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1 Einleitung
1.1 Aufbau der Haut

Die Haut kann von auBlen nach innen in drei Gewebsschichten unterteilt werden: die
Epidermis, die Dermis oder Corium und die Subcutis. Epidermis und Dermis bilden
zusammen die Cutis, d.h. die Haut im eigentlichen Sinne. Des Weiteren zdhlen zur Haut auch
die Hautanhangsgebilde wie Haare, Négel und verschiedene Driisen.

Bei der Epidermis handelt es sich um verhornendes Plattenepithel, das sich aus fiinf
differenzierten Zellschichten zusammensetzt. Die Regeneration erfolgt dabei in den beiden
untersten Zelllagen. Mit der Zellneubildung gelangen die Zellen zur Hautoberflidche, wobei es
im Verlauf zur vollstdndigen Keratinisierung der Zellen kommt. Die oberste Hornschicht wird
in einem stindigen Prozess der Abschuppung abgeschilfert. Unter physiologischen
Bedingungen nimmt die Erneuerung der Oberhaut von der Zellteilung bis zum Losen der
verhornten Zellen ungefidhr 30 Tage in Anspruch. Die Epidermis ist gefdllos und wird durch
Diffusion von Néhrstoffen aus dem Kapillarbett der Dermis versorgt. Der dominierende
Zelltyp der Epidermis sind die Keratinozyten, die ihren Namen aufgrund der Fahigkeit zur
Keratinsynthese erhalten haben. Keratine sind unlosliche Strukturproteine mit hoher
Temperatur- und pH-Resistenz, die nur schwer enzymatischem Abbau zuginglich sind. Es
gibt zwei unterschiedliche Strukturen, ndmlich die harten a- und die weichen B-Keratine. o-
Keratine bilden Haare und Négel, B-Keratine sind Hauptbestandteil der verhornten Zellen der
duBeren Epidermisschichten, werden aber auch als Verbindungssubstanz im extrazelluldren
Raum vorgefunden. Weitere wichtige Funktionseinheiten der Epidermis sind die Langerhans-
Zellen, die fiir die Immunreaktion der Haut von Bedeutung sind, die sensorischen
Merkelzellen sowie die Melanozyten.

Das Stratum basale bildet die innerste Schicht der Epidermis. Sie besteht aus zylindrischen
Keratinozyten, Stammzellen gewéhrleisten die fortlaufende Regeneration der Epidermis. Das
Stratum basale verlduft entlang der Papillen der Dermis. Zwischen der Basalschicht und der
Dermis liegt die gefdallose Basalmembran. Sie trennt beide Hautschichten voneinander, dient
aber zugleich der Verankerung der Basalzellen und steuert in einem gewissen Umfang den
Transport von Proteinen.

Das Stratum spinosum enthdlt bis zu sechs Lagen unregelmifig gestalteter Zellen, die

Keratine synthetisieren und noch eine geringe mitotische Aktivitit aufweisen. Diese Zellen
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sind durch Desmosomen miteinander verbunden, die den Zellen nach Dehydrierung ihr
»stacheliges Aussehen‘ verleihen.

Im anschliefenden Stratum granulosum beginnt die Verhornung. Es umfasst je nach Dicke
der Verhornung eine bis drei Lagen flacher Zellen, die grobe Koérnchen aus Keratohyalin,
einer Vorstufe des Keratins, aufweisen.

Die Zellen des Stratum lucidum sind kernlos und zeichnen sich durch hohe enzymatische
Aktivitét aus. Es wird die Keratinisierung fortgesetzt, Keratohyalingranula werden zu Eleidin,
einem azidophilen Lipoprotein, das die Epidermis vor der Einwirkung wéssriger Losungen
schiitzt, abgebaut.

Das Stratum corneum besteht aus kernlosen, keratinisierten Zellen, die als Korneozyten
bezeichnet werden. Sie liegen dachziegelartig iibereinander und sind durch Keratohyalin
sowie durch Tonofibrillen fest miteinander verbunden. Das Stratum corneum umfasst etwa
15 - 20 Zelllagen, wobei die oberste Schicht als Hautschuppen verloren geht.

An die Basalmembran schlieft sich innen die Dermis an. Es ist ein gefaB3- und nervenreiches
Bindegewebe, das histologisch in zwei Schichten unterteilt wird: das dullere Stratum papillare
und das innere Stratum reticulare. Der Unterschied der beiden Schichten besteht in der Dichte
und Anordnung der Bindegewebsfasern.

Das Stratum papillare ist durch vorgestiilpte Bindegewebszapfen, die Papillen, fest mit der
Epidermis verbunden. Im Bereich der Papillen befinden sich Kapillarschlingen, welche die
Versorgung der gefdBlosen Epidermis sicherstellen, sowie freie Nervenendigungen und
initiale Lymphgefae enthalten. Das Bindegewebe selbst besteht aus Fibrozyten (Ruheform
der Fibroblasten) und ist mit elastischen Kollagenfasern durchzogen. Der Faserzwischenraum
ist mit extrazelluldrer Matrix gefiillt, in der sich mobile Blut- und Gewebezellen bewegen
konnen.

