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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1  Einfdhrung in die Thematik

In den letzen Jahren hat die Rolle der Haarfollikel als Reservoir fur topisch applizierte
Substanzen und als Shunt fir die systemische Verabreichung von Wirkstoffen an Interesse
gewonnen[l]. Anatomische Besonderheiten wie erhthte Permeabilitdt der Hautbarriere im
untersten Teil des Haarinfundibulums und wichtige Zielregionen wie die perifollikuléren
Antigen-prasentierenden Zellen (APZ), die Stammzellen der Wulstregion, die Melanozyten des
Haarbulbus und die Talgdrise gaben den Anlass zur umfangreichen Untersuchung der
Penetration und der Permeation von topisch applizierten Substanzen.

Der rasante Fortschritt der Nanotechnologie ermdglichte die Herstellung von verschiedenen
nano- bis mikrometergroBen Partikeln als Trager fur ein breites Spektrum von Wirkstoffen.
Verbesserte Penetrations- und Depoteigenschaften sowie auch ihre Funktion als
Impfstoffadjuvantien untermauern ihre Rolle als potentielle Kandidaten fur das gezielte
Heranbringen von Wirkstoffen an bestimmte Zellpopulationen. Fir die klinische Anwendung
sind jedoch auch toxikologische Fragestellungen wie systemische Verteilung, Ablagerung und
Ausscheidung von essentieller Bedeutung. Polylactid (PLA) ist als biologisch abbaubarer,
thermoplastischer, aliphatischer, hydrophobischer Polyester besonders geeignet fir die
Herstellung von Nanopartikeln zur medizinischen Anwendung.

Ziel dieses Forschungsvorhabens ist die Untersuchung der transfollikullaren Penetration von
biologisch abbaubaren PLA-Partikeln und moéglichen Anwendungen als Tréger fir die selektive
Dermatotherapie und die transkutane Vakzinierung.

1.2 Anatomie und Immunologie des Haarfollikels

e Funktionelle Anatomie

Die ganze menschliche Hautoberflache, mit Ausnahme der Handteller und Fuf3sohlen, ist
behaart. Man unterscheidet zwischen Terminalhaaren, d.h. Kopfhaaren, dicken pigmentierten
Bart-, Nasen-, Ohren-, Achsel- und Schamhaaren, Wimpern und Augenbrauen und Vellushaaren,
welche dinn, kurz und nicht pigmentiert sind und den restlichen Korper bedecken.
Zwischenformen bezeichnet man als Intermedidrhaar. Die follikuloseboglandulére Einheit
besteht aus dem Haarschaft, dem Haarfollikel, der das Haar produziert und aus der Talgdrse.

In der Talgdrise wird Sebum produziert, zusammengesetzt aus Triglyzeriden, freien Fettsauren,
Squalenen, Wachs und freien Sterolen. Die Talgdrisenzellen desintegrieren im Rahmen ihres
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Reifungsprozesses, dadurch wird das Sebum freigesetzt. Ihr Lebenszyklus betragt etwa 14 Tage
und stellt eine kontinuierliche Sebumproduktion sicher, die bei gesunden Individuen 1 mg/10
cm? alle drei Stunden betragt. Der Haarschaft ist aus drei Schichten aufgebaut. Im Inneren findet
sich die Medulla (Haarmark) bestehend aus dichten Schichten von polyedrischen Zellen.
Vellushaare besitzen kein Haarmark. Der Kortex (Rinde) besteht aus Keratinfibrillen in dicht
gepackten spindelférmigen Zellen und aus der Cuticula, bestehend aus flachen Ubereinander
greifenden, keratinisierten Zellen.

Der Haarfollikel besteht aus einem konstanten distalen (oberen) und einem standig umbaubaren
proximalen (unteren) Teil, wo die Produktion des Haarschaftes wahrend der Anagenphase (2 - 6
Jahre) stattfindet. Wahrend der Katagenphase (zwei Wochen) kommt es zu einer Apoptose-
induzierten Regression des Haarfollikelepithels. In der anschliefenden Telogenphase (3 - 5
Monate) ist die Keratinbildung eingestellt.

Schematisch l&sst sich der Haarfollikel unterteilen in Infundibulum (vom Follikelostium bis zum
Ausfiihrungsgang der Talgdruse), Isthmus (unter dem Ausfuhrungsgang der Talgdrise bis zur
Woulstregion), Wulstregion (Reservoir der follikuldren Stammzellen), suprabulbédre Region
(zwischen Bulbus und Wulst) und Haarbulbus (Wurzel des Follikels und Ort der
Haarproduktion) (Abb. 1).

Die Lange des menschlichen Terminalhaarfollikels (behaarte Kopfhaut) betragt 3864 + 605 um,
des Infundibulums 580 + 84 um und der Durchmesser des Infundibulums 172 £ 70 um auf der
Hohe der Hautoberflache. Der Vellushaarfollikel (retroaurikuldre Region) ist viel kleiner und die
entsprechenden GroRen betragen 646 + 140 pm, 225 + 34um und 86 + 37 pum™. Des Weiteren
zeigen sich wesentliche Unterschiede in der Dichte der Vellushaare an den verschiedenen
Korperregionen, welche von einem Maximum von 292 Follikeln pro cm? an der Stirn bis zu
einem Minimum von 14 Follikeln pro cm? an der Wade reicht /.

Von aufRen nach innen zeigt sich eine Gliederung des Haarfollikels in die folgenden Schichten
(Abb. 1): Zunédchst besteht die bindegewebige Wurzelscheide (CTS) aus einer &uBeren
Langfaserschicht und einer inneren Ringfaserschicht. Dann folgen eine deutliche Basalmembran,
die Glashaut und die &ufRere Wurzelscheide (ORS). Diese innere Wurzelscheide ist von aul’en
nach innen aus der Henleschen Schicht, der Huxleyschen Schicht und der Scheidencuticula
aufgebaut. Die innere Wurzelscheide endet auf der Hohe des Talgdriisenausfiihrungsganges,
wahrend die dullere Wurzelscheide an die Epidermis angrenzt ist Das Haarfollikelepithel folgt
einem anderen Differenzierungsmuster als die interfollikuldre Epidermis und differenziert

trichilemmal ohne Ausbildung eines Stratum granulosums. Neben ihrer Rolle als Stammzellen-
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Reservoir fungiert die duflere Wurzelscheide auch als Energie-Speicher (Glukogen) und

Transitweg fur Nahrstoffe und Sauerstoff.

Stratum corneum

Epidermis { A
Infundibulum [ Haarschaft
Ausfiihrungsgang
Isth
simus { der Talgdriise
Woulstregion Talgdriise
Stammzellen der
Woulstregion
Suprabulbére
Region Bindegewebige
Wurzelscheide CTS
AuRere
Bulbus Matrix Wurzelscheide ORS
D | Innere
ermale Wurzelscheide
Papille

Abb. 1: Schematische Darstellung des Vellushaarfollikels

In der Wulstregion der duReren Wurzelscheide befinden sich epitheliale Stammzellen, die als ein
Reservoir fur die zyklische Regenerierung des Follikels fungieren. In der Anagenphase wandern
von hier die Nachfolgerzellen dieser epithelialen Stammzellen zum Haarbulbus, wo es durch
Zellproliferation und Differenzierung zu Trichozyten des Haarschaftes und der inneren
Waurzelscheide kommt™®). Zudem sind die epithelialen Stammzellen in der Lage nach
inflammatorischer Stimulation, wie z.B. nach Verbrennungen, die Epidermis und die Talgdrisen
zu regenerieren'®. Ebenso in der Wulstregion befinden sich melanozytare Stammzellen, die als
Zellreservoir fur die Melanozyten der Haarmatrix fungieren ). Des Weiteren befinden sich in
der bindegewebigen Wurzelscheide mesenchymale Stammzellen, die sich in vitro und in vivo zu
Mastzellen®,  Fibroblasten, Lipozyten, Chondrozyten, blutbildenden und neuronalen
Vorlauferzellen differenzieren konnen™.

An der Basis des Follikels findet sich eine kolbige Auftreibung, der Haarbulbus, bestehend aus
der dermalen Papille und der Haarmatrix. Die dermale Papille ist eine bindegewebige

Ausstulpung der Dermis in den Haarfollikel mit Blutgeféal3en, Nervenfasern und Fibroblasten. Es
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findet eine zyklusabhéngige Wanderung von Fibroblasten zwischen dermaler Papille und
bindegewebiger Wurzelscheide statt. Das Volumen der dermalen Papille beeinflusst die GroRe
des Haarbulbus und dadurch den Durchmesser des Haarschaftes. In der Matrix befinden sich
Melanozyten und die Matrixzellen aus denen sich die Trichozyten, die den Haarschaft und die

innere Wurzelscheide bilden, differenzierent*,

e Immunologie des Haarfollikels

Obwohl der follikul&re Kanal eine der wichtigsten Eintrittspforten des Organismus fiir pathogene
Mikroorganismen ist, kommt es bei immunkompetenten Erwachsenen nur selten zu Infektionen.
Grund dafur ist das differenzierte Immunsystem des Haarfollikels mit verschiedenen
Immunzellen, wie Langerhanszellen (LHZ), Makrophagen, Mastzellen und ganz selten auch B-
und T-Lymphozyten und NK-Zellen. Die gréfite Dichte von Langerhanszellen zeigt sich in der
basalen Schicht der Epidermis und in der &uferen Wurzelscheide (ORS) des oberen
Infundibulums. Mit zunehmendem Abstand von der Follikel6ffnung nimmt die Anzahl der LHZ
ab, sodass sich unterhalb der Wulstregion nur unbedeutende Zahlen von Langerhanszellen
befinden. Diese Tatsache ergibt das Immunprivileg des proximalen Haarfollikels, dessen Kollaps

von groflter Bedeutung fir den Pathomechanismus der Autoimmunkrankheiten des Haarfollikels
istit.

1.3 Penetration von topisch applizierten Substanzen
Generell sind drei verschiedene Wege flr die Penetration von topisch applizierten Substanzen

durch die Hautbarriere denkbar, die interzelluldre Penetration zwischen den Korneozyten und
durch die Lipide des Stratum corneum, die transzelluldre Penetration durch die Korneozyten und
die transfollikulére Penetration (Abb.2).

Die Diffusion durch die Lipidschichten des Stratum corneum wurde bis vor kurzem als der
wichtigste, wenn nicht der einzige Weg, der transkutanen Penetration von topisch applizierten
Substanzen betrachtet!*.

Die transzelluldre Penetration gilt als unwahrscheinlich, kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, weil verschiedene Forschergruppen verschiedene topische applizierte Substanzen in den
Korneozyten nachgewiesen haben. Ein weithin anerkanntes in vitro Modell deutet jedoch auf
eine besondere Rolle der Lipidschichten des Stratum corneum hin. In der Tat ist der
Diffusionsweg vom Wasser im Stratum corneum 50 mal langer als die eigentliche Dicke dieser

Hautschicht, so dass man vermuten kdnnte, dass die Korneozyten eine limitierende Rolle bei der
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Penetration spielen. Das wiirde heiRen, dass die Penetration einem gewundenen Weg durch die
interzellularen Lipidschichten folgt™*?.

intrazellular interzellular transfollikular

Abb. 2: Transkutane Penetration

Interzellularer, transzelluldrer und follikuléarer Penetrationsweg

Der dritte denkbare Penetrationsweg, der in den vergangenen Jahren zunehmende Bedeutung
erlangt hat, ist der transfollikuldare Weg. Da aber die Haarfollikel nur 0,1% der Hautoberflache
ausmachen, wurde ihre Rolle bislang unterschatzt™. Eine Reihe von wissenschaftlichen
Beobachtungen hat jedoch in den letzten Jahren eindeutig gezeigt, dass die Haarfollikel ein
wichtiger und viel versprechender Penetrationsweg sind und das Infundibulum die

Hautoberflache signifikant vergroRert!.

1.3.1 Interzellulare Penetration durch die Lipidschichten des Stratum corneum
Das Stratum corneum bildet eine potente Hautbarriere, die den Kdérper vor Mikroorganismen und

toxischen Substanzen schiutzt und den Verlust von Flussigkeit und Elektrolyten verhindert. Es
ahnelt einer Wand aus Ziegel und Mortel, die Ziegel entsprechen den Korneozyten und der
Mortel den hydrophoben extrazelluldren Lipiden, die sich in lamelldaren Doppelschichten
organisieren. Nicht nur diese doppelschichtige Organisation der Lipide, sondern auch ihre
extreme Hydrophobizitat, und das Auftreten von drei verschiedenen Sorten, Ceramide,
Cholesterol und freie Fettsaure, in einer molaren Ratio (1:1:1) verstdarken die Barrierefunktion
des Stratum corneum. Das hat als Konsequenz, dass nur lipophile und kleinmolekulare

Substanzen diese Hautbarriere penetrieren konnen.
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Aus diesem Grund sind verschiedene Strategien entwickelt worden, um die Penetration von
topisch applizierten Substanzen zu verbessern. Dies wére nicht nur fur die lokale
Dermatotherapie, sondern auch fir die systemische Verabreichung von Medikamenten und fur
die Entwicklung von neuen Vakzinierungstherapien von essentieller Bedeutung.
Dementsprechend wurden neben bekannten Methoden wie der Hautokklusion und der
Anwendung von Lodsungsmitteln, neue Methoden wie lontophorese, Elektroporation
Sonophorese, photomechanische Wellen, Tape Stripping, und schlielich die metabolische
Veranderung des Lipidprofils entwickelt!*!.

Diese Untersuchungen zeigten, dass die Integritdt des Stratum corneum essentiell fir die
Erfullung seiner Rolle als Hautbarriere ist und dass Unterbrechungen dieser Barriere, wie z.B.

der Haarfollikel, eine wichtige Rolle fur die Penetration spielent*®.

1.3.2 Follikulare Penetration und Absorption

Experimente an Mausen lieferten die ersten Hinweise auf die Funktion des Haarfollikels als ein
wichtiger Shunt fir die Penetration und systemische Aufnahme von topisch applizierten
Substanzen. In der Tat ist die Haut von neugeborenen Ratten, die tber keine Follikel verfigt,
viel weniger permeabel als die Haut von 5 Tage alten Raten, bei denen sich die ersten
Haarfollikel schon gebildet haben!”). Hueber et al (1994) und Tenjarla et al (1999) zeigten, dass
die Permeation von Kortikosteroiden in unbehaarter Haut viel geringer ist als in der
behaarten™ und Michel et al (1999) konnten nachweisen, dass das kinstliche Einsetzen von
Haarfollikeln in rekonstruiertes Hautgewebe die Permeationsrate von Hydrocortison deutlich
erhohte!®. Otberg et al (2004) legten dar, dass das follikulare Reservoir dem des Stratum
corneum in verschieden Korperstellen vergleichbar ist!®!.

