenepidermis [23].

Der Bereich von der Mindung des Talgdriisenausganges bis zum Ansatzpunkt des Muskulus arrec-
tor pili wird Isthmus genannt. Insertionsstelle des M. arrector pili ist die Wulstregion, dieser konstante
Bereich grenzt an den variablen Anteil des Haarfollikels an, welcher dem Haarwachstumszyklus
unterworfen ist (Abbildung 3) [17]. Insgesamt wurden vier Bereiche des Haarfollikels als solche mit
besonderer therapeutischer Relevanz identifiziert: die Talgdriise, die Wulstregion, das Infundibulum
und die Haarmatrixzellen [24]. Um die einzelnen Zielbereiche im Haarfollikel erreichen zu kdénnen,
spielt die optimale GréRe der partikuldaren Substanzen eine Uibergeordnete Rolle [18,25]. In einigen
in vitro Untersuchungen konnte bereits festgestellt werden, dass die ideale PartikelgroRe zwischen
450- 700 nm liegt. Nanocarrier dieser Grof3e drangen signifikant tiefer in den Haarfollikel ein als

kleinere, groRere oder auch nicht partikulare Substanzen [8,9,26].



In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass sich die follikuldre Penetrationstiefe von parti-
kularen Substanzen unter Massage signifikant erhéht. Dies wurde am Modell einer Ratsche oder
eines Zahnrades erklart [27]. Durch die Bewegung des Haares im Haarfollikel werden die Partikel
systematisch in die Tiefe transportiert, da das Haar keine glatte Oberflache, sondern dachziegelartig
Uberlappende Cuticulazellen besitzt. Da die Dicke der Cuticulazellen ca. 530 nm betragt funktioniert
dieser Transport am besten, wenn die Grof3e der Partikel ebenfalls in dieser Gréenordnung liegt
[27].

1.3 Transdermale Arzneimittelgabe/ Transdermal drug delivery (TDD)

Die Vorteile der topischen Arzneimittelgabe liegen auf der Hand und sind unbestritten. Es kdnnen
sogenannte First Pass Effekte, gastrointestinale Nebenwirkungen, Metabolisationen und enzymati-
scher Abbau vermieden werden [28]. Sollen nur selektive Hautareale behandelt werden, lasst sich
der Wirkstoff topisch besser dosieren, es kénnen Ressourcen gespart werden. Die Anwendung wird
insgesamt kostengunstiger. Durch die Langzeitspeicherung im Haarfollikel sind ggf. weniger Appli-
kationen notwendig, damit kann die Compliance der Patienten erhéht werden (Abbildung 4).
Insgesamt sind weniger Nebenwirkungen als bei oraler, parenteraler oder auch subkutaner Darrei-

chung zu erwarten.

Zielzellen in der Haut,

einfache Anwendung,
hepatischer First pass Effekt, kontinuierliche Wirkstoffabgabe,
gasfrointestinale Nebenwirkungen gute Compliance

Metabolisation, enzymatischer Abbau,
schlechtere Compliance

Abbildung 4. oral/parenterale versus transdermale Wirkstoffabgabe [eigene Darstellung]

Seit Jahrzehnten wird an Formulierungen zur Optimierung der topischen Applikation gearbeitet (z.B.
an Pflaster, Salben und Cremes), die beispielsweise die Permeabilitat der Haut verbessern sollen.
Dies gelang vor allem fir lipophile Arzneimittel mit niedrigem Molekulargewicht, die bei niedrigen
Dosierungen wirksam sind [29].

Die Bioverfligbarkeit von den meisten topisch applizierten Substanzen ist jedoch oft sehr gering und
haufig nicht héher als 1-2% der applizierten Dosis [7].
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Von der FDA wurde 1979 das erste transdermal verabreichte Medikament, ein Scopolamin-Pflaster
gegen Reisekrankheit (Transderm Scop(®)) zugelassen. Seitdem wurden einige andere Substan-
zen wie Nikotin, Ostradiol und Testosteron, Insulin, Nitrate, Fentanyl und Lidocain sowie Kombinati-
onspflaster mit mehr als einem Arzneimittel zur Empfangnisverhitung und zum Hormonersatz er-
folgreich in TDD-Systemen (Transdermal drug delivery) formuliert [29,30,31].

Die Verbesserung der Hautpenetration von gré3eren, hydrophilen Arzneimitteln und schlecht 16sli-
chen Makromolekilen zur Behandlung von Krankheiten mittels chemischer Vorbehandlungen der
Haut oder physikalischer Barriereunterbrechungen (z.B. durch Mikroneedling, Mikrojets, Laser, Ult-
raschall, lontophoresebehandlung oder Abrieb) ist Thema aktueller Forschung [9,12,26].

Es wurden Nanotrager aus Lipiden, Metallen oder Polymeren entwickelt, um eine verbesserte Auf-
nahme in die Haut zu ermdglichen [32]. Problematisch war bislang, dass diese partikularen Sub-
stanzen aufgrund ihrer Gré3e meist weder das intakte Stratum corneum noch den follikularen Zu-
gangsweg nutzen konnten und der gewtinschte Effekt der erhdhten Wirkstoffaufnahme mehr oder
weniger ausblieb. Nur durch kinstlich zugefligte Hautbarriere-Stérungen war in den meisten Studien
eine verstarkte Hautpenetration beobachtet worden [33].

Neueste Studien der Arbeitsgruppe von Lademann et al. verfolgten den Ansatz, Wirkstoffe mittels
Nanotransporter effektiv und tief in den Haarfollikel zu transportieren, um dort durch endogene (z.B.
pH) oder exogene (z.B. Infrarotlicht) Trigger eine Freisetzung des Wirkstoffes zu erreichen, der dann
transfollikuldr in das lebende Gewebe penetrieren kann [34,35].

Mikronadeln und thermische Ablation durchlaufen derzeit klinische Studien zur Verabreichung von
Makromolekilen und Impfstoffen wie Insulin, Parathormon und Grippeimpfstoff [36]. Die Verabrei-
chung von Impfstoffen Uber die Haut ist besonders attraktiv, da sie auf die epidermalen Langerhans-
zellen und dermalen dendritischen Zellen abzielt, die bei viel niedrigeren Dosen als bei tieferen In-
jektionen eine starke Immunantwort hervorrufen kénnen [37,38].

Der erfolgreichste Impfstoff aller Zeiten, der Pockenimpfstoff, der die Krankheit weltweit ausrottete,
wurde mit Hilfe einer Bifurkationsnadel oder Impfpistole Uber die Haut verabreicht, um das Stratum
corneum zu durchbrechen [39]. Folge war jedoch immer eine unschoéne Narbe.

Nach heutigem Stand der Wissenschaft geht man davon aus, dass Partikel >40 nm die intakte Haut-
barriere nicht iberwinden kénnen, sondern im Follikel oder in den Hautanhangsgebilden gespeichert
werden [20,21,26].