Hingegen besteht das Stratum reticulare aus miteinander verflochtenen, kréftigen
Faserbiindeln, zwischen denen elastische Fasernetze eingelagert sind. Diese Struktur gibt der
Haut ihre FElastizitit, so dass sie sich Bewegungen und Volumenschwankungen des
Organismus anpassen kann.

Der charakteristische Zelltyp der Dermis ist der Fibrozyt, der in seiner aktiven Form als
Fibroblast eine Reihe von Substanzen zum Aufbau neuen Gewebes bereitstellt. Fibroblasten
synthetisieren und sezernieren Vorstufen von Kollagen, Elastin und Proteoglykanen, die
auBlerhalb der Zelle zu Kollagen- und Elastinfasern ausreifen und in amorpher Form die

gelartige extrazelluldre Matrix bilden.
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Die Bindegewebsfasern der Dermis bestehen aus dem Strukturprotein Kollagen, das ungefahr
60 — 80 % des Trockengewichts des Gewebes ausmacht. Von den vier unterschiedlichen
Kollagen-Typen, die im menschlichen Korper vorkommen, befindet sich in der Dermis
vorwiegend der faserbildende Kollagen - Typ I. Bei dem Aufbau von Kollagenfasern werden
intrazellulair die charakteristischen =~ Aminosduren des Kollagens, Glyzin und
Prolin/Hydroxyprolin sowie ein weiteres Drittel anderer Aminoséduren, zu einer Dreifach-
Helix als Prokollagen verbunden und nach auBlen in den extrazelluliren Raum abgegeben.
Dort erfolgen weitere enzymatische Modifikationen, wodurch das noch ldsliche Prokollagen
in unlosliche Kollagenfibrillen iiberfiihrt wird, die schlieBlich zu Kollagenfasern
zusammengesetzt werden. Elastin, eine spiralige Polypeptidkette mit hochelastischen
Eigenschaften ermdglicht die reversible Dehnung der Haut.

Dariiber hinaus befinden sich in der Dermis Mastzellen, deren Granula Heparin und Histamin
enthalten, Makrophagen, die aus Monozyten des Blutes hervorgehen, sowie Lymphozyten.
Die Zellen des Gewebes kommunizieren mit den von ihnen sezernierten Stoffen zu einem
komplexen dreidimensionalen Netzwerk, das als extrazelluldire Matrix bezeichnet wird. Eine
solche Matrix ist in allen Geweben vorzufinden, Struktur und Zusammensetzung weisen

gewebsspezifische Unterschiede auf.

1.2 Glucocorticoide zur Therapie des atopischen Ekzems und des

Bronchialasthmas

Trotz der kiirzlichen Einfiihrung von Tacrolimus und Pimecrolimus in die Therapie der
atopischen Dermatitis, sind Glucocorticoide (GC) nach wie vor Mittel der Wahl bei dieser
und auch anderen entziindlichen Hauterkrankungen (Artik and Ruzicka, 2003; Charman and
Williams, 2003). Dariiber hinaus sind GC wesentliche Arzneistoffe bei der Therapie des
Bronchialasthmas (Leone et al., 2003).

GC zeichnen sich in der Therapie des atopischen Ekzems durch ihren antiinflammatorischen
Effekt aus. Die Proliferationshemmung ist die Hauptursache fiir die unerwiinschten
Wirkungen der GC und die Schidigung des Bindegewebes. Neben der stirkeren Wirkung der
Glucocorticoidtherapie ist die Therapieerfahrung iiber flinf Jahrzehnte gegeniiber den

Calcineurin-Inhibitoren von Vorteil (Niedner, 2003).
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1.2.1 Wirkweise der Glucocorticoide

Dennoch wurde erst in letzter Zeit der Wirkmechanismus dieser Pharmaka aufgeklért.
Unterschiedliche Glucocorticoidrezeptor (GR) Subtypen und Signalwege sind nun bekannt
(Bamberger et al., 1995; Barnes and Adcock, 2003; Oakley et al., 1996). Bei hoheren
Arzneistoffkonzentrationen werden auch nicht rezeptorvermittelte bzw. nicht-genomische
Effekte bedeutsam (Buttgereit, 2000; Falkenstein et al., 2000). Die Signalwege regeln die
Aktivierung und Repression sogenannter Zielgene (De Bosscher et al., 2003), wobei
erhebliche Unterschiede zwischen den Zielzellen bestehen. Durch Bindung an bestimmte
Nukleotidsequenzen in DNA-Promotor-Regionen, die Glucocorticoid-responsiven Elemente
(GRE), konnen GC die Expression von Zielgenen fordern (,,Transaktivierung®) bzw. durch
Bindung an negative GRE (nGRE) hemmen. Meist beruht aber eine Hemmung der
Genexpression auf der Blockade anderer Transkriptionsfaktoren, wie z.B. des
Aktivatorproteins-1 (AP-1) und des Nuklearen Faktors kB (NFkB, ,,Transrepression‘) oder
auf der Interferenz mit Histon-Acetyltransferasen bzw. - deacetylasen und Kofaktoren (De

Bosscher et al., 2003).