Die Penetration topisch applizierter Substanzen kann jedoch nicht durch alle Haarfollikel
erfolgen. Lademann et al. postulierten das Konzept der ,,offenen und geschlossenen* Haarfollikel
als auch der ,,aktiven und inaktiven“?. Sie konnten zeigen, dass Penetration nur durch offene,
aktive Haarfollikel moglich ist. Zwei Voraussetzungen missen erfullt sein, um einen Follikel als
aktiv zu beschreiben, namlich die Sebumproduktion und/oder das Haarwachstum. Bei inaktiven,
ruhenden Haarfollikeln kommt es zur Bildung eines Deckels aus Talgbestandteilen,
abgestoBenen Korneozyten, Kkeratinisiertem Material und Bakterien, der zu einem
Follikelverschluss fiihrt. Deswegen bleibt der Follikel fiir die Penetration ,,geschlossen“!*#22,
Mit der Hilfe des Cyanoacrylate Skin Surface Stripping (CSSS) werden dieser Deckel sowie
auch 30% des Stratum corneum entfernt (unpublizierte Daten von Vogt (2008)), so dass alle
Follikel fur die Penetration ,, offen zur Verfiigung stehen kénnen 12,
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1.3.3 Strategien zur Optimierung der Wirkstoffpenetration in die Haarfollikel

Es gibt in der Literatur ausreichend Hinweise dafiir, dass die Penetration und die Lieferung von
Wirkstoffen in den Haarfollikel mit Hilfe von verschiedenen Methoden optimiert werden kann.
Dazu gehdren die Methode der lontophorese, die Anwendung von Penetrationsverbessern wie
Ethanol und von partikuldren Tragersystemen wie die Liposomen und die polymerischen
Nano/Mikropartikel.

o Die Anwendung von Ethanol kénnte zur Verbesserung der Penetration fiihren, indem das
Sebum im Infundibulum geldst und entfernt wird®®). Mit Hilfe der lontophorese (Niedrige
elektrische Strome, produziert von einer externen Elektrode mit derselben Ladung wie der
Wirkstoff) werden Kanéle im Follikel gesffnet®!,

o AuBer den oben genannten physikalischen Methoden hat die Verwendung von
verschiedenen Tragersystemen eine grofle Bedeutung. In den letzen Jahren sind viele
verschiedene Arten von Wirkstofftrdgern, Antigentrdgern und Vakzinadjuvanzien entwickelt
worden. Besonders Liposomen und Partikel unterschiedlicher GroRRen sind fur das Einbringen
von Substanzen in Haarfollikel und fir die lokale Dermatotherapie angewendet worden.
Liposomen sind vesikuldre Strukturen bestehend aus einer Doppelschicht von Phospholipiden
und einem hydrophilen Kern. Hydrophile und lipophile Substanzen kénnen im Kern oder in der
Membran entsprechend integriert werden. Wirkstoffbeladene Liposomen kodnnen tiefer als der
Wirkstoff allein in den Haarfollikel penetrieren'®!. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass
mit dem Antiandrogen RU 58841 beladene Liposomen vor allem in den Talgdriisen lokalisiert
wurden %, Diese Beobachtung war ein wichtiger Hinweis darauf, dass Liposomen potentiell
auch fir ein follikuldres Targeting angewendet werden kénnen.

ISCOMS sind Matrixkonstrukte zusammengesetzt aus Saponin, Cholesterol, Phospholipiden und
Antigen. lhre Grole ist vergleichbar mit Viren. Sie haben die Liposomen mittlerweile wegen
ihrer erhdhten Stabilitat als Antigentrager fur Vakzine ersetzt™’).

Virosomen sind hybridische Komplexe von Liposomen und viralen Proteinen. Diese viralen
Proteine wirken stabilisierend auf die Liposomen und weisen zusétzlich auch eine adjuvante

Wirkung auf. Virosomen wie auch VLP’s (Virus like particles) werden als Trégersysteme fiir

Vakzine angewendet. VLP’s sind hochorganisierte Sphéren, die aus strukturellen Antigenen
viraler Herkunft gentechnologisch hergestellt werden. Sie wurden bereits erfolgreich in der

Herstellung von Vakzinen gegen HBV und HPV angewendet %°!.
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SLN (Solid Lipid Nanoparticles) sind solide aus Lipiden Nanopartikel hergestellte und werden

als Wirkstofftrager oder Antigentrager angewendet. Sie weisen mehrere Vorteile, unter anderen

eine hohe Stabilitat, leichter Herstellung und Schutz der eingekapselten Wirkstoffe aufl?®!.

Solide Mikro- und Nanopartikel sind kolloidale, meist spharische Strukturen; Polymer-Partikel

sind neben Metall- (Gold) und Keramikpartikel (Silika) die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe.
Beliebige Wirkstoffe konnen in ihrem Kern eingekapselt oder an der Hiille absorbiert werden.
Diese Anwendung der Nanopartikel als Wirkstofftrager weist mehrere Vorteile auf: Vermeidung
der Degradation des Wirkstoffes, erniedrigte systemische Toxizitat, Targeting von bestimmten
Zellpopulationen und kontrollierte Freisetzung des Wirkstoffes, Adjuvantwirkung fir Vakzine,

Transport von hydrophilen Substanzen in lipophiler Umgebung®®

. Bezuglich der exakten
Definition der Nanopartikel anhand ihrer GroRe gibt es noch keine weltweit akzeptierte
Definition. Die britische Institution flir Standarisierung (British Standards Institution) definiert

jedoch Nanopartikel als die Partikel deren GroRe < 100 nm betrigt™".

1.4 Follikulares Targeting durch Anwendung von Mikro- und Nanopartikeln als
Wirkstofftrager

Es ist sehr wichtig zwischen zwei verschiedenen therapeutischen Anwendungen der
transfollikularen Penetration zu unterscheiden, die Rolle des Follikels als Reservoir und Shunt
fir die systemische Aufnahme von topisch applizierten Substanzen und das Targeting von

follikul&ren Strukturen oder Zellpopulationen.

1.4.1 Follikulare Zielstrukturen und -zellpopulationen

Das Infundibulum mit seinen Langerhanszellen, die Talgdrise, die Wulstregion mit ihren
Stammzellen und der Haarbulbus mit den Melanozyten, den Matrixzellen und der dermalen
Papille stellen wichtige Strukturen innerhalb des Haarfollikels dar.

o Das Epithel des Infundibulums ist der Sitz einer bedeutenden Population von LHZ, die
vergleichbar mit der der basalen Schicht der Epidermis ist™*.

o Die Talgdrise spielt eine wichtige Rolle in der Lipidsynthese, u.a. auch in der
Pathogenese von weit verbreiterten Hautkrankheiten wie der Akne wvulgaris. Ziel jeder
Aknetherapie ist die Maximierung der Akkumulation der therapeutischen Substanzen in der
Talgdrise.

o In der Woulstregion befinden sich epitheliale, mesenchymale und melanozytére
Stammzellen, deren Manipulation nicht nur das Wachstum des Haarfollikels und die

Pigmentierung des Haares, sondern auch die Regeneration der Epidermis beeinflussen (Par. 1.2).



Einleitung 9

Die Folgen fir die Behandlung der Alopezie, der Hypertrichose, der Canities sowie auch fur die
Behandlung von verschiedenen Hautkrankheiten sind leicht zu erwégen. Aullerdem gibt es
Hinweise darauf, dass Stammzellen von der Wulstregion fir die Neoangiogenese bei
Hauttumoren verantwortlich sind®®2,

o Im Haarbulbus sitzen Matrixzellen und Melanozyten. Haarpigmentierung und Wachstum
kdnnen durch ihre Manipulation fiir kosmetische Griinde manipuliert werden.

Diese verschiedenen Zielstrukturen und Zellpopulationen sitzen in unterschiedlicher Tiefe im
Haarfollikel. Mit der Anwendung von Polymer-Partikeln unterschiedlicher Grolie als
Wirkstofftrdger kann man die Penetrationstiefe beeinflussen und dadurch die erwinschten
Zellpopulationen gezielt erreichen®®. Dieser Prozess wird als passives Targeting bezeichnet. In
der Tat zeigte sich eine grofRenabhdngige maximale Penetrationstiefe der untersuchten
Polystyrenpartikel (PS-Partikel) in menschlichen Terminalhaarfollikeln, 0,75um > 1,5um > 3um
> 6 um. Ebenso zeigten Vogt et al (2006), dass in menschlichen Vellushaarfollikeln 40 nm PS-
Partikel tiefer als 750 nm oder 1500 nm penetrierent*!.

Des Weiteren kann auch ein aktives Targeting verschiedener Zellpopulationen angestrebt
werden. Die Partikeloberfliche wird durch das Hinzufiigen von Liganden modifiziert. Die
Liganden ermdglichen das Anbinden an spezifischen Zellrezeptoren, so dass eine bestimmte

Zellpopulation bevorzugt von der entsprechenden Partikelart erreicht wird®®).

1.4.2 Penetrationseigenschaften der Nanopartikel

Die Anwendung von Nanopartikeln als Trager kann die Penetrationstiefe und die
Permeationsrate von topisch applizierten Substanzen in Haarfollikel betrdchtlich vergréf3ern.
Frihe Untersuchungen von Rolland et al (1993) zeigten, dass die Anwendung von 5um Poly
(lactid-co-glycolid)-Partikeln (PLGA-Partikel) als Trager die Permeation von Adapalen im
Vergleich zu nicht partikuldren Formulierungen verstarken®®!. Das hat als Folge, dass viel
kleinere Konzentrationen des Wirkstoffes fur dasselbe therapeutische Ergebnis benétigt werden.
Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Shim et al (2004) mit der Anwendung von P(CL)-
polyethylenglykol Nanopartikeln (40-130 nm) als Trager fur Minoxidil®".

Lademann et al (2006) zeigten, dass farbstoffbeladene Nanopartikel (300 - 400 nm) tiefer in den
Haarfollikel penetrieren als der Farbstoff allein®®]. Dieses Ergebnis bestatigte die Beobachtungen
von Mordon et al (2003) und Alvarez-Roman et al (2004a)5°4°!,

Um die verstarkte Penetration der partikularen Formulierungen zu interpretieren schlugen
Lademann et al (2006) einen Pumpmechanismus vor, mit dessen Hilfe Nanopartikel

vergleichbarer GrolRe zu der Dicke der Keratinonzyten der Cuticula des Haarschaftes (500 und
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800 nm) tiefer getrieben werden®®. Fiir die verstarkte Penetration kleinerer (20 - 40 nm) oder
groRerer (1,5 - 5 um) Partikel missen jedoch andere Mechanismen zustandig sein.

Verschiedene Studien weisen daraufhin, dass elastische Nanopartikel, im Gegensatz zu rigiden,
durch das intakte Stratum corneum in die lebendige Epidermis penetrieren konnent***?. Baroli et
al (2007) berichten Uber die Penetration von metallischen 10 nm Nanopartikeln durch die
Hautbarriere bis zum Stratum granulosum und in das follikulare Epithel'®®!. Die Penetration von
Nanopartikeln durch die intakte Barriere des Stratum corneum oder durch die Barriere des
unteren Infundibulums, obwohl die letzte als relativ permeabel gilt, wird jedoch von vielen
Autoren bezweifelt!!). In der Tat zeigten Lekki et al 2007, dass 17 nm Titaniumdioxid-Partikel
sich nur im Haarfollikel (Schweinohrmodel und menschliche VHF) und nicht in dem follikularen
Epithel nachweisen lassen*, ein Ergebnis das mit den Beobachtungen von Lademann et al
(1999) zur Penetration von 17 nm Titaniumdioxid-Partikeln in menschliche VHF
tibereinstimmt®*®),

Vogt et al (2006) zeigten jedoch, dass nach der Durchfiihrung eines CSSS, welches eine milde
Barrierestorung induziert und Haarfollikel fir die Penetration kinstlich 6ffnet, 40 nm PS-
Partikel, im Gegensatz zu 750 und 1500 nm PS-Partikeln, tiefer in das Infundibulum penetrieren
kénnen und das Haarfollikelepithel durchdringen kénnen. In der Tat lieRen sich die 40 nm PS-
Partikel fluoreszenzmikroskopisch nicht nur im follikuldaren Kanal sondern auch im follikuldren
Epithel nachweisen. Eine Penetration durch die interfollikuldre Epidermis wurde nicht
beobachtet. Als weiterer Hinweis auf die Féhigkeit der 40 nm PS-Partikel in das follikulare
Epithel zu penetrieren konnten LHZ aus Hautproben isoliert werden, die Nanopartikel
internalisiert  hatten. Der Nachweis ihrer Aufnahme erfolgte mit Hilfe der
Durchflusszytometrie®*.

Aus unpublizierten Daten (2008) derselben Arbeitsgruppe ist bekannt, dass 200 nm PS-Partikel
nach intrafollikul&rer Penetration ebenso in das follikuldre Epithel penetrieren und von den LHZ
aufgenommen werden, jedoch in deutlich geringerem Ausmall. Dieser Unterschied bei dem
Ausmald der Partikelaufnahme kénnte sich durch die GroRenunterschiede zwischen den Partikeln
erklaren. Die Tatsache, dass alle drei Forschergruppen keine transepidermale Penetration durch
das Stratum corneum in die lebendige Schicht der Epidermis beobachteten, verstarkt die
maogliche Bedeutung von CSSS oder anderen MalRnahmen zur Barrierestérung und erleichterten
follikularen Penetration fir das Heranbringen von Nanopartikeln an Zielzellen, z.B. APZ im

Rahmen von transkutaner Vakzinierung ¢!,
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1.4.3 Kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen aus den Nanopartikeln

Ein weiterer Vorteil der Nanopartikel ist ihre Anwendung als Depot fir die kontrollierte
Freisetzung des Wirkstoffes in einem entsprechenden Zeitraum. Eine solche verzigerte
Freisetzung konnte die Effizienz aktueller Therapien erhdhen, da Schwankungen des
Medikamentenspiegels, Uber- oder Unterdosierung, sowie haufige Medikamentengaben
vermieden und dadurch eine bessere Compliance der Patienten erzielt werden kénnten. Aul3er
ihrer Anwendung als Depot bei der systemischen Verabreichung von Medikamenten wird auch
ihre Anwendung bei der lokalen Dermatotherapie untersucht.

Nach Applikation auf die Hautoberflache penetrieren die Nanopartikel in die Haarfollikel, in
deren Reservoir sie ca. 10-mal langer (um die 10 Tage) im Vergleich zu dem Reservoir des
Stratum corneums aufbewahrt werden!*”). Farbstoffbeladene (Methylenblau) porése Nylon-
Mikropartikel penetrieren in die Haarfollikel bis zu einer Tiefe von 400 pum. Dort wirken sie als
Depot fir die Freisetzung des Farbstoffes, der noch tiefer in die Haarfollikel (600 um) und in die
Talgdrisen diffundieren kann'*®. Das ist von groRter Bedeutung fiir die Therapie von
Talgdrusenkrankheiten.

Die Mechanismen der Freisetzung von enkapsulierten Wirkstoffen aus Nanopartikeln ist bisher
hauptsachlich in vitro in wassriger Losung untersucht worden. Dementsprechend sind bisher
zwei verschiedene Mechanismen beschrieben worden: die Diffusion und die
Erosion/Degradierung des Polymers. Die Diffusion kann supramolekular durch Poren der
Nanopartikel®® oder auf molekularer Ebene zwischen den Polymerketten stattfinden!. Der
hydrolytische Abbau der Polymerketten flihrt zur Degradierung der Nanopartikel und schlieBlich
zur Gewichtsabnahme der Polymerketten. Der Degradierung des Polymers geht eine Phase mit
Erhaltung der Masse voraus, die als Erosion bekannt ist. Die Erosion kann entweder in der
Oberflache oder im Inneren der Nanopartikel stattfinden®®, fiihrt zur Volumenzunahme und ist
von dem Typ und der Struktur der Partikel abh&ngig. Es wurde die Hypothese formuliert, dass
die Freisetzung des Wirkstoffes von den Nanopartikeln das Ergebnis der Wechselwirkung beider
Mechanismen ist!®",

Das groRte Problem bei der Entwicklung von Nanopartikeln als Trager fir die kontrollierte
Freisetzung von Wirkstoffen ist das so genannte ,,burst release”, d.h. die Freisetzung von mehr
als 60% des enkapsulierten Wirkstoffes wegen der Kinetik erstes Grades (first order kinetics: r =
K[A], r ist die Freisetzungsrate des Wirkstoffes, A ist die Konzentration in den Nanopartikeln
und k eine Konstante). Diese initiale Freisetzung des Wirkstoffes lasst sich durch eine schnelle
Diffusion durch die Poren der Partikel erklaren®®. Fiir eine kontrollierte Freisetzung des

Wirkstoffes ist jedoch eine null-Grad Kinetik erwiinscht (r = k) bei der die Freisetzung konstant
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ist. Verschiedene Methoden sind entwickelt worden, um dieses Ziel zu realisieren. Zu denen
gehoren die Entwicklung von hybriden Partikeln (z.B. Silika und PLGA)®, die Vernetzung der
Polymerketten (crosslink)®®”, und die Herstellung von Kern-Mantel Nanopartikeln (core-shell,
Beschichtung eines Polymerkernes mit einem anderen Polymer)©®.