Oberstes dermatopharmazeutisches Ziel ist es daher weiterhin, Formulierungen zu entwickeln, um
die Hautbarriere zu Uberwinden, jedoch ohne sie nachhaltig zu stéren, was besonders bei vorer-
krankter Haut von hohem Interesse ist.

Verschiedene Studien lassen vermuten, dass vor allem der transfollikulare Zugangsweg fiir eine

partikulare Abgabe eines Wirkstoffes geeignet ist [9,20,21].
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1.3.1 Nanopartikel

Der Vortrag ,There’s plenty of room at the bottom*“ (,Nach unten ist eine Menge Platz“) wurde vom
US-amerikanischen Physiker und spéateren Nobelpreistrdger Richard Feynman am 29. Dezember
1959 im Institute of Technology in Kalifornien gehalten [40]. Er beschrieb den Prozess der Kontrol-
lierbarkeit von Atomen und Molekiilen. Die Nanotechnologie wurde allerdings erst in den 1980er
Jahren mit der Weiterentwicklung der entsprechenden Technik vorangetrieben.

Aus den neuen Maoglichkeiten der Nanomisierung folgte die Frage nach mdglichen Anwendungsfel-
dern und das nicht nur im medizinischen oder pharmakologischen Bereich. Bei der heutigen Nano-
technologie handelt es sich nicht selten um Schlisseltechnologien, manche beschreiben sie als
wichtigste Errungenschaft unserer Zeit. Superlative wie langlebiger, widerstandsféahiger, energieef-
fizienter, innovativer, umweltfreundlicher, wirkungsvoller und effektiver werden haufig in ihrem Zu-
sammenhang verwendet [41]. Nanopartikuldare Medikamente sollen zielgenau ihre Wirkung ohne
belastende oder gefahrliche Nebenwirkungen austben. Sie sollen z.B. die Bluthirnschranke Uber-
winden, Krebszellen detektieren und sogar in Krebszellen eindringen. In der Dermatologie und auf
dem Kosmetikmarkt werden Nanopartikel schon seit langerem, z.B. in Wundauflagen oder in Son-
nenschutzmitteln eingesetzt [41,42]. Neuentwicklungen bei topischen Pharmaka bleiben jedoch auf-
grund der Hautbarriere eine Herausforderung. Prinzipiell ermdglichen Nanotransporter es, beson-
ders grof3e Wirkstoffmengen zu transportieren und auch schwer lésliche Stoffe wie Peptide und Pro-
teine mit schlechter Loslichkeit zu verkapseln.

1.3.2 Nanokristalle

Nanotransporter mit der hochstmdglichen Wirkstoffbeladung stellen Nanokristalle dar, da sie aus
100% Wirkstoff bestehen [10,11,46]. Nanokristalle sind partikulare Strukturen, die durch Top-down-
oder Bottom-up-Ansétze vollstandig aus Wirkstoffpartikeln bestehen. Bei der Top-down Methode
wird Ausgangsmaterial kontinuierlich zerkleinert, von grof3 nach klein; bei der Bottom-up Methode
erfolgt das Gegenteil, Nanoteile werden zusammengesetzt. Die so entstandenen Nanokristalle wer-
den mit Stabilisatoren dispergiert und stabilisiert, um ihre Aggregation zu verhindern. Dies kdnnen
Ublicherweise ionische, nichtionische und polymere Stabilisatoren sein [10]. Oral sind bereits Pro-
dukte auf Nanokristallbasis auf dem Markt, ihre Verwendung zur topischen Anwendung ist jedoch
neu [10].

Die Umwandlung einer Substanz von der normalen Partikelgré3e (um-Bereich) in die Nanodimen-
sion verandert seine physikalischen und chemischen Eigenschaften. So bestehen Nanokristalle
nicht nur aus 100% Wirkstoff, sondern veréandern durch die Nanomisierung ihre Eigenschaften. Je
kleiner die Kristalle sind, umso groR3er wird ihre Oberflache. Je groRer die Oberflache ist, umso héher
wird die Sattigungsloslichkeit (cs) und umso schneller erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffs [44]. Die
Effekte der hoheren Loslichkeit und hoheren Bioverfugbarkeit bei Abnahme der Nanokristallgré3e
konnen durch die Noyes-Whitney Gleichung erklart werden.
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Gleichung 1: Die Noyes-Whitney Gleichung beschreibt die diffusionsbedingte Auflésungsgeschwin-

digkeit von Arzneistoffpartikeln aus der Arzneiform [45,46].

dm A-D(c;—c,)
dt x

m= Masse der in Lésung gehenden Substanz (kg); t= Zeit (s); A= Grenzflache zwischen zu I6senden Substan-
zen und Ldsungsmittel (m2); D= Diffusionskoeffizient (m#/s); Cs= Sattigungskonzentration des Wirkstoffs

(kg/m?3); ct = Konzentration zum Zeitpunkt t (kg/m?); x = Dicke der angenommenen Diffusionsschicht (m)

Die Diffusion des Wirkstoffs, welcher als Nanokristall gebunden ist, geschieht am Zielort, also zum
Beispiel im Haarfollikel, in das lebende Gewebe durch die Anderung des Konzentrationsgradienten.
Da man davon ausgeht, dass die Aufenthaltsdauer im Haarfollikel bis zu 10 Tage betragen kann,
stellt der Haarfollikel ein besonders interessantes Reservoir fur solche Wirkstoffformen dar
[20,24,27]. Diese langsame Abgabe kann von Vorteil sein und einer nachhaltigen Versorgung mit

dem Wirkstoff dienen.

1.4 Bedeutung der Arbeit fur das Fachgebiet / Zielsetzung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es einerseits zu zeigen, dass die Bioverfuigbarkeit von to-
pisch appliziertem Koffein signifikant erhdht werden kann, wenn es in nanokristalliner Form appliziert
wird. Weiterhin sollte gezeigt werden, dass groRenoptimierte Koffein-Nanokristalle einen entschei-
denden Einfluss auf die in vivo Absorptionseffektivitat haben, durch die fur groRere Nanokristalle zu
erwartende tiefere follikulare Penetration und langere Speicherung.

Diese Arbeit ist von grof3er Bedeutung fiir das Fachgebiet, da zum ersten Mal in vivo der Einfluss
von Nanokristallen auf die transfollikuldre Penetration von Koffein gezeigt werden konnte. Bisherige
Studien zur transfollikularen Penetration fanden vor allem unter ex vivo Bedingungen statt und waren
damit nur bedingt aussagekraftig. In der Studie von Otberg et al. konnte erstmals in vivo die schnelle
Bioverfuigbarkeit von einer nichtpartikularen Koffeinformulierung gezeigt werden, wenn der follikulare
Penetrationsweg zur Verfigung stand [6]. Die aktuelle Studie ist als direkte AnknUpfung an die
Arbeit von Otberg et al. zu verstehen, die zeigen soll, dass die Bioverflugbarkeit durch den Einsatz
von Nanokristallen signifikant erhéht werden kann [6].