1.2.2 Glucocorticoidtherapie des atopischen Ekzems und des Bronchialasthmas

Zur Behandlung von entziindlichen Hauterkrankungen dienen seit einigen Jahren
insbesondere nicht-halogenierte GC-Doppelester wie z.B. Prednicarbat (PC), die sich durch
eine starke antiinflammatorische und immunsuppressive Aktivitit bei einer schwachen
Atrophogenitdt auszeichnen (Schifer-Korting et al.,, 1993). Die Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen und Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) hat eine Leitlinie zur
topischen Dermatotheraphie mit GC erarbeitet. In dieser Leitlinie werden die GC in zwei
Klassen eingeteilt. Klasse-I enthdlt GC mit ausgeglichenem Verhiltnis von erwiinschten zu
unerwiinschten Wirkungen, bei GC der Klasse-II iiberwiegen die erwiinschten gegeniiber den
unerwiinschten Wirkungen deutlich. PC und andere Klasse-II GC hemmen die Bildung
proinflammatorischer Zytokine, insbesondere von Interleukin-lo (IL-1a) in Keratinozyten
der Epidermis (Lange et al., 1997). Dies ist von groBer Bedeutung, da Keratinozyten die
wichtigste Quelle von Entziindungsmediatoren innerhalb der Haut sind (Groves et al., 1995;
Kupper and Groves, 1995; Murphy et al., 2000). Des Weiteren reduzieren GC die Zahl der T-
Lymphozyten im Gewebe durch antiproliferative und proapoptotische Effekte, die wiederum

auf die Hemmung der IL-Synthese durch Steroide zuriickgefiihrt werden konnen (Almawi et
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al., 2002; Amsterdam and Sasson, 2002). Auch die verlingerte Uberlebenszeit der
eosinophilen Granulozyten beim Atopiker wird durch die Apoptose induzierende Wirkung der
GC reguliert (Barnes, 1998). Zusétzlich unterstiitzen die vasokontrahierenden und
gefiBabdichtenden Effekte den schnellen Riickgang der Rtung, Blidschen- und Odembildung.
Die tiberschieBende Verhornung, Schuppen- und Krustenbildung der Epidermis nimmt ab. So
konnen verschiedene Symptome der atopischen Dermatitis schnell und effektiv durch eine
lokale GC Therapie gebessert werden (Niedner, 1991).

Eingeschriankt wird die topische Therapie mit GC durch die Atrophie der Haut durch
Inhibierung der Kollagensynthese von Fibroblasten (Koivukangas et al., 1995; Lehmann et
al., 1983; Oikarinen and Autio, 1991; Russell et al., 1995), wodurch es zu einer Abnahme der
elastischen Fasern und der Kollagenfasern kommt (Oikarinen et al., 1992; Siddiqui et al.,
1992). Die initial reversible Hautverdiinnung des perivaskuldren Bindegewebes geht bei einer
Fortsetzung der Steroidapplikation in eine irreversible Degeneration elastischer Fasern mit der
Bildung von Striae (Hautdehnungsstreifen) und ebenfalls irreversiblen Teleangiektasien
(Erweiterung oberflachlicher Hautgefédf3e) iiber (Heng et al., 1990). Dariiber hinaus hemmen
GC die Chemotaxis von Fibroblasten (Hatz, 1998; Hein et al., 1994), so dass
Wundheilungsstorungen induziert werden (Cutroneo, 2002). Diese Effekte sind bei Klasse-II
GC wenig ausgeprigt (Lange et al., 1997). Als weitere lokale, unerwiinschte Wirkung muss
eine mogliche Allergisierung durch die GC selbst beachtet werden (Niedner, 1991).
Systemische Nebenwirkungen treten vor allem bei lingerer Anwendung von hochpotenten
fluorierten GC unter Okklusion oder auf Hautarealen diinnerer Hornschicht, wie zum Beispiel
im Gesicht, auf. Zu beachten ist insbesondere die Gefahr einer Nebennierenrindenatrophie
und von Wachstumsstérungen bei Kindern (Hatz, 1998). Die systemischen Nebenwirkungen
konnen jedoch durch Einsatz eines GC von addquater Wirkstirke vermieden werden und sind
in der Regel reversibel (Niedner, 1991).

Neue Trends zeigen Moglichkeiten auf, GC beim schweren atopischen Ekzem auch zur

Rezidivprophylaxe einzusetzen (Van Der Meer et al., 1999; Veien et al., 1999).