Vor kurzem berichteten Chen et al (2008) Uber einen mdglichen Abbau der Polymer-
Nanopartikel im Blut eines Tiermodells und tber eine schnelle Freisetzung hydrophobischer
Molekiile von pegylierten PLA-Partikeln. Zirkulierende a- und B-Globuline und dadurch die
Diffusion der hydrophobischen Wirkstoffe zu den zahlreichen Lipidtrdgern des Blutes, gelten als
wichtigster Faktor fir den Abbau der Partikel®. Dieser schnelle Abbau der Nanopartikel im
Blut in vivo unterscheidet sich wesentlich von der langsameren hydrolytischen Degradierung der
Polymerketten und ist vermutlich Folge einer schnellen Denaturierung der Partikel.

Die Untersuchung der Mechanismen der Wirkstofffreisetzung im menschlichen Haarfollikel ist
bis jetzt nicht erfolgt, obwohl verschiedene Forschergruppen eine Farbstofffreisetzung von
Poly(e-caprolakton) (P(CL)) und Nylonpartikeln beobachtet haben!***"#!. Dementsprechend
wurde im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit die Freisetzung von enkapsulierten
Farbstoffen aus biologisch abbaubaren PLA-Partikeln in Vellushaarfollikeln exzidierter
menschlicher Haut untersucht. Die Beobachtungen an menschlicher Haut wurden in vitro in

verschiedenen lipophilen Umgebungsmedien nachvollzogen und mechanistisch untersucht.

1.5 Partikel-basierte transkutane Vakzinierung

. Vorteile der transkutanen Vakzinierung

Eine Reihe von Impfstoffen und Impfstofftragern ist in den letzen Jahrzehnten flr die Pravention
von infektidsen Krankheiten entwickelt worden. Sie weisen gemeinsame Merkmale, wie die
intramuskuldre Gabe, die Anwendung von lebendigen, abgeschwéchten, toten oder
fragmentierten Pathogenen und das Hervorrufen von potenten humoralen Immunantworten
auf®.  Die Behandlung von chronischen infektissen Krankheiten mit intrazellular
persistierendem Pathogen und von Tumoren verlangt jedoch eine starke zelluldre Immunantwort.
Derartige Antworten kénnen derzeit nur unter Verwendung von lebendigen, abgeschwéchten
Viren (z.B. Masern und Rubella Vakzine) induziert werden, was nicht ohne Risiken fur die
Patienten ist. Deswegen wird die Entwicklung neuer innovativer Vakzinierungsstrategien,
darunter die transkutane Vakzinierung, im Zentrum des allgemeinen Interesses auf diesem
Gebiet stehen.
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Im Gegensatz zu den Muskeln besitzt das Haarinfundibulum eine grofe Anzahl von APZ,
darunter LHZ, die im unteren Infundibulum wegen der erhdhten Permeabilitat der Hautbarriere
leicht erreichbar sind™®. Ein weiterer Vorteil ist die Eigenschaft der LHZ exogene partikulare
und Zell-assoziierte Antigene nach intrazelluléren Bearbeitung assoziiert mit MHC-I Molekdlen
zu exprimieren und dadurch zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten zu aktivieren. In der Tat
konnten Vogt et al (2008) nachweisen, dass nach einem CSSS und nach transkutaner
Vakzinierung mit einem Protein-basierten Influenzaimpfstoff eine zelluldre Immunantwort,
insbesondere zytotoxische CD8+ T-Zellen induziert wurden. Nach der intramuskuldren
Vakzinierung der Kontrollgruppe zeigten sich im Gegenteil nur Antigen-spezifische CD4+
Zellen, nicht aber CD8+ T-Zellen. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass CSSS auch eine
Reifung von LHZ induzieren kann. Zu den mdglichen immunstimmulierenden Effekten,
mdoglicherweise als Folge der Barrierefunktionsstérung, zéhlen vor allem auch erhéhte Werte
von IL-8 im Serum der Probanden™®!. Takeuchi et al (2003) haben gezeigt, dass nach minimalen
Traumata eine erhohte Expression der 1L-8 und E-Selectin Gene erfolgt’®®. In anderen Worten
konnte CSSS nicht nur die Penetration der applizierten Substanzen durch Erdffnung der
Haarfollikel foérdern, sondern auch eine zundchst lokale Aktivierung des Immunsystems

hervorrufen.

o Nanopartikel als Trager fur die Entwicklung neuer Vakzinierungsstrategien

Obwohl die Herstellung von Peptiden und rekombinanten Proteinen heutzutage eher einfach ist,
bleibt die Immunogenitat in jedem einzelnen Fall zu prifen®. Die Verwendung von
Adjuvanzien ist hdufig erforderlich. Hierzu gehdren Salze des Aluminiums und Kalziums,
Emulsionen, Saponine, Polymertenside und Lipopolysaccharid-Abkémmlinge. Nanopartikel
weisen auch eine Adjuvantwirkung auf und konnen die Immunantwort nicht nur verstarken
sondern auch modulieren. Antigene kénnen an Nanopartikeln adsorbiert oder eingekapselt
werden. Durch den Depoteffekt kommt es zu einer verldngerten Freisetzung des Antigens. Des
Weiteren fordern sie die Aufnahme des Antigens durch die APZ und seine Prasentation zu den
T-Lymphozyten. Dabei spielt ihre partikuldre Natur eine wichtige Rolle, weil Partikel vom
Immunsystem als fremd identifiziert werden®?. Nanopartikel sind auch in der Lage, die Art der
Immunantwort zu beeinflussen. Die Rolle der PartikelgroBe und der physikalischen und
chemischen Eigenschaften sind herbei bedeutend. Nanopartikel (200-600 nm) rufen eine stérkere
zellulare und Mikropartikel (2-8 pm) eine starkere humorale Immunantwort hervor®!. Mottram
et al (2007) berichten von IFN-y Produktion nach Aufnahme von 40-49 nm Nanopartikeln und

von erhohter 1L-4 und CD4+ Aktivierung nach Aufnahme von 123 nm Nanopartikeln®!. Die
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GroRe der Partikel konnte auch Ihre Aufnahme durch die APZ beeinflussen. Mikropartikel, im
Gegensatz zu Nanopartikeln, werden von APZ nicht aufgenommen sondern binden sich auf die
Oberfléache der APZ an und rufen durch Antigenfreisetzung eine starke humorale Immunantwort
hervor®!. Die Arbeit von Foged et al 2005 deutete auf eine optimale Aufnahme von Partikelrg

500 nm hin®. Die positive Ladung der Partikeloberfache kann auch die Aufnahme beeinflussen,
indem positiv geladene Nanopartikel auch >500 nm aufgenommen werden koénnen. Des
Weiteren konnen die sauren oder basischen Eigenschaften der Partikel die Richtung der
Immunantwort durch die Erhéhung oder Erniedrigung des pH der Endosomen beeinflussen und
dementsprechend die MHC-11 oder MHC-I Prasentation begiinstigen!®®="!. Wichtig zu erwahnen
ist, dass auch die Antigenmenge und -struktur die Art der Immunantwort beeinflussen, indem
kleine Dosen und geordnete, sich wiederholende Strukturen eher eine humorale Immunantwort
hervorrufen® 8. SchlieBlich kann die Einfuigung von PAMP’s (pathogen associated molecular
patterns) wie CpG (Zytosin- Guanin Dinukleotide bakterieller Herkunft) durch das Anbinden an
TLR (Toll like Receptors) der APZ die Adjuvantwirkung der Nanopartikel bei der Aktivierung

der APZ weiter verstarken[®,

1.6 Biologisch abbaubare PLA-Partikel

Nicht degradierbare Latex-, Silika-, Gold- und Polystyrenpartikel sind bereits als effiziente
Antigentrager benutzt worden. Da sie von dem Organismus nicht abgebaut werden kdnnen,
bestent immer die Gefahr der Toxizitdt und der Akkumulation, was ihre therapeutischen
Anwendungen beschrankt®®®. Wegen dieser Hindernisse wurden neue, biologisch abbaubare
Polymerpartikel entwickelt. Hierzu gehort PLA, ein aliphatischer Ester der Milchsdure, der im
Korper hydrolytisch abgebaut wird. Die dadurch entstandenen Milchsduremonomere werden
durch den Zitratzyklus metabolisiert und vom Korper entfernt!’”.

Verschiedene Forschergruppen konnten starke humorale und zelluldre Immunantworten nach
intramuskularer Vakzinierung mit eingekapselter Plasmid DNAY und subkutaner Vakzinierung
mit adsorbiertem HIV-1 p24 Protein in PLA-Partikeln nachweisen!. Ein Nachteil des
Einkapselns des Antigens in den Nanopartikeln ist die mogliche Degradierung wéhrend dem
Einbauprozessest™!. Das fiihrte zur Entwicklung von anionischen PLA-Partikeln. Die negative
Oberflachenladung erlaubt die Adsorption von HIV-1 p24 Kapsid-Proteinl’.

Aus diesem Grund und mit dem Ziel der Entwicklung von PLA-Partikeln als zukinftige
Trégersysteme fiir die transkutane Vakzinierung war das Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit
die Untersuchung der Penetrationseigenschaften von PLA-Partikeln verschiedener GroRe in
menschliche Vellushaarfollikel und ihre potentielle Aufnahme durch die LHZ. Da 200-300 nm
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Partikel von verschiedenen Autoren als die optimale PartikelgroRe fur das Hervorrufen einer
humoralen und zelluldren Immunantwort zur Behandlung von chronischen infektitsen
Krankheiten wie HIV-Infektion oder Hepatitis erwahnt wird®™® und Partikel dieser GroRe
gleichzeitig viel stabiler sind und bessere Depoteigenschaften aufweisen als kleinere
Nanopartikel (<200 nm), wurden zwei verschiedene Partikelgrofien ausgewahlt, 228 nm als
maoglicher Kandidat fiir die Entwicklung eines innovativen Tragersystems fur Antigene und 365
nm als Kontrolle. Zu diesem Punkt muss jedoch erwahnt werden, dass bei der transkutanen
Vakzinierung, anders als bei der intramuskuldren oder oralen Vakzinierung, das Problem der
Hautbarriere besteht, welche zumindest im intakten Zustand eine Partikelpenetration verhindert.
Nach Barrierestorung z.B. infolge von CSSS konnen jedoch PS-Partikel < 200 nm in das
follikulare Epithel penetrieren und von den LHZ aufgenommen werden (Par. 1.4.2). Das
verstéarkt die Rolle der 228 nm PLA-Partikel als Kandidat fir einen neuen Antigentrager fur die
transkutane Vakzinierung.

Weiteres Ziel dieser experimentellen Arbeit ist die Untersuchung der biologisch abbaubaren
PLA-Partikel als Vehikel fir eine partikelbasierte Lieferung von therapeutischen Substanzen in
den menschlichen Haarfollikel und firr das Targeting von bestimmten follikuldren Strukturen wie

die Talgdruse.
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1.7  Zielsetzung

Diese experimentelle Arbeit setzt folgende Ziele:

1 Die Untersuchung der Penetrationseigenschaften von biologisch abbaubaren PLA-
Partikeln in menschlicher Haut mit Schwerpunkt auf Penetration in Vellushaarfollikel
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Untersucht werden zwei verschiedene Partikelgrofien,
228 nm und 365 nm beladen mit unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstoffen (Nile
Red und Coumarin 6), die auf exzidierte menschliche Haut aufgetragen und

anschlieRend inkubiert werden.

2 Die Untersuchung der Aufnahme von 228 nm und 365 nm biologisch abbaubaren PLA-
Partikeln durch Antigen-préasentierende Zellen der Haut an exzidierter menschlicher Haut
am Beispiel von magnetisch separierten Langerhanszellen mittels Durchflusszytometrie.
Verifikation der Aufnahmefahigkeit von frisch isolierten Langerhanszellen in der
Zellkultur nach Inkubation mit PLA-Partikeln vier verschiedener GréRen (228 nm, 365
nm, 375 nm und 423 nm). Ziel ist die Untersuchung der potentiellen Anwendung der

PLA-Partikel als Antigentréger fir die transkutane Vakzinierung.

3 Die Untersuchung der moglichen Freisetzung der eingekapselten Fluochrome aus den
Partikeln mittels Fluoreszenzmikroskopie, konfokaler Laserscanmikroskopie und
Fluoreszenzspektrophotometrie und deren Konsequenzen fir die Anwendung der PLA-
Partikel fir ein partikelbasiertes Einbringen von therapeutischen Substanzen in den

menschlichen Vellushaarfollikel.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Ethikantrag

Der Antrag ,,Experimentelle in vitro Untersuchungen zur Penetration und zur biologischen
Wirkung von Mikro- und Nanopartikeln in menschlicher Haut“, Antragsnummer: EA1/1135/06,
wurde am 23.08.2006 durch die Ethikkommission der Charité-Universitdétsmedizin Berlin

genehmigt.

2.1.2 Hautproben

Hautproben, die im Rahmen von geplanten operativen Eingriffen an der Haut, z.B.
Hautstraffungen im Gesichtsbereich oder Brust- und Bauchreduktionsplastiken anfallen und
normalerweise entsorgt werden, wurden innerhalb von 24 Stunden ins Labor gebracht und fur
die geplanten Experimente verwendet. Patienteninformation und —einwilligung erfolgten
entsprechend der Vorgaben durch die Ethikkomission und in Anlehnung an die ethischen Regeln
der ,, Declaration of Helsinski Principles®.

2.1.3 PLA-Partikel

PLA ist ein biologisch abbaubarer, thermoplastischer, aliphatischer, hydrophobischer Polyester
der Milchsdure. Die Milchsdure wird aus erneuerbaren Ressourcen wie zum Beispiel Maisstérke
oder  Zuckerrohr  gewonnenl™. Bei  160°C  wird durch die katalytische
Ringdffnungspolymerisation der Milchsaure das Polylactid (PLA) produziert (Abb.3). Die PLA-
Partikel wurden von Dr. T. Delair (Unité Mixte CNRS-bioMérieux UMR2714, |FR128
BioSciences Lyon-Gerland, ENS-Lyon, 46, Allée d'ltalie, F-69364 Lyon cedex 07, France) im

Rahmen des européischen Projektes MuNanoV ac hergestellt und zur Verfiigung gestellt [,

o Herstellung der PLA-Partikel

Nach der Synthese wird das Polymer in Azeton zusammen mit dem jeweiligen Fluorochrom
(Nile Red oder Coumarin 6) gelost und falt in einer Wasser/Ethanol Ldsung unter Bildung der
Partikel aus. Die dadurch hergestellten Nanopartikel sind solide und besitzen keine zentrale
Kavitat™,

PLA ist ein lineares hydrophobes Polymer, besitzt jedoch eine hydrophile Karboxylendgruppe.
Waéhrend der Partikelherstellung richten sich die lipophilen Ketten in das Partikelinnere und die
hydrophilen Karboxylgruppen nach auf3en. Dadurch wird die Auflésung der Nanopartikel in
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wassrigen Losungen vermieden und damit die Anwendung im menschlichen Korper (Mukosa,
Serum etc.) ermdglicht. In dem lipophilen Kern des Partikels konnen verschiedene lipophile
Substanzen eingekapselt werden, und an der wasserloslichen Aulenseite konnen hydrophile
Substanzen wie zum Beispiel Antigene oder andere Proteine gekoppelt bzw. absorbiert werden.

o]
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8]
Lactid Pohdactid

Abb. 3: PLA-Synthese

Polylactide sind vor allem durch die ionische Polymerisation von Lactid, einem ringférmigen Zusammenschluss von
zwel Milchsduremolekilen, zugénglich. Bei Temperaturen zwischen 140 und 180°C findet unter Einwirkung
katalytischer Zinnverbindungen (z.B. Zinnoxid) eine Ringdffnungspolymerisation statt. So werden Kunststoffe mit
einer hohen Molekilmasse und Festigkeit erzeugt. Lactid selbst |ésst sich durch Vergérung von Melasse oder durch

Fermentation von Glukose mit Hilfe verschiedener Bakterien herstellent™

Abb. 4: PLA-Partikel

a. 365 nm PLA-Partikel beladen mit Coumarin 6 (griin), Fluoreszenzmikroskop 20x Vergroferung

b. Elektronmikroskopisches Bild von PLA-Partikeln (T. Delair, Unité Mixte CNRS-bioMérieux, Lyon, France)
. 228 nm PLA-Partikeln beladen mit Nile Red (rot), Fluoreszenzmikroskop 20x Vergrof3erung
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o Angewendete PL A-Partikel

Fur die Zwecke dieser experimentellen Arbeit wurden PLA-Partikel in vier verschiedenen
Grolen angewendet (Tab.1). Die Partikel waren mit den fluoreszierenden Farbstoffen Nile Red
(rot) und Coumarin 6 (grin) beladen (Abb.4). Dadurch wurde ihre Anwendung fur die
Durchfihrung von fluoreszenzmikroskopischen und  —spektrophotometrischen  sowie
durchflusszytometrischen Untersuchungen ermoglicht.