In der aktuellen Studie erfolgt der Einsatz von Koffein in nanokristalliner Form als Modellwirkstoff.
Prinzipiell ist jedoch die Herstellung auch anderer Wirkstoffe in nanokristalliner Form moglich. Damit

ertffnet sich ein vollig neues Spektrum fir topisch zu applizierende Wirkstoffe.
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Folgende Hypothesen wurden im Rahmen der Arbeit formuliert:

1. Durch die topische Applikation von Koffein-Nanokristallen kénnen héhere Koffeinserumkon-
zentrationen erreicht werden als durch die topische Applikation einer Koffeinldsung.

2. Da von den groRReren Koffein-Nanokristallen (ca. 700nm) eine tiefere follikulare Penetration
zu erwarten ist und damit eine langere Speicherung als von den kleineren Koffein- Nanokris-
tallen (ca. 200nm), wird die Applikation der gréReren Koffein-Nanokristalle zu einer tiber die
Zeit kumulativ hoheren Koffeinaufnahme fiihren.

3. Aufgrund ihrer groReren Gesamtoberflache wird es nach Applikation der kleineren Koffein-

Nanokristalle zu einem rascheren Anstieg der Koffeinserumkonzentration kommen.

l

Koffein jm Blut+ Koffein im Blut++ Koffein im Blut+++

Abbildung 5. Grafische Darstellung der zu erwartenden Unterschiede (Hypothese 1 und 2 fir
Lésung / 200nm / 700nm) [eigene Darstellung]

2. Methodik

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Materialien und Methoden verwendet:
2.1 Nanokristalle

2.1.1 Material

Die Koffein-Nanosuspensionen bestanden aus 20% (w/w) Koffein (Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland), 2% Stabilisator (Carbopol® 981,Lubrizol Advanced Materials Europe BVBA, Brissel,
Belgien) und einem Dispersionsmedium aus 30% Ethanol und 70% Propylenglykol (beide bezogen
von VWR International GmbH Darmstadt, Deutschland) auf bis zu 100% (w/w). Koffein und Carbo-
pol® 981 entsprachen dem Standard der European Pharmacopoeia (Ph. Eur.). Die anderen Be-

standteile waren von analytischer Qualitat.

2.1.2 Herstellung
Die verwendeten Koffein-Nanokristalle wurden nach einem zuvor festgelegten Protokoll von der Al-

rise Biosystem GmbH, Berlin hergestellt, charakterisiert und zur Verfiigung gestellt [11,46].
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Es wurden Koffein-Nanokristallen unterschiedlicher Gré3en (206 nm und 694 nm), jedoch gleicher
Koffeinmenge produziert.

2.1.3 Gefahrenpotential

Die Koffein-Nanokristallformulierungen waren fur pharmazeutische und kosmetische Anwendungen
zugelassen. Bei der topischen Anwendung der untersuchten Formulierungen waren aul3er dem all-
gemeinen Risiko einer Unvertraglichkeitsreaktion bei bestehender Vorsensibilisierung gegen Be-
standteile der Formulierung keine spezifischen Nachteile oder Risiken bekannt. Die Nanokristalle
kénnen aufgrund ihrer Gré3e nicht in den Blutkreislauf Gbergehen, solange es zu keiner Traumati-
sierung der Haut kommit.

Koffein ist das weltweit am haufigsten konsumierte Psychostimulans. Es findet sich von Natur aus
in unterschiedlichen Mengen in Bohnen, Blattern und Frichten von Uber 60 Pflanzen [47]. Ger6stete
Kaffeebohnen und Teeblatter sind die Hauptquellen fir Koffein in der Nahrung [47]. Koffein ist auch
in Kolaniissen, Kakaobohnen, Yerba Mate und Guarana-Beeren enthalten. Koffein wird am haufigs-
ten in Getranken wie Kaffee (71%), Erfrischungsgetranken (16%) und Tee (12%) aufgenommen [47].
In den letzten zwei Jahrzehnten wurden auch Getranke wie Energy Drinks, koffeinhaltige Sportge-
tranke, Safte und Wasser damit angereichert. Darlber hinaus findet sich Koffein auch in Kakao,
Schokolade und auch Medikamenten wie schmerzstillenden Formulierungen, Nahrungsergéanzungs-
mitteln oder Shampoos [48]. Koffein hat im menschlichen Blut eine Halbwertszeit von 3,1-6,7 h [49].
Koffein konnte bereits in vielen Studien als Modellsubstanz sicher angewendet werden und wird
dariber hinaus in den OECD-Leitlinien (Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Ent-

wicklung) fur Hautpenetrationsstudien empfohlen [50].
2.2 Studiendesign

2.2.1 Ethikantrag

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission konnte die Studie gemaf den Richtlinien der Dekla-
ration von Helsinki (2004) und der ICH GCP-Guideline E6 durchgefuhrt werden. Die Studie unterlag
nicht dem Arzneimittelrecht.

Die Freiwilligen wurden gebeten, Probleme sofort zu melden. Alle Probanden wurden tiber den Inhalt
und Ablauf der Studie informiert. Die Teilnahme an der Studie konnte ohne negative Konsequenzen
zu jedem Zeitpunkt abgebrochen werden. Die Probanden haben ihre Zustimmung schriftlich doku-
mentiert (via Aufklarungsbogen mit Unterschrift von Untersucher und Probanden).

2.2.2 Probanden

Es konnten 6 méannliche Probanden in die klinische Studie aufgenommen werden. Folgende Ein-
schlusskriterien mussten erfillt sein: Hautgesunde ménnliche Personen gemafld Anamnese und me-
dizinischer Standarduntersuchung; Alter. 20-60 Jahre; normaler BMI (Body Mal3 Index); Hauttyp II-
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[1I; Haarfollikeldichte auf der Brust von mind. 22/cmz?; eigenhéndig unterzeichnete Einverstandniser-
klarung der Probanden. AulRerdem mussten die Probanden bereit sein, sich vollstandig koffeinfrei
Uber eine Vorbereitungs- und die Testphase zu ernahren. Ein erarbeitetes Merkblatt mit Hinweisen
zu Vorsichtsmaf3nahmen und in welchen Lebensmitteln sich versteckt Koffein befindet wurde aus-
gegeben. So war zum Beispiel auch entkoffeinierter Kaffee, schwarzer, griiner und weil3er Tee, Tee-
produkte aller Art, Schokolade, Energy-Drinks, andere koffeinhaltige Getranke mit Kohlensaure und
auch koffeinhaltige Pflegeprodukte im Rahmen der Studie untersagt. Folgende Ausschlusskriterien
durften nicht vorliegen: Personen mit bekannten Allergien und Pseudoallergien; Frauen; Kinder und

Personen, die nicht eigenverantwortlich Entscheidungen treffen konnten.