1.2.3 Strukturoptimierung von Glucocorticoiden

Durch Verdnderungen am Steroidmolekiill konnen gezielt pharmakodynamische und
pharmakokinetische Eigenschaften betont, reduziert und im Idealfall auch eliminiert werden.
Die Entwicklung von GC zur topischen Therapie gliedert sich in verschiedene Stufen. Zur

ersten Generation gehdren Substanzen wie Hydrocortison und Prednisolon (PD) (4bb. 1), die
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nur Uber eine geringe Wirkstirke verfiigen. Die zur zweiten Generation gehdrenden Stoffe
Dexamethason (DEX) und Betamethason-17-valerat (BMV) zeichnen sich durch eine
Fluorierung an der Position C-9 aus, die zu einer stirkeren Rezeptoraffinitét fithrt. Die dritte
Generation wurde zusdtzlich an Position C-21 halogeniert, wie dies z.B. bei
Clobetasolpropionat (CLP) und Mometasonfuorat (MOF) der Fall ist (4bb. I). Mit der
deutlich erhohten Potenz nehmen neben dem therapeutischen Effekt jedoch meist auch die
unerwiinschten Wirkungen zu.

Die fiir die topische Therapie vorteilhafte Erhohung der Lipidloslichkeit wurde durch eine
Alkylierung an Position C-17 und C-21 nichthalogenierter GC erreicht, wobei gleichzeitig
die Halbwertszeit sinkt. Die Abspaltung der Estergruppe an C-17 fiihrt zu weniger wirksamen
oder unwirksamen GC. Dieser Effekt wird beispielsweise bei PC in der topischen Therapie
von Hauterkrankungen und bei Budesonid (BD) in der Asthmatherapie ausgenutzt.

Die Vertreter dieser Gruppe zeichnen sich in der topischen Therapie durch eine verbesserte
Nutzen-Risiko-Relation aus. Insbesondere ist der PD-Doppelester PC hervorzuheben
(Schifer-Korting et al., 1996), das in klinischen Versuchen eine starke antientziindliche, bei

gleichzeitig nur schwach ausgeprigter antiproliferativer, Wirkung zeigt.
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Abb. 1:  Strukturformeln verschiedener Glucocorticoide

1.2.4 Nutzen-Risiko-Relation

Wesentlich ist die Differenzierung von antiinflammatorischer und antiproliferativer Wirkung,
da die Atrophie der Haut die gefiirchtetste unerwiinschte Wirkung in der topischen
Glucocorticoidtherapie von entziindlichen Hauterkrankungen darstellt und bei Patienten zu
Noncompliance, sogar bis zur vollstindigen Ablehnung der Therapie, fithrt (Charman and
Williams, 2003).

Die Entwicklung von halogenierten GC-Derivaten fiihrte zu hochpotenten Wirkstoffen mit
stark gesteigerter Rezeptoraffinitit (Hammer et al., 2003). Allerdings stieg in gleichem Malle
wie die Wirkstérke auch das Nebenwirkungspotential (Brazzini and Pimpinelli, 2002).
Nichthalogenierte GC-17,21-Doppelester durchdringen aufgrund ihrer Lipophilie das Stratum
corneum gut, Hydrolyse des Esters in Position C-21 kann die Substanz zusétzlich aktivieren.
Anschliefend entstehen durch Acylmigration der Séure von Position C-17 nach C-21 und der
darauf folgenden Spaltung des C-21 Esters weniger stark wirksame GC. Bei Keratinozyten

und Fibroblasten wurden Unterschiede in der Hydrolyserate gefunden (Gysler et al., 1999;
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Gysler et al., 1997). Zu diesen auch als GC der Klasse-II bezeichneten Arzneistoffen gehoren
Methylprednisolonaceponat (Methylprednisolon-17-propionat-21-acetat), PC (Prednisolon-
17-ethylcarbonat-21propionat, Prednicarbat) und Hydrocortisonaceponat, die in klinischen
Studien bei guter antiinflammatorischer Wirksamkeit sowohl ein signifikant niedrigeres
Atrophierisiko als auch keine systemischen Nebenwirkungen zeigten (Brazzini and
Pimpinelli, 2002; Hanifin, 1994; Korting et al., 2002; Prakash and Benfield, 1998; Schafer-
Korting et al., 1996). Auch in vitro Versuche konnten eine starke Hemmung der
Interleukinfreisetzung bei Keratinozyten zeigen, wéhrend die Interleukinsynthese und die
Proliferation von Fibroblasten deutlich weniger beeintrachtigt wurden (Lange et al., 1997;
Lange et al., 2000). Die Ursachen fiir die pharmakodynamischen Unterschiede und die
Keratinozyten-Selektivitét sind noch ungeklart.