Tabelle 1: PLA-Partikel Daten

Parikelgrofie 228 nm PLA 365 nm PLA 375nm PLA 423 nm PLA
Konzentration 61 mg/ml 40 mg/ml 27,9 mg/ml 44,1 mg/ml
Partikel/ml 7,87x 107 11,26x 10™ 8,09 x 10" 8,91x 10"

L 6sungsmittel Wasser Wasser Wasser Wasser

Zeta Potential -62 mvV -64,4 mV -7,8 mV -725mV
Polydispersity Index | 0,032 0,075 0,048 0,032

Farbstoff Nile Red (rot) Coumarin 6 (grin) Nile Red (rot) Coumarin 6 (griin)
Farbstoffkonzentration. | 0,2 % 0,02 % 0,2% 0,02

Emission 635 nm 505 nm 635 nm 505 nm
Exzitation 530 nm 458 nm 530 nm 458 nm
Antigen kein kein kein kein

o Nile Red und Coumarin 6

Nile Red und Coumarin 6 (Abb.5) sind lipophile fluoreszierende Farbstoffe, die im lipophilen
Kern der PLA-Partikel eingekapselt wurden. Im Rahmen dieser experimentellen Arbeit wurden
neben den eingekapselten Farbstoffen auch frele Farbstoffe, Nile Red (Sigma-Aldrich,
Deutschland, CAS Nr. : 7385-67-3) und Coumarin 6 (Sigma-Aldrich, Deutschland, CAS Nr. :
38215-36-0) fur die Erstellung von Kalibrierungskurven fir die spektrophotometrische
Auswertung der enkapsulierten Farbstoffen aus den PLA-Partikeln benutzt. Diese ermdglichten
dabei die Umrechnung der gemessenen Fluoreszenzintensitét in Farbstoffkonzentrationen. Nile
Red weist ein Absorptionsmaximum bel 457 nm und Coumarin 6 bei 553 nm auf. Die

Anwendung von Nile Red zur Lipidfarbung ist seit langem bewahrt!’”.



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/SearchResultsPage?Query=7385-67-3&Scope=CASSearch&btnSearch.x=1�
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Abb.5 Chemische Struktur von Coumarin 6 und Nile Red
Coumarin 6 (CyoH1sN-0,S) weist ein molekulares Gewicht von 350.43 Da und Nile Red C,0H1gN>O, von
318.37 Da auf. Beide sind lipopihile fluoreszierende Farbstoffe.

2.1.4 Antikorper und MACS-Separation Kit

Fur die Isolierung von LHZ der Epidermis erfolgte eine magnetische Zell separation. Verwendet
wurde ein MACS-Separation Kit von Milteniy Biotec, USA (CD1c (BDCA-1) + Dendritic Cell
Isolation kit human, Order No. 130-090-506). Fir die weiteren fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen und fur die Durchflusszytometrie wurden die Langerhanszellen mit anti-CDla
monoklonalen Antikérpern markiert (BD Pharmingen ™ APC anti human CD1a, Kat. Nr.
559775 und FITC anti human CD1a, Kat. Nr. 555806, BD Biosciences Pharmingen, CA, USA)

2.1.5 Chemikalien

Die im Rahmen dieser experimentellen Arbeit verwendeten Materialien werden in Tabelle 2
aufgelistet. Des Weiteren wird hier die Herstellung der Trypsin-, Dispase-, PFA 2% L 6sung und
des MACS-Puffers beschrieben. Die aufgelisteten Chemikalien sind in Deutschland hergestellt.

MACS- Puffer: 500 ml PBS, pH=7,2, ohne C&®* und Mg?*
0,5% BSA
10 mM EDTA

Dispase: 2,4 U/ml Dispase

Paraformaldehyde:  1g PFA+ 49 ml PBS
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(Trypsin 2,5% 1:10 in PBS mit 1,5 mM CaCl,), 50 ml

Trypsin 2,5%:
CaCl, 1M:

Tab. 2: Chemikalienliste

5ml Trypsin (2,5%) + 45 ml PBS+ 75 pl 1M CaCl,
0,125g Trypsin + 4,87 ml PBS
1,665 g CaCl, +13,3 ml PBS

Bezeichnung Menge/ Hersteller Katalognummer
Konzentration

Medium 500 ml PAA Laboratories E15-039

RPMI 1640

Foetal Calf Serum 500 ml PAA Clone A 15- 041
(FCS)

Dulbecco’s PBS 500 ml PAA Laboratories H15-001

Mit Ca?* und Mg**

Dulbecco’s PBS 500 mi PAA Laboratories H15-002

Ohne C&®* und Mg?*

Hexan 1000 ml, >95% Merck 110-54-3

| sopropyl myristat 250 ml, >98% Fluka 110-27-0
Dichloromethan 500 ml, >99,9% Merck 1, 06048 0500
CaCl, 500 gr ,>99% Merck 10035-04-08
Paraformaldehyde 500 gr Sigma 30525-89-4
Dispase” I 5x 1gr, 0,8 U/mg Roche 04 942 078 001
Albumin bovine 100 gr Serva 11939
FractionV (BSA)

EDTA 50 gr, >99% Sigma E5134
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2.1.6 Gerate

Dieim Rahmen dieser experimentellen Arbeit verwendeten Geréte werden in Tabelle 3 nach
Hersteller und Modell aufgelistet. Herstellungsland ist Deutschland.

Tab. 3: Verwendete Gerate

Gerétart Hersteller M odell
Kryostat MICROM HM 560
Inverses Mikroskop Olympus IX 50
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX 60
Konfokales Olympus FV 1000
L aserscanmikroskop
Fluoreszenzspektrometer Perkin Elmer L uminescence Spectrometer
LS 50B
Durchflusszytometer Becton Dickinson FACS Calibur

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco
Zentrifuge Heraeus Multifuge 3 SR
Brutschrank Heraeus HERA cell

Sterile Arbeitsplatte Heraeus HERA safe

Schiittler IKA® Labortechnik Mini Rocker MR-
Ruhrer IKA® Labortechnik RH basic

Vortex IKA® Labortechnik MSI Minishaker
Ultraschallbad BANDELIN Sonorex Super RK 102H

Magnetic Cell Seperator

MILTENYI BIOTEC

MACS Multistand

M agnetische Saule

MILTENYI BIOTEC,

Large Cell Seperation

Columns
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2.1.7 Sonstige Materialien

Sonstige Materialien, die fur die Zwecke dieser experimentellen Arbeit verwendet wurden,
werden in Tabelle 4 aufgelistet.

Tab 4: Sonstige Materialien

Beschreibung Hersteller Modell

Kleber UHU, Deutschland Sekunden Alleskleber
Klebeband Tesa, Deutschland Tesafilm®

Parafilm Pechiney Plastic Parafilm M

Packaging,WI, USA

Kryo- Spray Bio optica, Italien Cryo Spray
Einbettmedium Science Services, Tissue- Tek® O.C.T.
Deutschland Compound
Quartz Klvetten Helma, Deutschland Quartzglas suprasil
5x5%x44,75 mm
111.057-QS
Cell Strainer BD Biosciences USA BD Falcon

Cell Strainer 70 um

K onisches Rohrchen BD Biosciences USA Falcon Blue Max 15 ml

und 50 ml
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2.2  Methoden

2.2.1 Préparation der Hautproben

Die Hautproben wurden makro- und mikroskopisch zum Ausschluss von Mikrolé&sionen
untersucht. Fir die Kryoschnitte bzw. die FACS-Analyse wurden jeweils 1 cm? Hautproben von
der Gesichtshaut und 16 cm? Hautproben von der Brust/Bauchhaut verschiedener Spender
gewonnen. Von den 16 cm? Hautproben wurde pro Spender je eine Probe nicht weiter behandelt,
sondern as Negativkontrolle fur die FACS-Analyse benutzt. Fir jede Experimentart wurden
Hautproben von drei verschiedenen Spendern vorbereitet (Abb. 8).

Nach Entfernung des subkutanen Fettgewebes wurden die Hautproben mit einem Sicherheitsrand
von 0,3 - 0,5 cm pro Seite geschnitten. Als Unterlage wurden Styropor Stiicke mit Parafilm
umkleidet, darauf wurde jewells eine Probe fixiert. Nach der Durchfiihrung eines CSSS wurde die

jeweilige Partikelsuspension aufgetragen (20ul/ml). Das CSSS (Abb. 6) wurde nach dem

Protokoll in der Arbeitgruppe von Frau Dr. A. Vogt durchgefiihrt!3*4!.

Abb. 6: Durchfihrung eines CSSS auf exzidierte menschliche Haut

Auf 1 cm? bzw. 16 cn?? praparierter Haut wurden 1 bzw. 9 Tropfen UHU Sekundenkleber gegeben (a) und mit
einem Mikroskopdeckglas gleichméafiig dinn verstrichen (b). Im Anschluss wurde der Tesafilm auf das Hautaresl
geklebt (c) und mit der Fingerspitze Uber eine Minute fest gedriickt bzw. mit der Gummirolle 10 mal gerollt (d).
Nach 20 Minuten wurde der Tesafilms mit einer Pinzette gefasst und abgerissen (5).

Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer bei 37°C Uber vier (Kryoschnitte) bzw. 16
Stunden (FACS-Analyse). Fur die Kinetik der Nile Red Freisetzung in den Haarfollikeln wurde
die Partikellosung auf funf 1 cm? Stlicke aufgetragen und es erfolgte eine Inkubation bei 37°C
uber 2, 4, 8, 16, und 24 Stunden.
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Nach der Inkubation wurde 5x ein Tape Stripping (Entfernung der obersten Schichten des
Stratum corneum mit Tesa Film) durchgefihrt, um 0Uberschissige Partikel von der
Hautoberflache zu entfernen. Um Artefakte durch spétere Verschleppung zu vermeiden wurde
anschlief3end der Sicherheitsrand entfernt und jede Probe von der Seite der Dermis zur Epidermis
geschnitten, ebenfalls um ein unspezifisches Verschieben von Partikeln in die Haut wéhrend der

Préparation zu vermeiden.

2.2.2 Kryoschnitte

Fir die Herstellung der Kryoschnitte wurden die 1 cnm? Hautproben, nach der Inkubation mit der
jeweiligen Partikelsuspension (228 nm PLA_NR-NP 0,5%, 365 nm PLA_Coum6-NP 0,5%) in
vier 0,5 x 0,5 x 0,2 cm Wirfel geteilt. Im Anschluss wurden die Proben in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —20°C aufbewahrt. Jewells eine der Proben wurde in Einbettmedium
fixiert und am Kryostat geschnitten. Insgesamt wurden 150-200 Schnitte pro Stick und
Hautprobe auf 10-15 Objekttragern gemacht. Geschnitten wurde mit einer Schichtdicke von 6
pum, die Temperatur des Messers lag zwischen -19 und -22°C und des Objektes zwischen -22 und
-25°C. Die Objekttrager wurden anschlief3end bei -20°C gelagert.

o Fluor eszenzmikr oskop

Die Auswertung der Kryoschnitte erfolgte semiquantitativ am Fluoreszenzmikroskop. Die Tiefe
der Penetration in die Haarfollikel wurde nach folgenden Kategorien bewertet: mittlere
Epidermis, tiefe Epidermis und tiefes Infundibulum des Haarfollikels (Abb.7). Follikel, bei
denen sich Partikel ausschliefdlich oberhalb der Epidermisebene zeigten, wurden as negativ
bewertet. Insgesamt wurden pro Hautprobe ungeféhr 150 Schnitte analysiert. Hautproben von
der Gesichtshaut drel verschiedener Spender wurden ausgewertet. Fir die grinen Coumarin 6
PLA-Partikel wurde der NIBA-Filter (Exc. 470 - 490 nm, Em. >550 nm) und fur die roten Nile
Red PLA-Partikel der WIY -Filter (Exc. 545 - 580 nm, Em. >610 nm) benutzt. Fir die Kinetik
der Nile red Freisetzung in den Haarfollikeln wurden 30 - 50 Schnitte pro Probe ausgewertet.
Fotos und Overlay-Bilder wurden mit der Hilfe der AnalySIS® Software, Version 3.1 von

Olympus, Deutschland gemacht.
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Negativ

Mittlere Epidermis

Komplette Epidermis

Tiefe Penetration
im Infundibulum

Abb. 7: Penetrationstiefe der PL A-Partikel in die menschlichen Vellushaarfollikel
Die Penetration der Nanopartikel wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht und nach den Kategorien ,, negativ*,

mittlere Epidermis, komplette Epidermis und tiefes Infundibulum ausgewertet.

o Konfokales L aser scanmikroskop (CL SM)

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Farbstofffrei setzung wurde durch Aufnahmen
am konfokalen Laserscanmikroskop erganzt. Ein Laserstrahl (produziert mit einem Helium-
Neon Laser, grin, 543 nm) wird auf einen kleinen Objektbereich fokussiert. Das von diesem
Bereich zurlckreflektierte Streulicht wird mit einem Strahlenteiler geteilt, um nach
Durchquerung einer kleinen als Raumfilter wirkenden Blende (,Pinhole*), die in ihrem
Durchmesser zu der Grof3e des beleuchteten Bereiches passt, von einem optischen Detektor (600
- 700 nm) nachgewiesen zu werden. Diese Technik ermoglicht daher eine sehr spezifische
Messung mit hoher Auflosung. Es erfolgte die Aufnahme der Epidermis, der Dermis und der
Talgdrusen zur optimierten Darstellung der Nile Red Freisetzung aus den Nanopartikeln und der
Farbung der verschiedenen Hautelemente.

2.2.3 Isolierung der Epidermiszellen fir die FACS-Analyse

Jede Hautprobe (16 cm?) wurde nach der Inkubation mit der jeweiligen Partikelsuspension in 3
mm x 3 mm Hautstiickchen geschnitten. Fir die Untersuchung der Partikelaufnahme durch die
Langerhanszellen in vitro sowie fur die Vorbereitung aller negativen Kontrollen fir die FACS-
Analyse wurden die unbehandelten 16 cm? Hautproben gleich geschnitten.
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Die Hautstiickchen wurden bei 37°C tber 3 Stunden in 3 ml Dispase (2,4 U/ml) verdaut, und
anschlief3end wurde die Epidermis von der Dermis getrennt. Die Epidermispléttchen wurden mit
PBS gewaschen und in 10 ml Trypsin tber 15 min bei 4°C verdaut. Nach dem Filtern durch den
Cell Strainer wurde die gewonnene Zellsuspension fur 10 min zentrifugiert (1000 rpm) und in
200 pl MACS-Puffer resuspendiert.