2.2.3 Intervention

Vor Beginn der Testphase erfolgte fur jeden Probanden eine klinische Beurteilung des Hautzustan-
des und die Follikeldichte der behaarten Brust wurde mittels Auflage einer Schablone ermittelt. Die
mannliche Brust wurde auch in der Studie von Otberg et al. [6] als Testareal ausgewahlt. Nach
erfolgreicher Eignung und ausfuhrlicher Aufklarung mit schriftlicher Zustimmung zu der Studie muss-
ten die Probanden vor dem ersten Testtag eine einwochige koffeinfreie Diat einhalten. Auch wah-
rend der gesamten Dauer des Experiments musste die strikte, koffeinfreie Diat fortgesetzt werden.
Die Freiwilligen wurden gebeten 20 Minuten vor Versuchsbeginn das Testlabor zu betreten. Die
Testbedingungen wurden bei einer Raumtemperatur von 22°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50%
konstant gehalten. Der Testbereich wurde mittels Schablone markiert und die Haare dort mit einer
Nagelschere vorsichtig auf 2-5 mm gekiirzt. Darauthin wurden die Koffein-Nanokristalle (694nm) mit
2 mg/cm? auf dem 25 cm? groRen Areal mittels Fingerlings aufgetragen und mit leichtem Druck und
kreisformigen Massagebewegungen in die Haut einmassiert. Die Bestimmung des Areals, die Appli-
kation und vor allem auch die Massage wurden immer durch denselben Prufarzt durchgefuhrt. Es
erfolgte direkt vor Applikation des Testproduktes (Zeitpunkt 0) und nach 5, 20 und 60 Minuten sowie
8, 24, 72 und 120 Stunden eine Blutentnahme. Die Applikation der zweiten Koffein-Nanokristalle
erfolgte im Abstand von 4 Wochen zur ersten Testreihe. Es handelte sich um dieselben Probanden,
die nach Abschluss der ersten Testphase und erneuter einwéchiger koffeinfreier Diat mit dem Test-
produkt 2 (204nm) nach gleichem Testprotokoll exponiert wurden. Hierdurch konnte der Einfluss
maoglicher interindividueller EinflussgroRen wie zum Beispiel das Alter der Probanden, Ernahrungs-
gewohnheiten, Komorbiditaten, genetische Variabilitat, Nikotinabusus, Korperfettanteil oder auch die
habituell schnellere Verstoffwechselung durch hohen gewohnheitsméRigen Koffeinkonsum vermin-
dert werden. Aus den Blutproben wurde innerhalb von 24 h nach unten erlautertem Protokoll (Kapitel
2.2.4) das Koffein extrahiert und anschlief3end zur weiteren Analyse versendet.
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2.2.4 Aufarbeitung der Blutproben / saure Extraktion des Koffeins

Die Extraktion des Koffeins erfolgte nach dem bereits etablierten Verfahren [6].

Die 5 ml Blutproben wurden 5 min bei 4000 Upm zentrifugiert (mit der Zentrifuge MR 812/Jouan,
Saint-Herblain, Frankreich). Anschlie3end wurden 500 pl jeder Probe aus der Serumphase extra-
hiert und in ein Reagenzglas gegeben. Um eine Saureextraktion von Koffein durchzufihren [6], wur-
den 100 pl 0,01 mol Chlorwasserstoff (MERCK KGaA Darmstadt, Deutschland, 32% fir Analysen)
und 400 pl Dichlormethan (MERCK KGaA Darmstadt, Deutschland, fur Spektroskopie Uvasol) hin-
zugegeben. Nach einminitigem Mischen (Vortex) erfolgte eine weitere Phasentrennung durch 5 Mi-
nuten Zentrifugation bei 12.800 x g (Biofuge fresco/ Heraeus/Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). Danach setzte sich die Dichlormethanphase, die das extrahierte Koffein enthielt, am Boden
ab. 200 pl dieser Dichlormethanphase wurden entnommen und in ein neues Analysenréhrchen ge-
geben. Diese Proben wurde dann zur weiteren Diagnostik versendet und mittels der Oberflachenio-

nisations-Massenspektrometrie (Si/Ms) analysiert [51,52].

2.2.5 Analyse des extrahierten Koffeins /Atmosphere Pressure Thermodesorption Surface
lonization Spectrometry (APTDSIS)

Die Proben wurden an das Arifov Institute of lon-Plasma and Laser Technologies of the Usbek
Academy of Sciences, Taschkent, Usbekistan, geschickt und mittels Oberflachenionisations-spekt-
rometrie analysiert. Die Oberflachenionisation (SI) ist ein physikalischer Prozess, der die Bildung
von positiven und negativen lonen bei thermischer Desorption von Partikeln von der festen Oberfla-
che misst. Der lonisationsmechanismus ist der isoenergetische Ubergang eines Elektrons von ei-
nem adsorbierten Partikel in einen Festkdrper oder umgekehrt. Daher weist die Oberflachenionisa-
tion eine einzigartige Selektivitat in Bezug auf ein lonisierungspotential des adsorbierten Partikels
auf. Besonders geeignet fur diese Form der Diagnostik sind stickstoffhaltige organische Basen, wie
psychotrope, medizinische oder pharmazeutische Praparate zum Beispiel viele Narkotika oder auch
Koffein. Die Methode wurde mit Koffeinproben kalibriert. Die minimal nachweisbare Menge dieser
Methode ist 1 ng Koffein pro ml [51,52]. Diese Messgenauigkeit ist durch die Verbesserung des
Oberflachenionisationsdetektors (SID) und die Anpassung des Emittermaterials erreicht worden.
Um eine besondere Stabilitat, einzigartige Selektivitdt und Empfindlichkeit zu erreichen und aufrecht-
zuerhalten, wurde der Emitter aus einkristallinem Molybdan (Mo) hergestellt, das mit 2% Iridium (Ir)
dotiert wurde.

Die Technik der Oberflachenionisations-Massenspektrometrie (Si/Ms) wurde in friiheren Studien be-
reits validiert [6].
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2.2.6 Statistik

Die Berechnung deskriptiver statistischer Parameter und die statistische Auswertung erfolgte mit der
Software IBM SPSS® Statistics 25 (IBM, Armonk, New York, USA). Die Mittelwerte und Standardab-
weichungen der Koffeinkonzentrationen zu jedem Zeitpunkt wurden berechnet. Die Koffeinkonzent-
rationen zu jedem Zeitpunkt nach topischer Anwendung der unterschiedlich grof3en Koffein-Nano-
kristalle wurden unter Verwendung des nicht-parametrischen Wilcoxon-Tests fur verwandte Proben
verglichen. Ein p-Wert von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die Generierung
der Grafiken und die Berechnung der AUC erfolgte mit dem Softwareprogramm Origin® 2019 (Ori-
ginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, U.S.A.).