Die entsprechenden Signalwege gezielt durch noch selektiver wirksame Substanzen
anzusprechen, erscheint als eine attraktive Moglichkeit zur Verbesserung der Nutzen-Risiko-
Relation bei der Behandlung von Ekzemen (Schackert, 2000) und Bronchialasthma (Barnes
and Adcock, 2003; Croxtall et al., 2003; Croxtall et al., 2002; Kurucz et al., 2003). Selektive
Glucocorticoidrezeptoragonisten (SEGRAs) sollen den Glucosestoffwechsel weniger
beeinflussen, als dies die konventionellen GC tun (Belvisi et al., 2001; De Bosscher et al.,
2003; Vayssiere et al., 1997). Dies konnte einen Vorteil fiir die systemische Therapie und die
Lokaltherapie bei Bronchialasthma, nicht aber fiir die topische Anwendung bei Ekzemen
bedeuten. Allerdings haben SEGRAs — anders als in der Zellkultur — im Tierversuch nicht

iberzeugt.

1.3 Nanopartikuliire Trigersysteme zur topischen Anwendung

Durch die duBerst vielféltigen Angriffspunkte von GC und die Konvergenz von Signalwegen
wiirde eine Strukturoptimierung nur einen graduellen Fortschritt in der Nutzen-Risiko-
Relation bewirken. Da zunehmend eine Langzeitanwendung topischer GC nicht nur bei
Bronchialasthma, sondern auch bei schweren Formen des atopischen Ekzems empfohlen wird
(Vermeer et al., 2003), ist eine gute Vertrdglichkeit essentiell. Daher ist ein zweiter Ansatz
zur Verbesserung der Nutzen-Risiko-Relation von Interesse, der auf einem Drug Targeting
zur Zielzelle mittels partikuldrer Trigersysteme beruht (Santos Maia et al., 2002). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass nach einer Behandlung mit CLP-beladenen Solid Lipid

Nanoparticles (SLN) Entziindung und Juckreiz bei Patienten mit chronischem Ekzem
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gebessert wurden. Bei dieser Untersuchung war die partikuldre Préparation der Referenz
signifikant iiberlegen (Kalariya et al., 2005). Auch bei der Verwendung von Liposomen kann
das atrophogene Potential von Triamcinolonacetonid stark verringert werden, da die
Dosierung um das Zehnfache gesenkt werden kann (Fesq et al., 2003).

Aus diesem Grund spielten in den letzten Jahren zunehmend die Entwicklung und
Charakterisierung mikro- und nanopartikuldrer Arzneistofftragersysteme eine Rolle in der
galenischen Forschung. Diese Tragersysteme bieten Vorteile bei der topischen Therapie, da
sie eine erhohte Arzneistoffpenetration in die Haut ermoglichen. Ist der Arzneistoff in der
Partikelmatrix inkorporiert, kann eine kontrollierte Freisetzung des Arzneistoffs mdglich
werden. Neben der Erhohung der Arzneistoffpenetration ist die gezielte Anreicherung des
Arzneistoffs in bestimmten Hautschichten, das sogenannte Drug Targeting, von besonderem
Interesse. Mit Hilfe dieses Targetings sollen die GC in den obersten Hautschichten
konzentriert werden, um so die Gefahr unerwiinschter systemischer Wirkungen zu verringern.
Als nanopartikuldre Trégersysteme fanden in unserem Arbeitskreis bisher die sogenannten
SLN und Nanostructured Lipid Carriers (NLC) Verwendung, die im Folgenden vorgestellt

werden.

1.3.1 Solid Lipid Nanoparticles (SLN)

SLN stellen ein alternatives Tragersystem zu Polymer- und Albuminpartikeln, Liposomen und
Emulsionen dar. Die Partikelgrof3e bewegt sich im Bereich von ca. 50 — 1000 nm. Die Matrix
dieses Tragersystems besteht aus festem Lipid, vorzugsweise aus physiologischen Lipiden,
weshalb SLN eine sehr gute in vivo Vertrdglichkeit besitzen. Zur physikalischen
Stabilisierung dieser hochdispersen und daher energiereichen Systeme miissen Tenside
zugesetzt werden. SLN zeichnen sich aufgrund der eingesetzten Lipide und Tenside durch
eine gute Hautvertrdglichkeit aus. Von Vorteil ist weiterhin, dass sie im Vergleich mit
anderen nanopartikuldren Trégersystemen sowohl ohne organische Losungsmittel als auch
problemlos im ,large scale® Verfahren hergestellt werden koénnen (Mehnert and Maéder,
2001).

Die Herstellung erfolgt durch Hei3- oder fiir die Einarbeitung thermolabiler oder hydrophiler
Wirkstoffe durch Kalthomogenisation. Bei der HeiBhomogenisation wird das als Matrix
verwendete Lipid geschmolzen und der Arzneistoff darin gelost bzw. dispergiert. Die erhitzte
Lipidphase wird in einer auf gleicher Temperatur befindlichen wéssrigen Tensidlosung mit

einem Rihrer dispergiert. In Abhéngigkeit vom Schmelzpunkt des Lipids liegt die
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Temperatur dabei etwa zwischen 40 - 90 °C. Die so erhaltene Prdemulsion wird im Anschluss
in einem Kolben-Spalt-Homogenisator bei Driicken zwischen 200 — 1500 bar im heiflen
Zustand homogenisiert. Es entsteht eine Emulsion, deren Lipidphase beim Erkalten
rekristallisiert.