234 MACS-Separation

Die MACS-Separation dient der Isolierung einer bestimmten Zellpopulation aus einer
Einzelzellsuspension. Dazu wird die erwinschte Zellenpopulation mit nanometergrof3en
Magnetpartikeln markiert. Beilm Durchfluss einer Saule, die von einem starken Magnetfeld
umgeben ist, wird die magnetisch markierte Zellpopulation zurtickgehalten und kann nach
Entfernung des Magnetfel des gewonnen werden! ™.

o | solierung der Langer hanszellen aus der Epider miszellensuspension

Zu 200 pl einer Epidermiszellsuspension wurden jeweils 100 pl vom FcR Blocking Reagent,
CD19-Beads und anti-BDCA-1-Biotin Antikorper (MACS-Separation Kit, Flasche 1-3)
hinzugegeben, gut gemischt und fir 12 min bel 4°C geschittelt. Nach dem Waschen mit PBS,
Zentrifugation (800 rpm, 7 min) und Resuspension in 400 pl MACS-Puffer wurden 100 pl anti-
Biotin MicroBeads hinzugegeben. Die Zellsuspension wurde erneut gut gemischt und bel 4°C
12 min auf dem Schittler inkubiert. Nach der Zugabe von 15 pl konjugierter Fluorochrome
(anti-CD1a-FITC und -APC) wurde die Inkubation tber 20 min weitergefuhrt. Schliefdich
wurde die Zellsuspension nach Waschen mit PBS erneut zentrifugiert (800 rpm, 7 min) und in
1000 pl MACS-Puffer resuspendiert.

Nach der Vorbereitung der magnetischen Saule durch dreifaches Waschen mit 1 ml MACS-
Puffer wurde die Zellsuspension auf die Saule gebracht. Anschlief3end wurde sie erneut dreimal
mit PBS gewaschen. Nach Entfernung des Magnetfelds wurde durch Waschen mit 1 ml MACS-
Puffer eluiert. Der gleiche Prozess mit einer zweiten Saule wurde die Langerhanszellpopulation
nach Zentrifugation und Resuspension der Zellésung wiederholt. Die isolierte
Langerhanszellsuspension wurde noch einmal zentrifugiert, in 300 pl PFA 2% resuspendiert
und bel 4°C im Kuhlschrank gelagert (Abb 8).

2.3.5 Invitro Inkubation der Langerhanszellen mit den Partikelsuspensionen

Zur Untersuchung der Partikelaufnahme durch Langerhanszellen in vitro erfolgte nach der

Isolierung der Langerhanszellen von exzidierter menschlicher Haut (n=3) die Inkubation der
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Zellsuspension mit den jeweiligen Partikel suspensionen tber 2 Stunden in 1 ml Medium (RPMI
1640) bei 37°C. Verwendet wurden vier verschiedene Partikel grofzen (228 nm, 365 nm, 375 nm
und 423 nm) und zwel verschiedene Konzentrationen der Partikelsuspension (10 pg/ml und 50
pg/ml). Nach der Inkubation wurde die Zelll6sung mit 1 ml PBS gewaschen, zentrifugiert (2000
rpm, 7 min), mit 300 pl PFA 2% resuspendiert und im Kuhlschrank bel -4°C gelagert.

i 1 CSSS
/ \ Auftragen von PLA-

Partikeln / \

Exzidierte menschliche Haut 16h, 37°C

Durchlusszytometrie (FACS-Analyse) Magnetic Cell Separation (CD1c)
Fluoreszenzmikroskopie (MACS)

Abb. 8 Untersuchung der Partikelaufnahme der PL A-Partikel durch die Langerhanszellen

Nach der Durchfiihrung eines CSSS wurde die jeweilige Partikelsuspension auf 16 cm? exzidierte menschliche Haut
aufgetragen und Uber 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Isolierung der
Langerhanszellen (MACS-Separation) und die Untersuchung der Partikelaufnahme mittels Durchflusszytometrie.
Zur Bestdtigung des Befundes erfolgte im Anschluss eine Kontrolle am Fluoreszenzmikroskop. Nach der
Partikelaufnahme zeugte sich ein feingranul &res Fluoreszenzmuster.

CSSS: Cyanacralat Skin Surface Stripping; PLA: Poly lactic acid
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2.3.6 FACS-Analyse

Ein Durchflusszytometer kann Fluoreszenzlicht messen und erlaubt dadurch, eine Vielzahl von
Merkmalen auf den Zellen zu untersuchen. Dazu missen diese Merkmale mit der Hilfe von
fluoreszierenden Farbstoffen (Fluorochrome) markiert werden. Die Fluorochrome selbst kdnnen
an monoklonale Antikérpern gekoppelt werden, um gezielt an bestimmte CD-
Oberflachenproteine zu binden. Durch Einsatz verschiedenfarbiger Laser kann die Anzahl der
einsetzbaren Farbstoffe und damit die Informationsdichte erhoht werden! ™.

Das verwendete Durchflusszytometer verflgt tUber einen luftgekihliten Argon Laser (488 nm)
und einen Dioden Laser (635nm) und kann vier verschiedene Farben in vier verschiedenen
Kanden mit der Hilfe von vier Detektoren detektieren. Im Kanal FL1 wird Fluoreszenz einer
Wellenlange 530/30 nm (530 bis 560 nm) detektiert. FUr die anderen drel Kandle werden die
folgenden Werten angegeben: FL2: 585/42 nm, FL3: 661/16 nm und FL4 ab 670 nm. Die
Markierung der Langerhanszellen erfolgte durch fluoreszierende anti-CD1a-APC und anti-CD1-
FITC Antikorper (Par. 2.1.4). Die Nanopartikel fluoreszierten dank der jeweiligen
eingekapselten Fluorochrome (Nile Red und CoumarinG, Par 2.1.3).

Die Darstellung der Daten kann in Form eines zweidimensionalen Dot-Plot-Diagramms oder
eines Histogramms erfolgen. Anhand der zwei Beispiele in Abbildung 9 wird das
Funktionsprinzip in Kirze dargestellt. Das Gerdt wird mit der Hilfe einer Negativenkontrolle
(Zellsuspension gewonnen von unbehandelter Haut) eingestellt. Jeder Punkt im Dot-Plot-
Diagramm entspricht einer gemessenen Zelle. Auf den zwei Achsen des Diagramms werden die
Fluoreszenzintensitéten der zwei zu untersuchenden Merkmale dargestellt, an der vertikalen die
Fluoreszenzintensitdt der markierten Langerhanszellen und auf der horizontalen die
Fluoreszenzintensitéat der Nanopartikel. Bel fehlender Markierung befinden sich alle Zellen in
unteren linken Quadrant (Abb.9a). Im Gegensatz dazu bewegen sich die markierten
Langerhanszellen mit den internalisierten Nanopartikeln entlang der beiden Achsen, so dass sie
sich als doppelt positive Zellen im obersten rechten Quadrant darstellen (Abb.9b).

Die zweite Darstellungsmethode, das Histogramm, wurde zur Untersuchung der Aufnahme von
freigesetzten fluoreszierenden Farbstoffen (Nile Red und Coumarin 6) durch Epidermiszellen
angewendet. In diesem Fal wird die Fluoreszenzintensitdt in Relation zur Zahl der
fluoreszierenden Zellen als Kurve dargestellt. Die Uberlappung von Kontroll- und Testkurven
ermdglicht einen direkten Vergleich (Abb. 9c,d).
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Abb. 9: FACS-Analyse, Beispiele vom Dot- Plot-Diagramm und Histogramm

Bel der negativen Kontrolle zeigt sich keine Bewegung der Zellwolke (a), anti-CD1at+ Zellen, die Nanopartikel
aufgenommen haben stellen sich als doppelt positive Zellen im oberen rechten Quadrant dar (b). In den
Histogrammen entspricht die blaue Kurve der negativen Kontrolle (unbehandelte Haut). Die Kurve der
Fluoreszenzintensitét bewegt sich viel weniger nach der Aufnahme des freien Coumariné (c) as nach
Internalisierung der PLA_Coum6-NP (d)

PLA: Poly lactic acid; Coum6: Coumarin 6; NP: Nanopartikel

e Untersuchungsmaterial

Nach Behandlung der exzidierten menschlichen Haut mit der jeweiligen Partikel suspension und
Isolierung der LHZ wurde die Partikelaufnahme am Durchflusszytometer gemessen. Bel den in
vitro Versuchen erfolgte die Inkubation mit der jeweiligen Partikelsuspension erst nach der
Isolierung der LHZ von unbehandelter exzidierter menschlicher Haut. Zur Untersuchung der
Aufnahme vom freien Farbstoff durch Keratinozyten wurden komplette Einzel zell suspensionen
der Epidermis ohne vorherige Zellseparation verwendet. Insgesamt wurden 20.000 Events pro
Zelllésung (n=3 fir jeden verschiedenen Experimenttyp) am Durchflusszytometer gemessen und
mit der Hilfe der CellQuest Software (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) analysiert.



Material und Methoden 31

o Verwendete Partikelsuspensionen

Zur Untersuchung der Partikelaufnahme durch die LHZ der Epidermis wurden die Hautproben
(16 cm?) mit der jeweiligen Zellsuspension (228 nm PLA_NR-NP bzw. 365 nm PLA_Coumé6-
NP, 20 pl/cm?, Konz. 0,5%) bei 37°C Uber 16 Stunden inkubiert. Zur Untersuchung der
Aufnahme des freigesetzten Farbstoffes durch die Epidermiszellen erfolgte ebenso die
Inkubation der Hautproben (16 cm?) mit der jeweiligen Zellsuspension (228 nm PLA_NR-NP
bzw. 423 nm PLA_Coum6-NP, 20 ul/cm?, Konz. 0,5%) bei 37°C Uber 16 Stunden. Zur
Untersuchung der Partikelaufnahme in vitro in der Zellkultur wurden die Zellsuspensionen der
isolierten Langerhanszellen mit verschiedenen Partikel suspensionen inkubiert (vier verschiedene
Partikelgrof3en: 228 nm, 365 nm, 375 nm und 423 nm, und zwei verschiedene Konzentrationen

der Partikel suspension: 10 pg/ml und 50 pg/ml).

2.3.7 NileRed und Coum 6 Freisetzung Kinetik und Fluor eszensspektr ophotometrie
Um das Verhalten der Partikelsuspensionen (228 nm PLA_NR-NP und 423 nm PLA_Coum6-

NP) in der lipophilen Umgebung des Haarfollikels zu simulieren wurde die Freisetzung des

Farbstoffes in einem zwei phasigen System (hydrophil/lipophil) gemessen.

o Freisetzungskinetik

Fur die Herstellung der zwel Partikelsuspensionen wurden 10 pl 228 nm PLA_NR-NP
(Stammlésung: 61 pg/ml PLA, 0,2% NR) und 13,8 pl 423 nm PLA_Coum6-NP (Stamml6sung:
44,1 pg/ml PLA, 0,02% Coum6) jewells in 990 ul und 986,2 ul PBS geldst (Endkonzentration
610 pg/ml). Anschlief3end wurden jeweils in 2 ml Eppendorf- Réhrchen 1 ml der PartikellGsung
und 1 ml Hexan bzw. IPM hinzugefiigt. Hexan, ein geséttigter linearer Kohlenhydrat wurde
wegen seiner extremen Lipophilizitét ausgewahlt. Isopropylmyristrat (IPM) wurde aufgrund
seiner Ahnlichkeit zur lipophilen Natur des Stratum corneum und des Sebums gewaht!®.
Insgesamt wurde das Experiment dreimal mit Hexan und dreimal mit IPM als Rezeptor Medium
fur jede der zwel Partikell6sungen wiederholt.

Die zwel Phasen blieben getrennt. Im unteren Teil des Rohrchens verblieb die dichtere
hydrophile Lésung und im oberen die lipophile Losung mit niedriger Dichte.

Die zweiphasigen L 6sungen wurden mit 240 Drehungen pro Minute gerthrt. Nach 0,1,2,3,5,16
und 24 Stunden wurden jeweils 10 pl von der Hexan- bzw. |PM-L6sung entnommen und in 1 ml
reine Hexan bzw. IPM Endl6sung Uberfihrt. Das entnommene Volumen wurde jedes Mal durch
10 pl frisches Hexan bzw. IPM ersetzt (Abb. 10).
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Abb. 10: In vitro Untersuchung der Farbstofffreisetzung von den PLA-Partikeln

Die Farbstofffreisetzung aus den PLA-Partikeln wurde in vitro mit Anwendung eines zweiphasigen Systems
untersucht. Die Partikelsuspension in 1ml PBS (hydrophil) wurde in eéinem 2ml Réhrchen mit 1m IPM oder Hexan
(lipophil) inkubiert. Nach jeweils 0,2,4,8,16 und 24 Stunden wurden 10 pl von der IPM bzw. Hexan Ldsung
entnommen und in 990 ul IPM bzw. Hexan L&sung hinzugegeben. Im Anschluss erfolgte in den entsprechenden
L 6sungen mittels Fluoreszenzspektrophotometrie nach den freigesetzten Farbstoffen gesucht

IPM: | sopropylmyristat; PLA: Poly lactic acid

o  Zdlextrakte

Nach Inkubation der exzidierte menschliche Haut mit der jeweiligen Partikelsuspension (Par.
2.3.5) wurden die Epidermiszellen mittels MACS-Separation isoliert (Par. 2.3.4). 5 x 10’
Zellen/ml (n=3) wurden zentrifugiert, und nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet
mittels 1 ml Dichloromethan und Vortexen lysiert. Das entstandene Zellextrakt wurde am

Fluoreszenzspektrophotometer untersucht.

o Fluor eszenzspektrophotometrie

Die Fuoreszenzintensitdt der freigesetzten Farbstoffe in den Rezeptormedia wurde
fluoreszenzspektrophotometrisch gemessen und mit Hilfe ener Kalibrierungskurve in
Konzentrationen umgerechnet. Benutzt wurden Quarzkivetten mit 5 mm Schichtdicke und funf
Fenstern, externe Dimensionen 5 x 4 x 44,7 mm.

Das Auflicht des Spektrophotometers exzitiert die Probe Uber die gesamte Schichtdicke der
Kuvette, und das emittierte Licht wird im 90° Winkel zum Exzitationsstrahl gemessen. Mit der
Hilfe des Exzitations- und Emissionsmonochromators konnen fur verschiedene Exzitations- oder

Emissionswellenlangen die entsprechenden Emissions- und Exzitationsspektra und -maxima
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bestimmt werden® (Abb. 11). Die gesammelten Daten wurden mit Hilfe von UV Winlab
Software, Version 2.85.04 , Perkin EImer USA, analysiert.
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Abb. 11: Fluoreszenzemissionsspektren

Dargestellt sind die Fluoreszenzspektren von Nile Red und Coumarin 6 in Dichloromethan (CH.Cl,), IPM und

Hexan
IPM: | sopropylmyristat
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Abb. 12: Coumarin 6 und Nile Red Kalibrierungskurven fur die freien Fluoreszenzfar bstoffen Nile Red und
Coumariné

Fluoreszenzintensitét von verschiedenen Coumarin 6 und Nile Red Konzentrationen in IPM, Hexan und
Dichloromethan. Mit der Hilfe der Kalibrierungskurven wurde ausgehend von der gemessenen Fluoreszenzintensitét
die Konzentration der freigesetzten Farbstoffe bestimmt.