3. Ergebnisse

3.1 Herstellung und Charakterisierung der unterschiedlich groR3en Koffein-Nanokristalle

Die Perlmahlung der groben Koffeinsuspensionen tber 15 Minuten flihrte zu grof3en Koffein-Nano-
kristallen mit einer Gré3e von 694 +/- 20 nm und die Mahlung tber 180 min zu einer Grol3e von 206
+/- 6,5 nm. Die Messungen wurden als 10 Wiederholungsmessungen (n = 10) durchgefiihrt. Die
Polydispersitatsindizes lagen bei < 0,2, dies weist auf eine enge Grol3enverteilung fur beide Formu-
lierungen hin. Die Lichtmikroskopie konnte das Fehlen grof3erer Partikel bestatigen. Die Koffein-
Nanokristalle waren leicht negativ geladen. Die kleinen Nanokristalle besal3en ein Zeta Potential von

etwa —15 mV und die grofieren Nanokristalle besal3en ein Zeta Potential von etwa =18 mV.

3.2 Einfluss der Nanokristallgré3e auf die perkutane Aufnahme von Koffein — In-vivo-Studie
Alle Probanden durchliefen das gesamte Testprotokoll flir beide Testprodukte. Vor der topischen
Applikation der Testprodukte konnte bei keinem der Probanden Koffein im Blut nachgewiesen
werden, sodass die Einhaltung der koffeinfreien Diat bestatigt werden konnte. Es wurden keine
lokalen oder systemischen Nebenwirkungen der Testprodukte wahrend der Studiendauer
festgestellt.

Aufgrund eines analytischen Messfehlers musste ein Proband ausgeschlossen werden. Die Ergeb-

nisse beziehen sich somit auf 5 Teilnehmer.
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Abbildung 6. Konzentration des bioverfiigbaren Koffeins in den ersten 60 Minuten (min) fir 206 nm
und 694 nm Kristalle [modifiziert nach 53].

140 4 —a— 594 nm Koffein-Nanokristalle
206 nm Koffein-Nanokristalle

120 +

= k-
E 100
> |
S / *
5 804/
= /
S
)
S o S ——
g : —
€ 4
=
X 20 o
3
0 —————————]
0 20 40 60 80 100 120
Zeit (h)

Abbildung 7. Konzentration des bioverfigbaren Koffeins tdber 120 Stunden (h) fir 206 nm
und 694 nm Kristalle [modifiziert nach 53].

In Abbildung 6 und 7 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Koffeinserumkonzentrati-
onen in ng/ml dargestellt und geben ein Bild der Koffeinkonzentrationskinetik im Serum der Proban-
den wieder. Es ist deutlich zu erkennen, dass die 206 nm Koffein-Nanokristalle einen schnelleren
und steileren Anstieg der Koffeinkonzentration in den ersten 5 min erreichen und die Konzentration
der kleinen Kristalle mehr als doppelt so hoch ist (p<0.05) als fur die 694 nm Koffein-Nanokristalle.
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Nach 20 min werden die Mittelwerte der gemessenen Koffeinkonzentrationen beider Koffein-Nano-
kristalle sehr ahnlich und nach 45 min ist die Bioverfligbarkeit der 694 nm Koffein-Nanokristallen
kontinuierlich héher als die der 206 nm Koffein-Nanokristallen. Die Messwerte zu den Zeitpunkten
20 min, 60 min, 480 min, 1440 min sind als nicht signifikant berechnet (p > 0,05), lediglich fr die
Zeitpunkte 4320 min (p = 0,08) und 7200 min (p = 0,05) waren die Daten emeut nahe an der statis-
tischen Signifikanz.

Koffein war auch noch nach 5 Tagen bei beiden Testprodukten im Serum nachweisbar. Die Kurven
in Abbildung 7 zeigen nur ein geringes Absinken der Konzentration fiir die grof3en Partikel von Tag
1 bis Tag 5.

Tabelle 1. Flache unter der Kurve (ug*h/ml)

Proband A | Proband B | Proband D | Proband E | Proband F | Mittelwerte
694 nm 7.8 8,7 4.3 48 8,6 6,8+22
206 nm 3,0 4.6 5,0 1,3 5,0 38+16

Die Flache unter der Kurve (AUC) war fur die groReren Koffein-Nanokristalle etwa um 82% hdher
als fur die kleineren Koffein-Nanokristalle. Die Flache betrug fur die gréf3eren Nanokristalle 6,8 + 2,2
pg*h/ml, wéahrend es fur die kleineren Nanokristalle 3,8 £ 1,6 pg*h/ml waren.

Tabelle 2. Maximale Koffeinkonzentration c-max (ng/ml)

Proband A | Proband B | Proband D | Proband E Proband F | Mittelwerte
694 nm 122 137 102 62 83 97 +34
206 nm 41 87 68 35 117 61+35

Die maximale Koffeinkonzentration c-max fiur die 206 nm Koffeinkristalle betrug ca. 61 + 35 ng/ml
und fur die 694nm Kristalle 97 + 34 ng/ml. Somit lag die maximal erreichte Konzentration der gro-

Reren Koffeinkristalle ca. 60% Uber der der kleinen Kristalle.
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4. Diskussion

Das Ziel der Studie war es, die Bioaktivitat von Koffein nach topischer Applikation in unterschiedlich
grofRer nanokristalliner Form (206 nm und 694 nm) zu untersuchen. Es wurde vermutet, dass die
Nanokristallgré3e einen Einfluss auf die Absorptionskinetik von Koffein hat. Da zu erwarten war,
dass nach topischer Applikation nur sehr geringe Mengen an Koffein im Blut nachweisbar waren,
wurde fir die Analyse der Koffeinkonzentration im Blut eine sehr empfindliche Methode, die Ober-
flachenionisations-Massenspektrometrie, gewahlt. Diese Methode wurde am Arifov Institute of
Electronics of the Usbek Academy of Sciences, Taschkent, Ustbekistan, zum Nachweis kleinster
Mengen von Substanzen entwickelt und wurde bereits fiir dhnliche in vivo-Studien zum Nachweis
von Koffein- oder Minoxidil-Konzentrationen im Blut von Probanden verwendet [6,51,52].

Die detektierten Werte entsprachen der Koffeinkonzentration im Serum der Probanden. Die Ergeb-
nisse zeigten einen schnellen und steilen Anstieg der Koffeinserumkonzentration fur die kleineren
Koffein-Nanokristalle bereits in der Anfangsphase nach 5 min. Erst nach 45 min war die Absorption
von Koffein, das aus den 694 nm Koffein-Nanokristallen freigesetzt wurde, kontinuierlich héher als
die von den 206 nm Koffein-Nanokristallen. Die Koffeinserumkonzentrationen der grof3en Partikel
lagen ab Zeitpunkt 45 Minuten kontinuierlich Gber den Werten der kleineren Partikel.