Bei der Kalthomogenisation wird der Arzneistoff in das geschmolzene Lipid eingearbeitet,
anschlieBend die Arzneistoff-Lipidmischung abgekiihlt und nach der Rekristallisation
gemahlen. Die erhaltenen Lipidmikropartikel (ca. 50 — 100 um) werden dann in einer kalten
Tensidlosung dispergiert und diese Suspension anschliefend hochdruckhomogenisiert. Die
bei der Hochdruckhomogenisation auftretenden Kavitations- und Scherkrifte sind
ausreichend groB, um die Lipidmikropartikel in Lipidnanopartikel zu tiiberfiihren. Die
Kalthomogenisation bietet insbesondere fiir hydrophile Arzneistoffe Vorteile, da diese sich
bei der HeiBhomogenisation von der fliissigen Lipidphase in die Wasserphase umverteilen
wiirden.

Ein wesentliches Problem bei SLN ist eine mdgliche Verdnderung der Kristallstruktur nach
der Herstellung. Dies kann zur physikalischen Destabilisierung des Systems flihren, die sich
als Aggregation und Gelbildung manifestiert. Diese Instabilitit ist von der Zusammensetzung
des Lipids sowie den Lagerungsbedingungen abhingig. Ferner kann es durch
Modifikationsumwandlungen zu einer Umverteilung des Wirkstoffs aus dem Kristallgitter an
die Partikeloberflaiche kommen, was zu einer schnellen Wirkstoftfreisetzung fiihrt (Jenning,

1999).

1.3.2 Nanostructured Lipid Carriers (NLC)

Eine Weiterentwicklung der SLN stellen die Nanostructured Lipid Carriers (NLC) dar, die
eine hohere Arzneistoffbeladung als SLN erlauben. Die schlechtere Beladungskapazitit der
SLN liegt darin begriindet, dass bei der Kristallisation der festen Lipidmatrix der Arzneistoff
Storstellen im Kristallgitter verursacht. Diese Storstellen werden zeitabhingig durch
Auslagerung des Arzneistoffs ausgeglichen und konnen so zur Instabilitit der SLN-
Zubereitung fiihren.

Zur Herstellung dieser Trager werden Mischungen von bei Raumtemperatur festen und
flissigen Lipiden eingesetzt (Miiller et al., 2002), wodurch der in SLN vorliegende
Ordnungsgrad der Lipidkristallstruktur teilweise oder vollstindig aufgehoben wird. Eine
Erhohung der Beladungskapazitit und eine langfristig stabile Inkorporation von Wirkstoffen

sollen dadurch moglich werden.
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Bisher wurden drei mogliche Modelle der Kristallstruktur von NLC beschrieben (4bb. 2), die
durch unterschiedliche Herstellungsverfahren oder Zusammensetzung der Lipide entstehen

konnen (Miiller et al., 2002).

NLCI NLC II NLC III

Abb. 3: NLC Strukturen NLC 1. , Imperfect crystal type‘ sind NLC, die eine relativ hohe
Kristallinitit aufweisen und den Wirkstoff in durch das fliissige Lipid erzeugten
Fehlstellen des Kristallgitters einschliefsen kénnen. NLC 11: Amorphe NLC zeichnen
sich durch Fehlen des Kristallgitters aus, wodurch die Arzneistoffverdringung
verhindert wird. NLC 11: Multiple NLC sind Trdger, bei denen das fliissige Lipid
in der festen Matrix in Form von Trépfchen verteilt ist, in denen der Wirkstoff geldst

vorliegt.

Die Typ III-Struktur wurde fiir Retinol beschrieben (Jenning et al., 2000), andere Arbeiten
weisen aber auf eine Lokalisation der Olphase in den Randbereichen der Partikel (Radtke,
2002) oder Anlagerung der Oltropfen auf der Partikeloberfliche hin (Jores et al., 2005;
Zimmermann and Miiller, 2001). Befindet sich das fliissige Lipid nicht im Inneren der festen
Lipidmatrix, ist eine Beeinflussung der Kristallstruktur durch das fliissige Lipid
unwahrscheinlich. Die unterschiedlichen Moglichkeiten der Verteilung des fliissigen Lipids in

NLC Zubereitungen werden u.a. in Kapitel 1.3.4 beschrieben.