IPM: | sopropylmyristat
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Tab. 5: Exzitations- und Emissionsmaxima von Nile Red und Coumarin6
Dichloromethan, Hexan und | PM

I'n Dichloromethan In Hexan InIPM
NR Emmisionsmax. 595 nm 525 nm 567 nm
NR Exzitationsmax. 543 nm 484 nm 516 nm
Coum6 Emmisionsmax. | 495nm 490 nm 481 nm
Coum6 Exzitationsmax. | 458 nm 448 nm 438 nm

Zur Bestimmung der Konzentration des freigesetzten Farbstoffes im Rezeptormedium wurden
Kalibrierungskurven fur die zwel verschiedenen Farbstoffe in jeweiligen verschiedenen Media
erstellt. Zu diesem Zweck wurde die Fluoreszenzintensitdt von finf verschiedenen
Farbstoffkonzentrationen (0; 0,61; 6,1; 12,2; 24,4 ug/ml) fur Nile Red und (0; 0,122; 0,61; 1,22;
2,44 pg/ml) fur Coumarin6 in beiden Medien gemessen (Abb.12).

Mit Hilfe der Kalibrierungskurven wurde fir jede Probe der Kinetik die gemessene
Fluoreszenzintensitét in  Farbstoffkonzentration umgerechnet. Der  Vergleich  der
Farbstoffkonzentration im Rezeptormedium mit der Anfangskonzentration des in den
Nanopartikeln eingekapselten Farbstoffes (Nile Red oder Coumarin 6) in der PBS-Ldsung (610
pg/ml) ermoglichte die Quantifizierung der Farbstofffreisetzung bei der Interaktion der
hydrophilen (PBS und Nanopartikel in PBS) mit der lipophilen (Rezeptor Medium) Phase. Die
Konzentration der freigesetzten Farbstoffe wurde auch in epidermalen Zellextrakten, welche
zuvor mittels Dichloromethan lysiert wurden, gemessen (Par. 2.3.7). In diesem Fall wurden
Kalibrierungskurven fur Nile Red und Coumarin 6 in Dichloromethan (Abb. 12) verwendet.

2.3.8 Statistische Auswertung

Mittelwerte und Standardabwei chungen wurden mit der Hilfe der Software Microsoft Excel
2003 berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Penetration von 228 nm und 365 nm PLA-Partikelin menschliche
Vellushaarfollikel

Zur Untersuchung der Penetrationseigenschafterdendnaximalen Penetrationstiefe der PLA-
Partikel erfolgte nach der Herstellung der Kryostthneine semiquantitative Analyse am
Fluoreszenzmikroskop. Es wurden native Fotos undsHmit verschiedenen Filtern (WIY- bzw.

NIBA-Filter) von exakt demselben Areal angefertigtd digital Gbereinander gelegt (Overlay
Bilder). Die Penetrationstiefe der Partikel entlathgs Haarkanals wurde in die Kategorien
Hautoberflache, mittlere Epidermis, dermoepiderni@enze und tiefes Infundibulum unterteilt.
Pro Hautprobe (n=3 pro Partikelsuspension, 0,5%r#28zw. 365 nm PLA-Partikel) wurden

50 bis 60 Haarfollikel ausgewertet (Tab. 6).

Tab. 6: Penetrationstiefe der PLA-Partikel, semigantitative Analyse
Follikel Keine Mittlere Epidermis | Tiefer
ausgewertet| Penetration | Epidermis | komplett

365 nm_a 63 24 9 16 14
365 nm_b 36 23 6 7 0
365 nm_c 47 20 8 9 9
228 nm_a 67 28 16 11 14
228 nm_b 50 26 12 7 5
228 nm_c 51 29 6 7 9

Keiner der beiden untersuchten Partikeltypen wiae enetration in die interfollikulare Haut
auf. Im Gegensatz dazu zeigte sich in etwa dertéldér Follikel (48,18 + 13,79% bzw. 49,41 +
7,69%) eine feingranuléare bzw. grobgranuléare Faghlies Follikels, die auf eine intrafollikulare
Penetration von beiden Partikelgré3en (365 nm 228. nm PLA-Partikel) in manchen Fallen
bis zum tieferen Infundibulum hinweist.

In 15,99 + 1,49% bzw. 19,19 + 7,03% der ausgewantébllikel zeigte sich eine oberflachliche
Penetration der 365 nm bzw. 228 nm PLA-Partikel.2in33 + 3,53% und 18,34 + 1,48%
penetrierten die 365 nm bzw. 228 nm PLA-Partiketlén kompletten epidermalen Anteil des
Haarfollikelinfundibulums. In 13,79 + 12,04% bzwB,35 + 5,59% lie3en sich 365 nm bzw. 228
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nm PLA-Partikel im tieferen Infundibulum nachweiséAbb. 13). Nanopartikel in der
perifollikularen Epidermis, in den ZellschichtensdEollikels oder in den Talgdrisen waren
jedoch nicht sichtbar.

Nanopartikelpenetration

70,00
60,00 -
50,00
40,00 -
30,00 -
20,00 +
10,00 -

0,00 -

Follikel %

Keine Mittlere Komplette Tiefer
Penetration Epidermis Epidermis

Penetrationstiefe

Abb. 13: Penetration der 228 nm und 365 nm PLA-Paikel in menschliche Vellushaarfollikel
Es zeigte sich fir beide PartikelgréRen in etwa ldéatfte der untersuchten Haarfollikel eine intréifalllare

Penetration, welche in etwa 13% der Follikel bisnzieferen Infundibulum reichte. (griin= 365 nm_C®&uRLA-
Partikel, rot= 228nm_NR PLA-Partikel)

NR: Nile Red; Coum6: Coumarin 6; PLA: Polylactiddac

In dem follikularen Kanal zeigten sich nicht nur nzlne Nanopartikel, die
fluoreszenzmikroskopisch ein feingranulares Fluoeagmuster aufwiesen, sondern auch grol3e
Partikelansammlungen mit einem unregelmaRigen, gyastuldren Fluoreszenzmuster. Diese
intrafollikularen Partikelkonglomerate waren untdnigdlich gro3 und erreichten in einigen
Fallen mehrere Mikrometer (Abb. 14). Sie lieRenhsiltioreszenzmikroskopisch durch ihre
GroRRe und unregelmaRige Struktur deutlich von elda Partikelaggregaten abgrenzen, welche
sich z.T. in der Partikelstammsuspension (in PB8jleten und durch Schitteln oder
Sonifizieren wieder auflésbar waren.

Aul3er der grobgranularen Farbung des InfundibuldersHaarfollikel war bei den mit 228 nm
PLA_NR-NP inkubierten Hautproben auch eine deudlichiffuse rétliche Farbung (Fotos mit
WIY-Filter) der Epidermis, der Haarfollikel und ddéralgdrisen auffallig (Abb. 22). Eine
ahnliche, aber deutlich schwécher ausgepragte R@rtber Epidermis fand sich bei Hautproben,
die mit 365 nm PLA_Coum6-NP behandelt worden war.
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nativ 20 x WIY/ NIBA Filter 20 x

Abb. 14: Follikulare Penetration der 365 nm PLA-Patikeln

Quer- und longitudinale Schnitte von verschiedevielushaarfollikeln. Intrafollikuléar zeigt sich eigrobgranuléres
Fluoreszenzmuster. Das eingekapselte Fluorochramr(@rin 6 bzw Nile Red) fluoresziert im NIBA-Filtgrin

(f,h) bzw im WIY- Filter rot (b,d) Die Penetratioder Nanopartikel, nicht nur im epidermalen Antedsd
Haarfollikels sondern auch tiefer im Infundibuluéss$t sich gut in den entsprechenden Overlay-Bildarstellen
(a,c,e,g). Das grobgranulare Fluoreszenzmusteprictis den Partikelaggregaten im Follikel.
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In beiden Fallen wurden die enkapsulierten Farbstafon den Nanopartikeln oder den
Konglomeraten teilweise freigesetzt; trotz der $e&aung der Fluorochrome waren die Partikel
und insbesondere die Konglomerate am Fluoreszemaski&p noch sichtbar.

Zusammenfassend penetrierten die PLA-Partikel beidegersuchten Grol3en in etwa der Halfte
der ausgewerteten Haarfollikel, wo sie maximal di&fere Infundibulum erreichten. Im
follikularen Kanal bildeten sich PartikelkonglomiraDie diffuse Farbung der Epidermis, des
Follikels und der Talgdriise weist darauf hin, da&s enkapsulierte Farbstoff zumindest

teilweise freigesetzt wurde; méglicherweise alggealer Konglomeratbildung.

3.2  Aufnahme der PLA-Partikel von den Langerhanszéén der Epidermis

3.2.1 Aufnahme nach intrafollikularer Penetration

Die Aufnahme der PLA-Partikel durch epidermale Lengnszellen wurde an exzidierter
menschlicher Haut mittels Durchflusszytometrie wueht. Es zeigte sich im Dot-Plot-
Diagramm keine positive Wolke und im Histogramm nieeiwesentliche Verschiebung der
Fluoreszenzintensitatskurve fir beide untersucliartikelarten, 228 nm bzw. 365 nm PLA-
Partikel (n=3 fur jede untersuchte Partikelgr6f@&khb. 15 und 16). Das spriclgegen eine
Internalisierung  dieser  Nanopartikel durch  LHZ. d$fmechend zeigte sich
fluoreszenzmikroskopisch keine granulare, auf Zdlidalisierte Fluoreszenz.

Problematisch war die Darstellung der mit anti-CIFL&C Antikérpern markierten LHZ im
Dot-Plot-Diagramm. FITC fluoresziert im Kanal FLhdidie 228 nm PLA _NR-NP im FL-2.
Trotz der durchgefiihrten Kompensation zeigte siok deutliche Uberstrahlung von FITC auf
den FL-2 Kanal (Abb. 16, Pr.1). Aus diesem Grunddeua die nachsten Hautproben (Abb. 16,
Pr. 2 und Pr. 3) mit anti-CD1a-APC markiert. APGoflesziert im Kanal FL4 und strahlte nicht
im FL2-Bereich hinein, sodass eine klare Identiitka von Oberflachenmarkern und Partikel-
assoziierter Fluoreszenz méglich war.

AnschlieRend wurden die PLA-Partikel sowie auch 200 Polystyren_FITC-Nanopartikel
(PS_FITC-NP) auf geprickte exzidierte menschliclaithufgetragen und inkubiert. Ziel dieses
Experimentes war es zu untersuchen, ob fir dieefield Aufnahme der PLA-Partikel die
Hautbarriere oder sogar die Nanopartikel selbsialm&ch waren. Aus noch nicht publizierten
Daten der Arbeitsgruppe von Dr. A. Vogt (2008) vieekannt, dass 200 nm PS-Partikel nach
intrafollikul&rer Penetration von den LHZ aufgenoemmwerden, sodass dieser Partikeltyp zur
Durchfuihrung einer Positivkontrolle verwendet wurB&A-Partikel und 200bm PS_FITC-NP
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wurden auf geprickte exzidierte menschliche Haufgetuagen und inkubiert, d.h. die
Hornschicht wurde durch Lanzettenstiche kinstlistetbrochen
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Abb. 15: Untersuchung der Aufnahme von 365 nm Couarin 6 PLA-Partikeln durch die Langerhanszellen

der Epidermis.

Es zeigte sich keine Aufnahme der 365 nm PLA_ColR6durch die Langerhanszellen. (Im Dot-Plot Diagram
stellten sich keine doppelt positiv Zellen, anti-GBPC+ und PLA-Partikel+, dar, was gegen die Iraéiserung

der 365 nm PLA_Coum6-NP spricht.) Die Langerhalszevurden nach der Inkubation der exzidierten tHait

der 365 nm PLA_Coumé6 Partikelsuspension (nach eil@&8S, 0,5% 365 nm PLA_Coum6 NP, 16 Stunden, n=3)
isoliert und markiert mit anti-CD1-APC (Pr.1-Pr.3)ls negative Kontrolle (n.K) fungierten Langerhaeken
isoliert aus unbehandelter menschlicher Haut undkiera mit anti-CD1a—APC.

Im Histogramm zeigte sich keine deutliche Verschiep der Fluoreszenzintensitatskurven der drei satdten
Proben (Pr.) im Vergleich zu den negativen Kongmollwas gegen eine Aufnahme der 365 nm PLA_Coum6-NP
durch die Langerhanszellen spricht.

PLA: Polylactic acid; Coum6: Coumarin6; Kontr.: Kovile; NP: Nanopartikel; Konz: Konzentration
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Abb. 16: Untersuchung der Aufnahme von 228 nm NilRed PLA-Partikeln durch die Langerhanszellen der
Epidermis

Es zeigte sich keine Aufnahme der 228 nm PLA_NRdNiFch die Langerhanszellen. (Im Dot-Plot-Diagramm
zeigten sich keine doppelt positive Zellen, antidlcBPC+ und PLA-Partikel+, was gegen die Internalishg der
228 nm PLA_NR-NP spricht). Die Langerhanszellendeur nach der Inkubation der exzidierten Haut mit36b
nm PLA Coum6 Partikelsuspension (nach einem CS$$p @28 nm PLA NR-NP, 16 Stunden, n=3) isoliert und
markiert mit anti-CD1a-APC (Pr.2-Pr.3). Nach der ridarung mit anti-CD1a-FITC (Pr.1), zeigte sich ein
deutliche Uberstrahlung vom FITC (gemessen im K&nadl) in den FL2 -Bereich, die nicht adaquat kongier
werden konnte, sodass bei den nachsten Probenatlédving mit anti-CD1a-APC erfolgte.

Als Negativkontrolle (n.K) fungierten Langerhanderlisoliert aus unbehandelter menschlicher Hadt markiert
mit anti-CD1 —APC.

Im Histogramm zeigte sich keine deutliche Verschiep der Fluoreszenzintensitatskurven der drei sntdten
Proben (Pr.) im Vergleich zu den negativen Konémollwas gegen eine Aufnahme der 365 nm PLA_Coum6-NP
durch die Langerhanszellen spricht.

PLA: Polylactic acid; Coum6: Coumarin6; Kontr.: Korile; NP: Nanopartikel; Konz: Konzentration
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Abb. 17: Geprickte Hautproben

Nach der Stérung der Hautbarriere durch Prickergteeisich keine Aufnahme der PLA-Partikel durch
Langerhanszellen der Epidermis. Im Gegensatz damdem bei 7,52% der Langerhanszellen die 200 nm PS_
FITC-NP internalisiert. Eine Bestatigung diesesuBefs erfolgte durch fluoreszenzmikroskopischenabimen.

Des Weiteren zeigte sich im Histogramm eine dewtliwerschiebung der Fluoreszenzintensitatskurve2@@rnm
PS_FITC Probe rot) im Vergleich zu der negativemtolle und der 365 nm PLA_Coum6 -NP

PS: Polystyren; NP: Nanopartikel; PLA: Polylact@da Kontr.: Kontrolle; Coum6:Coumaring

Durch diese sicherere Unterbrechung der Hautbafuektion und durch die Anwendung der
standardisierten, stark fluoreszierenden PS-Paftieegleichbarer Grol3e zu den 228 nm PLA-
Partikel) sollte geklart werden, warum keine Aufmeherfolgte. In der FACS-Analyse waren in
der Tat PS-Partikel, nicht aber PLA-Partikel, iolisrten LHZ nachweisbar. Es zeigten sich
0,22% anti-CD1a+/228 nm PLA_NR-NP+ und 0,97% andi1@+/365 nm PLA_Coum6- NP+
LHZ, im Gegensatz zu 7,52% anti-CD1a+/ 200 nm PECHNP+ LHZ (Abb. 17).

Ebenso zeigte sich in den Histogrammen nur fi28@nm PS_FITC-NP eine Verschiebung der

Fluoreszenzintensitatskurve. Diese Verschiebungabgs den im DOT-PLOT Diagramm
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dargestellten Befund der PS-Partikel Aufnahme dudie LHZ (Abb. 17). Bei der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung aller Rrategte sich nur fir die PS-Partikel ein

feingranulares Fluoreszenzmuster auf den untersndtitiZ.