Die Ergebnisse waren fir den Zeitpunkt 5 min (p<0.05) statistisch signifikant, und zum Ende des
Beobachtungsintervalls, zum Zeitpunkt 4320 min (p=0,08) und 7200 min (p=0,05) war ein Trend
erkennbar.

Obwohl eine klare Tendenz zu beobachten war, wurde die statistische Testung (nichtparametrische
Testung fur abhéangige Stichproben, Wilcoxon-Test) sicherlich durch die relativ geringe Probanden-
zahl (5 Probanden, 1 Drop-out) und die relativ hohe interindividuelle Koffeinbioverfigbarkeit er-
schwert. Die Koffeinkonzentrationsunterschiede der einzelnen Probanden zu den verschiedenen
Zeitpunkten spiegelten sich in der hohen Standardabweichung wieder. Diese Unterschiede sind be-
dingt durch viele individuelle Faktoren wie BMI, Nikotinkonsum, gewohnheitsmaRiger Koffeinkon-
sum, Stoffwechsel und sind schwer auszuschlieen [48]. Da dieselben Probanden beide Testpro-
dukte durchliefen, konnte trotz der interindividuellen Unterschiede eine aussagekraftige Tendenz in
der Kurvendynamik beider Produkte abgelesen werden.

Der raschere Anstieg der Koffeinserumkonzentration bereits 5 min nach topischer Applikation war
bei den kleineren 206 nm Nanokristallen mehr als doppelt so hoch (p<0.05) als bei den gréReren
Koffein-Nanokristallen.

Die schnelle Resorption von Koffein bereits 5 min nach topischer Anwendung steht im Einklang mit
der Studie von Otberg und al. [6], die ebenfalls zeigen konnten, dass Koffein bereits 5 min nach
topischer Anwendung von Koffeinlésung systemisch verfugbar ist, wenn die Haarfollikel getffnet
sind und somit zum Penetrationsprozess beitragen. Wurden die Haarfollikel durch selektive Blockie-
rung vom Penetrationsprozess ausgeschlossen, war Koffein erst nach 20 min systemisch verfugbar

[6]. Basierend auf ihren Beobachtungen kann vermutet werden, dass die Haarfollikel in der vorlie-
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genden Studie auch zum Absorptionsprozess des aus den Koffein-Nanokristallen freigesetzten Kof-
feins beigetragen haben. Es ist anzunehmen, dass die grof3ere Oberflache der kleineren Nanokris-
talle, verbunden mit einer héheren Auflosungsgeschwindigkeit, zu einem schnelleren Anstieg des
Koffeins im Serum der Probanden fiihrte. Dieser signifikant rasche Anstieg belegt die Uberlegenheit
der kleineren Kristalle im Hinblick auf die Aufldsungsgeschwindigkeit und bestatigt Hypothese 3.
Interessanterweise wurden in der vorherigen Studie bei Anwendung von Koffein als Losung die
hochste maximale Serumkonzentration von Koffein nach 60 min gefunden. Fir die hier verwendeten
206 nm Koffein-Nanokristalle waren die hochsten Werte bereits nach 20 Minuten nachweisbar, die
694 nm Koffein-Nanokristalle erreichten ihr Maximum erst nach 8 h (Abbildung 8).

Beim Vergleich der maximalen Koffein-Serumpeaks zwischen der Otberg und al. Studie [6] und der
aktuellen Studie wurden interessante Beobachtungen gemacht. Der maximale Serumpeak nach to-
pischer Applikation der Koffeinldsung betrug ca. 12 ng/ml [6], nach Applikation der kleinen Nanokris-
talle konnte ein Serumpeak von ca. 61 + 35 ng/ml und fir die groReren Nanokristalle sogar von 97
* 34 ng/ml bestimmt werden (Abbildung 8). Im Vergleich zur Koffeinlosung konnten die kleine Na-
nokristalle den Serumpeak somit um das 5-fache und die gro3eren Nanokristalle konnten den Peak
sogar um das 8-fache erhéhen. Somit sind die partikuldren Formulierungen (206 nm/ 694 nm) der
Ldsung gegentber deutlich geeigneter mehr Wirkstoff bioverfligbar zu machen. Die erste Hypothese
konnte damit bestatigt werden.

Vergleicht man die Flache unter der Kurve (AUC) war diese wie oben bereits erwahnt fir die groRe-
ren Koffein-Nanokristalle etwa um 82% hoher als fur die kleineren Koffein-Nanokristalle. Die Flache
betrug fur die grof3eren Nanokristalle (6,8 + 2,2) pg*h/ml, wahrend es fir die kleineren Nanokristalle
nur (3,8 = 1,6) pg*h/ml waren. Der Vergleich der Flache unter der Kurve (AUC) mit der AUC der
Koffeinldsung zeigte fur die kleineren Nanokristalle einen 15-fach erhéhten Wert und fur die groRen
Koffein-Nanokristalle eine 27-fache Steigerung (Abbildung 8) [6]. Dies unterstreicht den Vorteil der
nanokristallinen Darreichungsform, die die kumulative Bioverfligbarkeit von Koffein signifikant im
Vergleich zur Applikation als Losung erhoht. Denn bereits nach 24 h konnte in der Studie von Otberg
et al. kein Koffein mehr nachgewiesen werden [6]. Die Hypothese 2 konnte durch die héhere Flache
unter der Kurve (AUC) und die héheren Koffeinserumpeaks bestétigt werde, grofRere Nanokristalle
machen mehr Koffein bioverfugbar.
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Maximaler Koffein- 12 ng/ml 61 + 35 ng/ml 97 + 34 ng/ml
serumpeak (c-max)

Zeitpunkt von c-max 60 min 20 min 8h
Flache unter der Kurve 0,25 pg*h/ml 3,8+ 1,6 ug*h/ml 6,8 + 2,2 ug*h/mi
Loslichkeit 25 mg/mi 24,2 mg/ml 20,2 mg/ml

Abbildung 8: Vergleich der Ergebnisse von Losung, 200 nm und 700 nm Kristallen [6,53]