1.3.3 Targetingeffekte durch Nanopartikulire Trigersysteme

SLN wurden beziiglich einer Anreicherung des Wirkstoffs am Wirkort, dem sogenannten
Targeting, intensiv untersucht. In vergleichenden Untersuchungen zwischen PC-SLN und der
handelsiiblichen Creme an rekonstruierter Epidermis wurden nach sechsstiindiger Einwirkzeit

fir SLN eine dreifach hohere  Glucocorticoidkonzentration  (inklusive  der
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Prednicarbatmetabolite) im Akzeptormedium gefunden (Maia et al., 2000). Versuche an
exzidierter Humanhaut ergaben zudem eine im Vergleich zur Creme starke Anreicherung des
Wirkstoffs durch SLN vor allem in den obersten Hautschichten (0 - 100 um) (Santos Maia et
al., 2002). Ein Epidermis-Targeting-Effekt wurde auch bei Applikation von Retinol-SLN an
Schweinehaut (Jenning et al., 2000) und Cyproteronacetat an Humanhaut (Stecova et al.,
2007) beobachtet. BMV beladene SLN zeigten dagegen keinen Targetingeffekt.
Untersuchungen mittels der Parelektrischen Spektroskopie (PS) ergaben fiir BMV-SLN nur
eine schwache Wirkstoff-Assoziation an die Trageroberfliche, das System war bereits bei
niedrigeren als in den Penetrationsversuchen verwendeten Konzentration geséttigt
(Sivaramakrishnan et al., 2004). Auch Nilrot-beladene SLN bewirkten eine verstirkte
Aufnahme in die Haut, jedoch kein Epidermis-Targeting. Durch die PS konnte gezeigt
werden, dass der Farbstoff fast vollstindig inkorporiert in der Lipidmatrix vorliegt
(Lombardi-Borgia et al., 2005). Daher konnte der Targetingeffekt von der Art der Assoziation
des Wirkstoffs an dem Trégersystem abhingig sein.

Beziiglich der Beeinflussung der kutanen Penetration bzw. Permeation von Wirkstoffen durch
NLC Zubereitungen gibt es bisher nur wenige Untersuchungen. Retinol-NLC zeigten eine
erhohte Penetration des Wirkstoffes gegeniiber einer Nanoemulsion (Jenning et al., 2000).
NLC waren hinsichtlich der Hautpenetration von Nilrot und Cyproteronacetat den SLN
unterlegen (Lombardi-Borgia et al., 2005; Stecova et al., 2007), noch schlechter schnitten NE
ab. Durch die Einarbeitung von Ciclosporin A —NLC und —SLN in eine Creme konnten
langzeitstabile Formulierungen hergestellt werden, die aber betrdchtlich unterschiedliche

Freisetzungsprofile aufwiesen (Miiller et al., 2002; Muller et al., 2002).

1.3.4 Modellvorstellungen fiir Nanopartikulire Trigersysteme

Fiir NE, SLN und NLC konnen die im Folgenden beschriebenen Strukturen angenommen
werden (4bb. 4). Bei der NE handelt es sich um fliissige Fetttropfchen die in einer wissrigen
Phase dispergiert vorliegen. Zur Stabilisierung dieses hochdispersen Systems wird ein Tensid
zugesetzt, das die Oberfliche der Fetttropfchen umgibt. Je nach Art und Konzentration des
verwendeten Tensids konnen zusitzlich Mizellen gebildet werden. Die Modellvorstellung fiir
SLN ist analog zu der fiir die NE, der Unterschied besteht jedoch in der Verwendung eines
festen Lipids. Ob das Tensid, wie in 4bb. 4 gezeigt, nahezu vollstindig in die kristallisierte

Lipidmatrix eingeschlossen ist oder ob bei dem Kristallisationsprozess Teile der
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Tensidmolekiile aus der Kristallstruktur herausragen, ist noch ungeklért. Auslagerung konnte

die Mizellbildung fordern.

Die Partikelform von SLN als auch von NLC wird in der Literatur sowohl als kugel- (Miiller

et al., 2000) als auch als pléattchenformig (Braem et al., 2007; Jores et al., 2004) beschrieben.

Die entstehende Partikelform ist vermutlich von dem verwendeten Lipid sowie den

Herstellungsbedingungen abhéngig.

Von besonderem Interesse sind bei den genannten Tragersystemen die Lokalisation des

Arzneistoffs bzw. dessen Interaktion mit dem Tréger und die sich daraus ergebenden Effekte

beziiglich des Targetings. Auch die Partikelform konnte einen bedeutenden Einfluss auf den

Targetingeftekt haben.

NE

NLC

%

SLN

. Arzneistoff
~~o Tensid
mm fliissiges Lipid
festes Lipid

NLC .

Abb. 4: Modellvorstellungen fiir die Trdgersysteme A) Nanoemulsion (NE), B) Solid Lipid
Nanoparticles (SLN) und C-E) Nanostructured Lipid Carriers (NLC). Fiir NLC

kommen hierbei drei unterschiedliche Modelle in Betracht (Aus grafischen Griinden

wurde auf die Abbildung der Tensidschicht auf dem fliissigen Lipid der NLC

verzichtet). In jedem dargestellten Trdgersystem ist die Mizellbildung grundsdtzlich

moglich.
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1.4 Beeinflussung der Apoptose durch Glucocorticoide und Sphingosin-1-