Zusammenfassend zeigte sich nach Inkubation det riHulen zwei Partikelsuspensionen keine
Aufnahme der PLA-Partikel, weder der grof3eren (B6H noch der kleinen (228 nm) PLA-

Partikel, durch die epidermalen LHZ. Bei gestoHautbarrierefunktion (nach Pricken) wurden
die 200 nm PS-Partikel, die als positive Kontrdilmgierten, von den LHZ aufgenommen
(7,52% positive LHZ), nicht aber PLA-Partikel.
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3.2.2 Invitro Aufnahme der PLA-Partikel durch isolierte Langerhanszellen der

Epidermis

Um zu untersuchen, ob die PLA-Partikel prinzipidin den Langerhanszellen aufgenommen
werden kdnnen, wurden frisch isolierte Langerhafez€n=10) Hautprobem vitro, d.h. in der
Zellkultur, mit den PLA-Partikeln inkubiert. Insgesat wurden vier verschiedene Partikelgrof3en,
228 nm, 365nm, 375 nm und 423 nm und zwei verseniedonzentrationen, 10 pg/ml und 50

png/ml untersucht.

PLA-NP Konz. 10ua/ml PLA-NP Konz. 50ug/ml
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Abb. 18: In vitro Aufnahme der 228 nm PLA-Partikel durch Langerhanszéen

Nach der Inkubation von isolierten Langerhanszeaheter Zellkultur (2 Stunden, 37°C) mit 228 PLA_NNP®
zeigte sich eine Partikelaufnahme. Die Aufnahme2@& PLA_NR-NP wurde von der Konzentration der
Partikelsuspension nicht beeinflusst.

Der Befund wurde am Fluoreszenzmikroskop bestatigtsich ein feingranuldres Muster auf den Zelleigte.
NP: Nanopartikel; PLA: Polylactic acid; NR: Nile &Konz: Konzentration

Die FACS-Untersuchungen bestatigten, dass liriZitro durchaus PLA-Partikel aufnehmen
konnen. Die Partikel waren in wassriger Losungiktalach Inkubation von 228 nm PLA_NR-
NP in Gegenwart von isolierten LHZ zeigten sich Aufneen von 94,98% bei NP-Konzentration
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von 10 pg/ml und 95,95% bei NP-Konzentration vonpsdml. Die Aufnahme dieser Partikel
wurde durch die Variation der Partikelkonzentratnecht maf3geblich beeinflusst (Abb. 18).

Im Gegensatz dazu zeigte sich nach Inkubation vOnug/ml 423 nm PLA_Coum6-
Nanopartikelsuspensionen keine Partikelaufnahm@,(arti-CD1-APC+/423 nm PLA_Coum6-
NP+ Langerhanszellen: 0,09% und 0,02%). Erst Ldrayezellsuspensionen, die mit der 50
png/ml Nanopartikelsuspension inkubiert wurden, nahmiiese Partikel auf (Abb. 21).
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Abb. 19: In vitro Aufnahme der 365 nm PLA-Partikel durch Langerhanszéen.

Nach der Inkubation von isolierten Langerhanszelteder Zellkultur (2 Stunden, 37°C) mit 365nm PL@oum6-
NP zeigte sich eine Partikelaufnahme und der Befwndde am Fluoreszenzmikroskop bestétigt, wo sich e
freingranuléres Muster auf den Zellen zeigte. Nietubation mit der 50 pg/ml Partikelsuspensionltgedich die
Mehrheit (4,70%) der Langerhanszellen im Dot-Pligbam als positiv dar, im Gegensatz zu den
Langerhanszellen (3,29%) die mit der 10 pg/ml Ralduspension inkubiert wurden.

NP: Nanopartikel; PLA: Polylactic acid; Coum6:Coumé; Konz: Konzentration

Bei den 375 nm PLA_NR-NP bzw. 365 nm PLA_Coum6-N#gte sich eine beschrankte
Partikelaufnahme nach der Inkubation mit der jeyerl 10 pg/ml Partikelsuspension (3,15%
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und 3,05% bzw. 3,29%). Nach Anwendung der hoherzKoiration (50 pg/ml) zeigten jedoch
fast alle LHZ eine Partikelaufnahme (99,35% bzw7%4)(Abb.19 und 20).

PLA-NP Konz. 10pg/ml PLA-NP Konz. 50pg/ml
A 19'Tsg05% 1010,00% 99,35%
{o0,05% 3,15% 1 '
0 10%3 :
o i
<| i
a 10°7
o ]
g 10"
2,13% 10,00% 0,65%
I r 100 LR RLL] o I " R
10° 10t 10° 108 1® 10° 10

375 nm PLA_NR- NP

Nativ 100x WIY- Filter 100x

Abb. 20: Aufnahme der 375 nm PLA-Partikel durch Langerhanszellenin vitro.

Nach der Inkubation von isolierten Langerhanszeleder Zellkultur (2 Stunden, 37°C) mit 375 nmARINR-NP
zeigte sich eine Partikelaufnahme und der Befunddevuam Fluoreszenzmikroskop bestéatigt, wo sich ein
feingranulares Muster auf den Zellen zeigte. Nadtubation mit der 50 pg/ml Partikelsuspension &edich die
Mehrheit (99,35%) der Langerhanszellen im Dot-Bl@gram als positiv dar, im Gegensatz zu den
Langerhanszellen (3,15%) die mit der 10 pg/ml Ralduispension inkubiert wurden.

NP: Nanopartikel; PLA: Polylactic acid; NR: Nile &Konz: Konzentration

Die Schlussfolgerung diesen vitro Versuche ist, dass die PLA-Partikel aller untenseic

GroR3en (228nm, 365 nm, 375 nm und 423 nm) von déd Aufgenommen werden kdnnen.
Diese Aufnahme ist jedoch groRenabhangig und kdret@nsabhangig, d.h. kleinere Partikel
werden bereits bei niedrigeren Konzentrationerzieffit aufgenommen, wahrend zur Aufnahme

von groReren Partikeln hohere Konzentrationen e@eftich sind.
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PLA-NP Konz. 10ug/ml PLA-NP Konz. 50pg/ml
TV 10*3
A L 0,09% 40,00% 0
186,66% e 97.41%
0 = 10°3
o i
<| i
= 10°3
o 1
g 10'3
0,01%

0

‘ - 10
10° 10 10° 10° 10* 10

423 nm PLA_Coum6- NP

Nativ 100x NIBA- Filter 100x

Abb. 21: In vitro Aufnahme der 423 nm PLA-Partikel durch Langerhansellen

Nach Inkubation von isolierten Langerhanszellerdén Zellkultur (2 Stunden, 37°C) mit der 10 pg/m34nm
PLA_Coum6-NP zeigte sich keine Partikelaufnahmecldudie Langerhanszellen, im Gegensatz zu den
Langerhanszellen die mit der 50ug/ml Zellsuspensiokubiert wurden (97,41% Zellen zeigten eine
Partikelaufnahme im Dot- Plot Diagramm). Die Bagtitg des Ergebnisses erfolgte am Fluoreszenznkikpos

NP: Nanopartikel; PLA: Polylactic acid; Coum6: Ccanm6; Konz: Konzentration
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3.3 Farbstofffreisetzung aus den PLA-Partikeln

Die potentielle Anwendung der PLA-Partikel als Vigirbfftrager fur die lokale Dermatotherapie
erforderte die Untersuchung der Wirkstofffreisegun vitro. Als Modellwirkstoffe wurden
zwei fluoreszierende lipophile Farbstoffe, Nile Reed Coumarin 6, angewendet. Ihre
Fluoreszenz  ermdglichte die  Anwendung verschiedendethoden wie die
Fluoreszenzmikroskopie, die konfokale Laserscanwsiapie, die Durchflusszytometrie und die

Fluoreszenzspektrophotometrie.

3.3.1 Untersuchung der Freisetzung von Nile Red alPLA-Partikeln nach Kontakt mit

exzidierter menschlichen Haut

Mit Hilfe dieser Nile Red Kinetik wurde die Freigenhg des enkapsulierten Farbstoffs im
Vellushaarfollikel untersucht. Nach Behandlung egzidierten menschlichen Haut mit der 228
nm PLA_NR Partikelsuspension zeigte sich eine bkb#agige Verfarbung nicht nur des
Follikels, sondern auch der interfollikularen Epités und tieferer Strukturen wie die Talgdruse.
Die unbehandelte Haut weist im WIY-Filter nur esehwache rote Eigenfluoreszenz auf, die
vor allem im Stratum corneum und im Talg im Hadittel lokalisiert ist. Talgdriise und Dermis
sind nicht erkennbar (Abb. 22a).

Nach 2 Stunden Inkubation mit der 228 nm PLA_NRtiRalsuspension bei 37°C sah man im
Follikelostium und im oberen Infundibulum des Hadlis einzelne Partikel und insbesondere
Partikelkonglomerate (siehe auch Par. 3.1). NurEpeermis war im WIY-Filter leicht rot
verfarbt. Der Talg im Haarfollikel wies die eigesehwache Eigenfluoreszenz auf und die

Talgdrise und die Dermis fluoreszierten nicht, geoavie bei unbehandelter Haut (Abb. 22b).

A. 0 Stunden Inkubation

Nativ 20x WIY- Filter 20x
Epidermis
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B. 2 Stunden Inkubation

Nativ 20x WIY- Filter 20x
Epidermis und Follikel

Epidermis und Follikel

Talgdriise

Talgdriise
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D. 8 Stunden Inkubation

Epidermis und Follikel

Talgdriise

Talgdriise
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F. 24 Stunden Inkubation

Epidermis und Follikel

Talgdriise

Abb. 22: Diffuse Verfarbung der Epidermis, des Folkels und der Talgdriise nach Behandlung der Hauex
vivo mit 228 nm PLA_Nile Red-Partikeln

(Fluoreszenzmikroskopie, 20-fache VergrofRerung,vNand WIY Filter)Zeitabh&ngige diffuse Verfarburder
Epidermis, des Follikels und der Talgdrise, im ®eflder Zeit werden tiefere Strukturen wie die Talgen
starker verfarbt und die Verfarbung der Epidermiiamt nach einem Maximum nach 8 Stunden wiederDad.
Aggregation und die Penetrationstiefe der Partskedl ebenso zeitabhéngig. Nach 16 Stunden Inkubatitd die
Partikelaggregate kaum noch erkennbar.

PLA: Polylactic acid

Nach 4 Stunden sah man Partikelkonglomerate immttibulum bis zum Ausfiihrungsgang der
Talgdrise. Epidermis und Talgdrise zeigten eintishf rote Verfarbung (Abb. 22c), welche
nach 8 Stunden weiter zunahm (Abb. 22d). Nach L@d&n erreichte die rétliche Verfarbung
der Talgdriise und des Talges im Haarfollikel einxiaum, wahrend die rétliche Verfarbung
der Epidermis abnahm. Partikelaggregate waren keagh erkennbar (Abb. 22e).

Schlief3lich waren nach 24 Stunden nur Talgdrise Tadd rot verfarbt, wobei die Intensitat
jener Verfarbung erniedrigt war. Die Epidermis vmcht mehr verfarbt, was als ein Absinken
der Fluoreszenz zu beobachten war. Partikelkongla@eavaren nicht mehr erkennbar (Abb.

22f). Diese Kinetik bestatigte eine zeitabhéngigeidetzung des Fluorochroms Nile Red und
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demzufolge eine Verfarbung nicht nur des Folliketsndern auch der Epidermis und der
Talgdrusen. Zuerst verfarbten sich die Epidermid die oberflachlichen Anteile des Follikels,
spater auch die tieferen. Bemerkenswert war disiftenz des Signals in den Talgdrisen Uber
24 Stunden.

3.3.2 Visualisierung des Nile Red in der Epidermjsm Follikel und in der Talgdrise mit
der Hilfe des konfokalen Laserscanmikroskops.

Die Untersuchung einzelner Schnitte der zuvor ggeri Kinetik bestatigte die rotliche
Verfarbung der Epidermis, des follikularen Epith@bb. 23 b,c), des Talges und der Talgdriise
nach der Inkubation exzidierter menschlicher Haiit288 nm PLA_NR-Partikelsuspensionen.
Das Zytoplasma der Epidermiszellen und der Zelles #llikularen Epithels, sowie auch die

Talgdrise und der Talg im Haarfollikelgang wieserealiffuse rotliche Verfarbung auf.

Abb. 23: Nile Red Freisetzung aus 228 nm PLA-Partién ex vivo

(Konfokales Laserscanmikroskop, native Bilder (a-ederlay Bilder (c+f))

Nach 4 Stunden Inkubation mit 228 nm PLA_ NR-NP5%) zeigte sich eine Verfarbung der Epidermis, des
Follikels und der Talgdruse durch das freigeseti®e NR: Nile Red; PLA: Polylactic acid; NP: Nanopiel

Die Zellkerne imponierten als dunkle, ovale Areaéntral oder dezentral der in den Zellen
(Abb. 23 e,f). Die Dermis in direkter Nachbarschaft Epidermis und den follikularen Anteilen
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zeigte ebenfalls eine rote Fluoreszenz, die jedoalschwacher ausgepragt war. Das spricht fur
eine Diffusion des freigesetzten Farbstoffes daliehlHautbarriere des Follikels.

3.3.3 Nile Red und Coumarin 6 Freisetzung vitro

Die kontrollierte Wirkstofffreisetzung aus den Te#gartikeln ist ein wichtiges Ziel bei der
Entwicklung neuer Systeme fur die lokale Dermat@thpe. Durch das Aufrechterhalten von
hohen Wirkstoffkonzentrationen Uber langere Zermréauwirde der therapeutische Effekt
maximiert und die Toxizitdt reduziert (Par. 1.4.8)estabilisierung von PLA-Partikeln und
Farbstofffreisetzung nach Hautkontakt ist eine notg Erklarung fur die beobachtete diffuse
Fluoreszenz, umso mehr als die verwendeten Pamtikefissriger Losung stabil erschienen. Aus
diesem Grund wurde die Freisetzung der zwei Fdifiesito zwei verschiedenen Losungsmitteln,
Hexan und Isopropylmyristat (IPM)in vitro untersucht. Hexan ist ein stark lipophiles
organisches Losungsmittel und IPM weist Ahnlichéeitzu der lipophilen Natur des Sebums
und des Stratum corneum auf (Par. 2.3.7).

In der Tat zeigte sicin vitro eine zeitabhéngige Freisetzung des Nile Red usdCaeimarin 6
aus den PLA-Partikeln (228 nm PLA_NR-NP und 423 PioA__Coum6-NP). Wie man an den
Abbildungen 25 und 27 sehen kann, folgte die Faffistisetzung in den ersten 4-8 Stunden
einem linearen Muster, anschlieBend wurde die €&misg verlangsamt und erreichte nach 16
Stunden ein Plateau. Konkret wurde nach 24h Inkoibater zwei verschiedenen zweiphasigen
Lésungen (PBS/Hexan 1:1 und PBS/IPM 1:1) in Hex@® %2 ,27% (n=3) und in IPM 6,89 £
2,18% (n=3) des in den PLA-Partikeln urspringlichgekapselten Nile Red gemessen. Die
gemessenen Konzentrationen betrugen 121,40 + 2ig/rbl (n=3) fur Nile Red in Hexan und
84,05 = 26,55 ng/ml (n=3) in IPM. Die urspringlichéonzentration der PLA_NR
Partikelsuspension in PBS betrug 610 mg/ml undpeath einer Nile Red Konzentration von
1200 ng/ml (die Konzentration des eingekapseltda Red war 0,2%) (Abb.22-25).

Ahnlich wie bei der Untersuchung der Nile Red Fetiang wurde nach 24h Inkubation der zwei
verschiedenen zweiphasigen Losungen (PBS/Hexamurdd1PBS/IPM 1:1) in Hexan 37,98 *
10,07% (n=3) und in IPM 9,42 + 3,44% (n=3) des iandPLA-Partikeln urspringlich
eingekapselten Coumarin 6 gemessen. Die gemesEenzentrationen betrugen 46,3 4 £ 12,28
ng /ml (n=3) fir Coumarin 6 in Hexan und 11,49 284ng/ml (n=3) in IPM. Die ursprtingliche
Konzentration der PLA_Coum6-Partikelsuspension BSFoetrug 610 mg/ml und entsprach
einer Coumarin 6 Konzentration von 120 ng/ml) (Akd®4-27). Es ist wichtig darauf
hinzuweisen, dass die Konzentration des eingekiops€loumarin 6 in den einzelnen Partikeln
10-fach geringer war als die des Nile Red. Dast l&&h durch die starkere Fluoreszenz des
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Coumarin 6 erklaren, weshalb vom Partikelherstddleinere Konzentrationen des Coumarin 6

benutzt wurden.