Betrachtet man die Unterschiede der 3 Formulierungen (Losung, kleine Kristalle, grof3e Kristalle)
muss man 3 Faktoren zur Interpretation bertcksichtigen. 1. die Gesamtmenge an appliziertem Kof-
fein, 2. die Menge an geldstem Koffein und 3. die Gesamtkontaktflache zur lebenden Zelle und zum
Blutkreislauf bzw. zu einem Depot. Alle 3 Formulierungen wurden in einem Propylenglykol und Etha-
nol Mischverhaltnis von 7:3 suspendiert. Bei den nanokristallinen Anwendungen wurde 2% Poly-
acrylséure als Stabilisator hinzugegeben, dieser fuhrt zu einer Gelbildung, einer erhéhten Viskositat
und reduziert die Loslichkeit auf < 14 mg/ml gelostem Koffein. Die nanokristalline Form wiederum
fuhrte zu einer Zunahme der Loslichkeit auf 20,2 mg/ml bei den grof3en Partikeln und auf 24,2 mg/ml
bei den kleinen Partikeln. Die Ldslichkeit konnte somit um 35% bzw. 70% erhoht werden und zeigt
eindrucklich erneut einen klaren Vorteil von partikuldaren Formulierungen [11]. Der geloste Anteil des
Koffeins war bei den kleinen Partikeln mit 24,2 mg/ml daraufhin fast identisch mit dem geldsten
Koffeinanteil in der Koffeinldsung, der 25 mg/ml betrug. Dieser hohe Anteil des frei geldsten Koffeins
zeigt sich in der rascheren Bioverfligbarkeit. Koffein diffundierte in die Zellen bzw. in die Blutbahn
aufgrund der verfigbaren Kontaktflache, des Konzentrationsgradienten und des Diffusionskoeffi-
zienten basierend auf dem im 1. Fick’schen Gesetz (Gleichung 2).
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Gleichung 2: 1. Fick’sches Gesetz, nach dem deutschen Physiologen Adolf Fick (1829-1901)

B dM B D_dc
J=amat™ P ax

J=Mengenfluss (mol/m3s); M=Menge Wirkstoff (mol); A =Flache (m?); t=Zeit (s); D=Diffusions-koef-

fizient (m#/s); dc= Konzentrationsgradient Wirkstoff (mol/m3); dx= Diffusionsweg (m)

Kleinere Partikel I6sen sich aufgrund ihrer héheren kinetischen Ldslichkeit rascher auf, da sie eine
erhohte Auflosungsgeschwindigkeit im Vergleich zu groReren Kristallen besitzen [45,46].

In einer frheren Studie von Pelikh et al. wurde gezeigt [44], dass die Partikelgrof3e von Nanokris-
tallen die passive Diffusion von Hesperetin aus Wirkstoff-Nanokristallen beeinflusst. Eine Steigerung
der passiven Diffusion wurde jedoch erst bei Partikelgréfzen < 200 nm erreicht. Grol3ere Nanokris-
talle zeigten keine ausgepréagten Unterschiede. Zudem zeigte sich, dass der Effekt mit zunehmender
Eindringtiefe in die Haut abnahm und sich bereits nach 10 Klebefilmabrissen, was weniger als der
Halfte der Dicke des Stratum corneum entspricht, wieder aufhob [44]. In der vorliegenden Studie
konnten die kleineren Partikel um die 204 nm bereits deutlich schneller ihr Koffein abgeben als die
Kristalle mit 694 nm. Das dies durch die erhdhte Aufldsungsgeschwindigkeit und durch den héheren
geldsten Anteil von Koffein erfolgte, kann angenommen werden.

Wichtig scheint jedoch auch die Nutzung der Gesamtkontaktflache durch die nanokristallinen For-
mulierungen. Der Konzentrationsgradient ist fir Koffein in Losung und die kleinen Partikel ahnlich
und fiihrt zu einem vergleichbar raschem Wirkstoffnachweis. Da dieser Gradient jedoch nur durch
die Depoteigenschaften der kristallinen Form gewahrt bleibt, erreichen diese einen hoheren Serum-
peak (c-max), und eine hohere Flache unter der Kurve (AUC) im Vergleich zur Koffeinlésung. Die
Hypothese 2, dass die groRen Nano-Koffeinkristalle durch ihre optimalen follikelpenetrierenden Ei-
genschaften zu der hochsten kumulativen Koffeinbioverfligbarkeit fihren, konnte be statigt werden.
Die groRenoptimierten Partikel von ca. 694 nm konnten den follikularen Weg am besten nutzen,
durch ihr tieferes Eindringen und der dadurch vergroRerten Kontaktflache konnten sie aul3erdem
den notwendigen Konzentrationsgradienten lange optimal aufrechterhalten, um mdglichst viel Kof-
fein bioverfiigbar zu machen. Selbst am 5. Tag konnte vor allem am Kurvenverlauf der grof3en
Kristalle kaum ein Absinken der Serumkonzentration beobachtet werden, dies stimmt mit den Er-
kenntnissen von Lademann et al. Uberein, in denen der Haarfollikel als idealer Lagerungsort fur
partikulare Substanzen identifiziert wurde [20]. Ein tiefes Eindringen gelang unter anderem auch
unter Berticksichtigung vorheriger in vitro Beobachtungen zum Verhalten von Partikeln im Haarfolli-
kel, wenn die topische Applikation unter Massage erfolgte [27,53,54,55]. Durch die kreisenden Ap-
plikationsbewegungen konnten sich Partikeln optimal in die Cuticula des Haarschaftes einhaken,

dieser Effekt wurde als Ratschen-Effekt beschrieben [27,55] und kann durch die vorliegenden in vivo
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Daten bestatigt werden, da es den grof3enoptimierten Partikeln mit 694 nm gelang, deutlich mehr
Koffein bioverfigbar zu machen und demzufolge ihr tieferes Eindringen in den Follikel angenommen
werden muss.

Die Methode, den Serumspiegel von Wirkstoffen zu analysieren, um die Wirksamkeit topischer For-
mulierungen zu Uberprifen, ist in vivo ein geeignetes Instrument [6]. Allerdings lasst sich durch die
vorliegende Studie keine Aussage machen zu einer Quantifizierung von Koffein im Follikel bzw. im
perifollikularen Gewebe. Da der Konzentrationsgradient innerhalb des Follikels als notwendige Be-
dingung der Diffusion bei den grof3en Partikeln tber 5 Tage aufrechterhalten wurde, kann man davon
ausgehen, dass der Wirkstoff auch Uber 5 Tage innerhalb des Follikels aktiv war, bzw. im Gewebe
zu finden war, bevor er ins Blutsystem Ubergegangen ist. Der Frage nach der quantitativen Bestim-
mung von Wirkstoffen im Gewebe mittels dermaler Mikrodialyse wurde in der Studie von Klein et al.
erst kirzlich nachgegangen [56]. Da in dieser Studie im Aufbau B die gleichen Koffein-Nanokristalle
der Grolie 204 nm und 694 nm ex vivo am Schweineohr untersucht wurden, sind die Ergebnisse gut
vergleichbar. In ihrem Modellaufbau konnten die grofR3en Partikel die Koffeinkonzentration im Dialy-
sat Uber 46 h um 72% gegenuber der kleineren Partikel erhdhen. In der hier vorliegenden in vivo
Studie konnte eine 82%ige Steigerung der Bioverfugbarkeit tber 120 h beobachtet werden. Der
langere Beobachtungszeitraum kann hierbei eine Rolle gespielt haben, in dem die grof3en Partikel
von ihrem positiven Depotverhalten profitieren konnten. Die ex vivo Studie konnte die Beobachtun-
gen unserer Studie reproduzieren. Die GrolRe der verwendeten Nano-Koffeinkristalle hatten auch
hier einen entscheidenden Einfluss auf die Resorptionskinetik [56].