phosphat

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, ist die gute antiinflammatorische Wirkung der GC mit
einer Proliferationshemmung der Fibroblasten verbunden. Dies kann in der Langzeittherapie
zur Atrophie der Haut fithren (Korting et al., 2002; Lange et al., 2000; Ponec et al., 1980;
Ramalingam et al., 1997; Schéfer-Korting et al., 1996). Die antiproliferative Wirkung der GC
ist hdufig von der Induktion von Apoptose begleitet (Amsterdam and Sasson, 2002). So
konnte gezeigt werden, dass Methylprednisolon der mesangialen Hyperzellularitit bei der
Glomerulusnephritis durch Hemmung proliferierender Zellen und der Auslésung von
Apoptose entgegen wirkt (Maruyama et al., 2001). Wegen der Apoptose induzierenden
Wirkung bei Lymphozyten sind GC auch in der Therapie der Leukdmie wirksam (Distelhorst,
2002). Ferner ist die antiinflammatorische Wirkung der GC auch {iber die proapoptotische
Wirkung auf T-Lymphozyten und Monozyten erkldrbar (Sikora et al., 1996). Im Gegensatz
dazu koénnen GC in anderen Zellen auch zellprotektive Eigenschaften haben (Evans-Storms
and Cidlowski, 2000; Messmer et al., 1999; Moran et al., 2000; Webster and Cidlowski,
1999).

Bei Hautzellen wurden ebenfalls unterschiedliche Effekte gefunden. Bei Fibroblasten wirkt
Dexamethason (DEX) zwar antiproliferativ, 10st aber keine Apoptose aus. Interessanterweise
kann es sogar in wachstumshemmenden Konzentrationen vor der mit TNFa und
Actinomycin D induzierten Apoptose schiitzen. Dieser Effekt wurde in Keratinozyten nicht
gefunden. Obwohl DEX die durch TNFa ausgeloste Aktivitdt von NFkB hemmt, wurde
dieser Mechanismus fiir die Vermittlung des zellprotektiven Effekts mittels spezifischer
NF«B — Inhibitoren ausgeschlossen (Hammer et al., 2003).

Dagegen konnte mit Hilfe des Sphingosinkinase Inhibitors N,N-Dimethylsphingosin (DMS)
der antiapoptotische Effekt der GC nahezu aufgehoben werden. DMS hemmt die Bildung des
Sphingosin-1-phosphats (S1P), das vor der durch mit TNFa und Actinomycin D induzierten
Apoptose schiitzen kann. Dariiber hinaus steigern GC die Bildung von S1P in Fibroblasten.
Daher konnte dieses Sphingolipid bei der Vermittlung des zytoprotektiven Effekts der GC

wesentlich sein (Hammer et al., 2003).
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1.5 Zielsetzung

Da die Hautatrophie die am meisten gefiirchtete unerwiinschte Wirkung der topischen GC bei
einer Lokaltherapie der Haut ist, sollten verschiedene GC in dieser Hinsicht vergleichend
gepriift und eine Nutzen-Risiko-Relation erstellt werden. Dazu wurde an Zellkulturen die
Beeinflussung der Viabilitdit und der Proliferation durch die Steroide untersucht. Im
Anschluss daran wurde deren antiinflammatorische Wirkung ermittelt und mit den Daten aus
Proliferation und Viabilitét korreliert.

Zudem sollte der zugrundeliegende Signalweg des antiapoptotischen Effekts von GC in der
Fibroblastenkultur nidher untersucht werden. Da die Bildung von antiapoptotisch wirkendem
S1P durch GC hochreguliert wird, sollte auch die mogliche Beeinflussung der Apoptose durch
das synthetische Analogon FTY720-Phosphat (FTY720P) bzw. dessen Prodrug FTY720
untersucht werden.

Da auch mittels eines Drug Targetings die Nutzen-Risiko-Relation verbessert werden konnte,
wird auch dieser Weg in dem Dissertationsvorhaben verfolgt. Dazu sollten die physikalisch-
chemischen Grundlagen einer GC-Triager Assoziation und Mdglichkeiten der Modulation
untersucht werden. Partikuldre Arzneistofftriger vom Typ SLN, NLC und NE wurden
hergestellt, mit Modellstoffen und Steroiden beladen und charakterisiert. GC kdnnen auf
unterschiedliche Art und Weise an die Partikel assoziiert werden. Da gemil den bisherigen
Erfahrungen nur durch die stabile Beladung des Triagers mit dem Wirkstoff ein Targeting
moglich ist, sollten mit Elektronen-Spin-Resonanz (ESR), signalgebenden Modellsubstanzen
(Spinlabel) sowie mit speziell fiir die ESR Spektroskopie modifizierten GC die Ergebnisse
der PS iberpriift und die physikochemischen bzw. strukturellen Anforderungen an GC fiir
eine effektive Trigerassoziation und die prizise Form der Beladung aufgezeigt werden.
Dartiber hinaus waren die Klarung der Partikelform der Zubereitungen sowie die Verteilung

des fliissigen Lipids in NLC Zubereitungen von Interesse.
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