Zusammenfassend bewirkten die kleineren Nanokristalle der vorliegenden Studie eine direkte Frei-
setzung des Koffeins, wahrend die groReren Nanokristalle fiir eine langanhaltende Freisetzung und
damit kumulativ héhere Absorption verantwortlich waren. Dies ist von besonderer klinischer Bedeu-
tung, wenn es um die Erhéhung der Wirksamkeit von topisch applizierten Substanzen geht.

5. Relevanz fur die klinische Anwendung und weiterfihrende wissenschaftliche
Fragestellungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen maf3geblich dazu bei, die dermato-pharmazeutische
Forschung bezlglich der Penetration von topisch applizierten Substanzen weiterzuentwickeln. Bis-
lang lag fur die meisten Wirkstoffe die Bioverfiigbarkeit unter 1%, was weder besonders effektiv noch
effizient ist [7].

Durch die jungsten Bestrebungen, partikuléare Substanzen fur die Optimierung der dermalen Penet-
ration einzusetzen, konnte ein riesiger Schritt zur besseren Bioverfligbarkeit gemacht werden.

Die hier vorliegende Proof-of-Concept Studie konnte erstmals in vivo zeigen, dass die Bioverfugbar-
keit von topisch appliziertem Koffein als Modellwirkstoff signifikant erhéht werden kann, wenn es in
nanokristalliner Form appliziert wird und dass die Gré3e der Nanokristalle einen weiteren entschei-
denden Einfluss auf die Effektivitat der Absorption hat.
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Die im Rahmen der Studie untersuchten neuartigen Nanocarrier (Nanokristalle) eréffnen auRerdem
ein interessantes Forschungsfeld fiir den transdermalen Transport von mittelmafig bis schlecht 16s-
liche Substanzen wie z.B. fur die BCS Klasse Il und IV Medikamente. In Kasse Il finden sich Medi-
kamente wie Ibuprofen, Diclofenac oder Glibenclamid [12]. Diese zeichnen sich durch eine hohes
Permeationsvermdgen aber eine schlechte Ldslichkeit aus. Ein hohes Permeationsvermégen liegt
vor, wenn der Arzneistoff zu mehr als 90 % resorbiert wird. Dieses gute Resorptionsverhalten kann
am Haarfollikel ausgenutzt werden, da schon im Bereich des Infundibulums ein direkter Zugang zu
Gefalen, lebenden Zellen und auch zu spezifischen Immunzellen erlangt wird.

In der Arbeitsgruppe von Lademann et al., in der auch die vorliegende Arbeit entstanden ist, konnte
kirzlich eindrticklich gezeigt werden, dass der Haarfollikel der einzig realistische Penetrationsweg
far partikulare Substanzen darstellt [20,21,27]. Durch eine mal3geschneiderte Partikelgrof3e kann
die Eindringtiefe in den Haarfollikel beeinflusst werden und es kénnen interessante Zielstrukturen
der Haut, wie zum Beispiel die Talgdriise, direkt angesteuert werden. Dies ist zum Beispiel zur opti-
malen Therapie von Akne oder dem seborrhoischen Ekzem notwendig [57,58].

Tiefere Abschnitte des Haarfollikels waren beispielsweise fur die Therapie der Alopezie und des
Hirsutismus von Interesse. Dariiber hinaus sind die Erkenntnisse auch von pathophysiologischer
Bedeutung, denn durch das Eindringen von Typ-I-Allergenen mit direktem Kontakt zur Immunant-
wort kann sich eine atopische Dermatitis entwickeln oder verschlechtern [59]. So kdnnte versucht
werden, gezielt das Infundibulum zu blockieren, um einer Sensibilisierung zuvorzukommen. Kosme-
tische Produkte, die eine Salbenschicht auf Schleimh&uten oder Haut hinterlassen, nutzen diesen
allgemeinen Abwehrprozess bereits, haben aber keinen anhaltenden Effekt [59,60]. In zielgerichte-
ten dermalen Formulierungen, die beispielsweise die Notwendigkeit sofortiger oder langfristiger
Bioverfligbarkeit von Stoffen bertcksichtigen, sollte die Wahl der PartikelgréR3e in fortfihrender For-
schung unbedingt mit einflieBen. Gegebenenfalls kann auch eine Kombination von verschiedenen
PartikelgroRen sinnvoll sein, wenn sowohl ein schneller Wirkungseintritt als auch eine langfristige
Wirkung notwendig sind.

Auch bereits in der transdermalen Anwendung befindliche Stoffe mit guter Resorptionsfahigkeit, die
derzeit auf dem Markt als Pflaster etabliert sind (z.B. Schmerzpflaster (Fentanyl), Hormonpflaster
(Estradiol), Nikotinpflaster oder Pflaster zur Reisekrankheitsbekdmpfung (Scopolamin) [28,29,30])
konnten fur bestimmte Gruppen vorteilhaft durch Nanocarrier ergéanzt werden, da sich durch den
Haarfollikel ein natlrliches Depot ergabe [20,24,53]. Somit kdnnten nicht seltene Unvertraglichkeits-
reaktionen der Haut auf eine Pflaster-Applikation vermieden werden. Juckreiz und Kontakterytheme
durch Klebstoffe oder andere Hilfsstoffe in den Pflastern sind die haufigsten beschriebenen Neben-
wirkungen [29].

Der direkte Zugang zu immunkompetenten Zellen durch geeignete Partikel ist bereits von grol3em
Interesse [38]. So ware eine Impfung mittels Nanocarrier moglich [38]. Auch eine spezifische De-
sensibilisierung misste moglicherweise nicht mehr mittels subkutaner Injektion stattfinden und ware
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damit wahrscheinlich auch nebenwirkungsarmer als die etablierte Alternative der sublingualen Hy-
posensibilisierung, die haufig mit oralen Symptomen einhergeht.

Am Ende ware die Erhéhung der Bioverflugbarkeit von Wirkstoffen ressourcensparend, die Wirksam-
keit der Wirkstoffe wéare erhéht und mdgliche systemische Nebenwirkungen kénnten reduziert oder
verhindert werden. Dies wirde wiederum mit Sicherheit zu einer besseren Compliance der Patienten
und somit erneut zu einem sparsameren Umgang mit Ressourcen fiihren.

Die Ubertragung der Ergebnisse auf andere, in der Dermatologie relevante Wirkstoffe ist bereits in

Planung.
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