Coum6 und NR Freisetzung in Hexan

_ 200+ o NR

1S

= g Coum-6

2 150

c

2 100

g 3

§ 50 t‘i = 2
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g 01:- D T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zeit, Stunden

Abb. 24: NR und Coum6 Freisetzung in PBS: Hexan (1) Lésung. Konzentration des freigesetzten NR in
Hexan

Nach 16 h zeigte sich die maximale kumulative Kaitzadion von freigesetztem Nile Red (144,45 + 36786,
n=3) und nach 24h von Coum6 (46,34 ng/ml £ 12,28hg=3) in Hexan. Coum6: Coumarin6; NR: Nile Red,

Coum6 und NR Freisetzung in Hexan

60 1 © NR
TS 50 1 @ Coum-6
N o~ 40 4
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Abb. 25: NR und Coumé6 Freisetzung in PBS:Hexan 1(1) Loésung. Prozentsatz der freigesetzten NR und
Coum6 in Hexan

Nach 16h ist insgesamt 11,84 + 3,02 % (n=3) desiBiRNanopartikel in PBS Lésung freigesetzt worded in die
lipophile Hexan Losung diffundiert. Das gleiche tgahch 24h fir 37,38 + 10,07% (n=3) des Coum6. Gium
Coumarin6; NR: Nile Red.
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Abb. 26: NR und Coumé6 Freisetzung in PBS:IPM 1:1 Bsung. Konzentration von freigesetztem NR und

Coum6 in IPM.

Nach 24h zeigte sich die maximale kumulative Kotrzgion vom freigesetzten NR (84,05 + 26,55 ngimi3) und

von Coum6 (11,49 + 4,20 ng/ml, n=3) in IPM. Cour@®umarin6; NR: Nile Red; IPM: Isopropylmyristate

Coum6 und NR Freisetzung in IPM
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Abb. 27: NR und Coumé6 Freisetzung in PBS:IPM 1:1 bsung. Prozentsatz von freigesetztem NR und

Coum6 in IPM.

Nach 24h ist insgesamt 6,8 9+ 2,18 % (n=3) des BiR\&nopartikel in PBS Losung freigesetzt und algiophile
Hexan L6sung diffundiert worden. Das gleiche gailt4,42 + 3,44 % (n=3) des Coum6. Coum6: Coumaiiig,

Nile Red; IPM: Isopropylmyristate
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. Aggregation der Nanopartikel in der Grenzzone zwishen PBS und IPM

Nach 24 Stunden Inkubation der zweiphasigen 22&hm NR-NP in PBS/IPM (1:1) Lésung
zeigte sich die Bildung einer rétlichen Grenzschipischen den zwei Losungsmitteln. Teile
dieser Schicht wurde mit einer 10 pl Pipette entm@m und am Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Es zeigte sich eine hohe Konzentratmmaggregierten Partikeln, und in der Nahe
der Grenzzone konnte man in PBS und in IPM einzélggregate sehen (Abb. 28d). Diese
Konglomerate waren mikrometergrol3 und zeigten inmgdééch zu den rundlichen 228 nm
PLA_NR-NP in PBS und den entsprechenden Aggregigerartikellosung eine unregelméanige
Form ( Par. 3,1; Abb. 28f).

Die PBS Suspension wies ein feingranulares Flueresnuster auf (Abb. 28b), welches den
einzelnen Nanopartikeln in PBS entsprach. In IPMstewaren weder Partikel, noch Aggregate
sichtbar, und ein roter Schleier von dem freigasetile Red war nicht zu erkennen. Ahnliche
Ergebnisse ergaben sich bei der Untersuchung @diligtt von 423 nm PLA_ Coum6-NP in
PBS/IPM (1:1) Lésung.

Als Kontrolle wurden anschlie3end 200 nm PS_FITCuXEersucht. Im Gegensatz zu den PLA-
Partikeln sind die PS-Partikel nicht biologisch @eerbar und weisen andere strukturelle
Merkmale auf, z.B. eine aul3ere Schicht bestehesdlam Eiweil3 NeutrAvidin. Anders als bei
der Untersuchung der PLA-Partikel bildeten sichhndadh Inkubation von PS-Partikeln in der
zweiphasigen Losung PBS/IPM (1:1) keine Partiketfomerate (Abb. 29).

Die in vitro Kinetik der Freisetzung von Nile Red und CoumdiRreisetzung in zweiphasigen
Losungen bestatigte die Freisetzung der enkaptdidfarbstoffen aus den Nanopartiklen im
lipophilen Milieu. In der Grenzzone zwischen degrofphilen (IPM) und der hydrophilen (PBS)
Phase zeigten sich Partikelkonglomerare, die amré&szenzmikroskop Ahnlichkeiten zu den
Konglomeraten in Haarfollikeln aufwiesen. Im orgamien Lo&sungsmittel Hexan war die
Farbstofffreisetzung deutlich héher als in IPM.



Ergebnisse 57

PBS, nativ 100 x PBS, WIY 100x

Grenzzonenativ 40x Grenzzone, WIY 40x

Grenzzone, nativ 100x Grenzzone, WIY 100x

Abb. 28: Aggregation der PLA-Partikel nach 24h Inkubation in PBS:IPM (1:1) Lésung
Nach 24 h Inkubation waren die einzelnen Nanopalrtik PBS und einzelne kleine Aggregate sichtbdr)(an der
Grenzzone zwischen IPM und PBS sah man nur groftikélaggregate (c-f) und in der IPM-L6sung wareader
einzelne Partikel noch Aggregate sichtbar. IPMptepyl myristate; PLA: Polylactic acid
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Grenzzone, NIBA 40 x PBS, NIBA 40 x

Abb. 29: PS-Partikel, PBS:IPM (1:1) Lésung

Nach 24h Inkubation sah man in PBS ein homogermsugiires Verteilungsmuster der einzelnen PS-Phudtee
Bildung von Konglomeraten. In der PBS/IPM Grenzzen#féllig war die erhdhte Partikelkonzentratiomne
Konglomeratbildung. Auf dem rechten Bild sieht marPBS die einzelnen Partikel und kleine Aggredgatd0x

VergréRerung. PS: Polystyren; IPM: Isopropyl myist

3.3.4 Aufnahme des freigesetzten Nile Red durchedEpidermiszellen nach
transfollikularer Penetration der PLA-Partikel

Die Untersuchung der Epidermiszellen mit Hilfe deurchflusszytometrie wies auf eine
Aufnahme der intrafollikular und auf der Hautobacthe freigesetzten Farbstoffe nach Diffusion
der Farbstoffe durch das Stratum corneum, durch &pidermiszellen und die Zellen des
follikularen Epithels hin.

Exzidierte menschliche Haut wurde jeweils mit eider beiden Partikelsuspensionen (228 nm
PLA_NR-NP und 423 nm PLA_Coum6-NP) inkubiert. Nasblierung der Epidermiszellen
wurde die Aufnahme der freigesetzten Farbstoffensnicht. Als positive Kontrolle fungierten
Epidermiszellen, dién vitro mit den gleichen Nanopartikeln inkubiert wurderd wais negative
Kontrolle unbehandelte Epidermiszellen. Bei deritpen Kontrolle zeigte sich eine deutliche
Verschiebung der mittleren Fluoreszenzintensitatskum Histogramm der FACS-Analyse mit
mittleren Fluoreszenzintensitaten von 48.14 + 138 Toumarin 6 bzw. 32,60 £+ 10,91 fur Nile
Red und bei der negativen Kontrolle 4.11 + 1.10Gdumarin 6 bzw. 2,40 + 0,98 fir Nile Red.
Die Fluoreszenzmikroskopie bestétigte ein intradétes granulares Fluoreszenzmuster, welches
fur eine intrazellulare Lokalisation von Nanopaetik spricht (Abb. 30: a-d). In anderen Worten
erklart sich die Verschiebung der Fluoreszenzkdes Histogramms in diesen Zellen, die in der
Zellkultur mit Partikelsuspensionen behandelt wardaren, durch die Fluoreszenz der von den

Zellen aufgenommenen Partikel.
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Zellzahl

Abb. 30: Aufnahme der von den Nanopartikeln freigestzten Farbstoffe Coumarin 6 und Nile Red durch die

Epidermiszellen

205

Coumb6

A Auinahme vom Treigesetzien CounG

von den Epidermiszellen in vitro
MA 9,53 * 2 37{Coumnt)
m 2,50 + 0,61 {Konirolle)

F

365 nm PLA__Coum6

C. Aulnahme der 365nm PLA CoumG-NP

von den Epidermiszellen in vifro
MA ™ 48,14 + 13 37#{PLA CoumB)
= 4,11 +1,10 {Konirolle)

NR

B. Auinahme vom freigeselzien NR
von den Epidermiszellen in vifro
MA = 649 0,67 (NR)

= 2,68+ 0,16 {Konirolle)

228 nmPLA_NR

D. Aufnahme der 228nm PLA_NR-NP
von den Epidermiszellen in vifro
MA ™ 32,60 +1091 {PLA NR)
= 2,40 * 0,98 {Konirolle)

Nach Inkubation exzidierter menschlicher Haut n#82hm PLA NR-NP und 423 nm PLA_Coum_6-NP (A,B)

wurden die Epidermiszellen isoliert und mit Epideszellen verglichen, die zuerst von menschlichautHsoliert

und anschlieend in vitro mit den 228 nm PLA_NRWNf 423 nm PLA_Coum_6-NP (C,D) inkubiert wurdere Di

Fluoreszenzaufnahme bzw. Partikelaufnahme wurde Hilfe der

verschiedenen

Fluoreszenzmuster der Nanopartikel (C,D) und eiifiestt Fluoreszenz, welche dem freien FarbstofSemcht

Durchflusszytometrie untersucht und
fluoreszenzmikroskopisch bestétigt. Die mittlereluofeszenzintensitaten (MFI) sind die Mittelwertenvdrei

Experimenten. Bei den fluoreszenmsitopischen Bildern sieht man ein feingranulares

(A,B) PLA: Polylactic acid; NP: Nanopartikel; CoumBoumarin6; NR: Nile Red
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Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der durchflueszstrischen Untersuchung der
Zellpopulation, deren lIsolierung nach der Behangllemzidierter menschlicher Haut mit der
Partikelsuspension erfolgte, nur eine dezente Weebang der mittleren Fluoreszenzkurve. Die
mittlere Fluoreszenzintensitat von Coumarin 6 bzen Nile Red betrug 9,53 + 2,37 bzw. 6,49 +
0,67 und die Fluoreszenzintensitat der negativentigtle (unbehandelte Hautproben) 2,50 +
0,61 bzw. 2,68 + 0,16)In der Fluoreszenzmikroskopie fanden sich keind-Z&soziierten

Partikel, sondern nur eine diskrete diffuse Flupeeg Diese dezente Verschiebung der
mittleren Fluoreszenzintensitatskurve entspricht etmsten einer Aufnahme von Coumarin 6
und Nile Red, welche wahrend der Inkubation detildibsung auf der menschlichen Haut aus
den Partikeln freigesetzt und von den Epidermisrelufgenommen wurde. Zur Bestatigung
dieses Ergebnisses wurden aus diesen Zellpoputatidellextrakte gewonnen. Anschliel3end

wurde deren Fluoreszenzintensitat mittels Fluomessgektrophotometrie gemessen.

. Bestatigung der Aufnahme von freigesetzten Farbstfen durch Epidermiszellen in
Zellextrakten
Die Aufnahme der freigesetzten Farbstoffe durch Eledermiszellen wurde in Zellextrakten
bestatigt. Nach der Inkubation exzidierter menstldi Haut mit den PLA-
Nanopartikelsuspensionen (228 nm PLA_NR-NP und A28 PLA_ Coum6-NP) wurden die
Epidermiszellen isoliert und durch Zugabe von Docbimethan lysiert. In den gewonnenen
Zellextrakten wurde die Fluoreszenzintensitat aegiFarbstoffe spektroskopisch gemessen und
mit der Hilfe von Kalibrierungskurven in Konzenimten umgerechnet. In der Tat zeigte sich
fur Nile Red eine mittlere Konzentration von 2,29 #2 ng/ml und fir das Coumarin 6 eine
mittlere Konzentration von 1,96 = 1,07 ng/ml). Alsontrolle dienten Zellextrakte aus
unbehandelten Proben (Abb. 31).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassHiti¢ der Durchflusszytometrie die
Aufnahme der freigesetzten Farbstoffe durch diedé&niszellen, nach Auftragen der
Partikelsuspension auf exzidierte menschliche Hbagtatigt wurde. Des Weiteren wurde diese

Aufnahme durch Lysierung und Praparation von Zélskten quantifiziert.
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Abb. 31: Messung des Coumarin6 und Nile Red in Erakten der Epidermiszellen

Zur Bestatigung der Aufnahme der freigesetzten $taffe ex vivo (siehe Abb. 30) wurde nach Behandlung der
isolierten Zellsuspensionen (nach der Inkubationedaidierten menschlichen Haut mit den 228 nm PNR_NP
and 365 nm PLA_Coum_6-NP) die Fluoreszenzinten&itabeide verschieden Farbstoffe (Coum6 und Nie)Rn
den Zellextrakten bestimmt. Die Konzentrationerd glie Mittelwerte von drei verschiedenen Experirean(ttSD).
NR: Nile Red; Coum6: Coumarin6; SD: Standardabwsicf) PLA: Polylactic acid.
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3.4  Zusammenfassung der Ergebnisse

In exzidierter menschlicher Haut zeigte sich eirggrgation der untersuchten 365 nm und 228
nm PLA-Partikel in den Haarfollikel6ffnungen.

. Die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop zeigte f8y18 + 13,79% bzw. 49,41 *
7,69% der untersuchten Follikel eine Penetratian3é® nm bzw. 228 nm PLA-Partikel entlang
des follikularen Kanals. In einer betrachtlichenzahl der Follikel (13,79 = 12,04% bzw. 13,35
+ 5,59%) zeigte sich sogar eine Penetration der r865bzw. 228 nm PLA-Partikel bis zum
tiefen Infundibulum. Auffallig war die Bildung vogroRRen Partikelaggregaten im follikularen
Kanal und auf dem Stratum corneum. DarlUber hinausl fsich eine diffuse Verfarbung der
Epidermis, des Follikels und der Talgdrise, die aue Farbstofffreisetzung aus den PLA-
Partikeln hinweist. Auffallig war die Retention vdile Red, besonders in der Talgdriise, bis zu
tber 24 Stunden.

. In vitro Untersuchungen in einem zweiphasigen System (hifyogdrophil, PBS/Hexan
und PBS/IPM) bestatigten die Destabilisierung deartikel, die Aggregatbildung und die
Farbstofffreisetzung im lipophilen Milieu. In waggn Losungen (PBS) waren die PLA-Partikel
stabil und konnten durch Zellsuspensionen in Kultimsbesondere Langerhanszellen,
internalisiert werden. Diese Aufnahme war gréRer konzentrationsabhangig.

. Nach Behandlung exzidierter menschlicher Haut dagegonnte keine Aufnahme von
intakten PLA-Partikeln, sondern eine Aufnahme deigesetzten Farbstoffe in Epidermiszellen

und Langerhanszellen nachgewiesen werden.
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4. Diskussion

4.1  Penetration von PLA-Partikeln in menschliche Vellushaarfollikel.
Die Penetrationseigenschaften von biologisch abbaubaren PLA-Partikeln in Vellushaarfollikel

exzidierter menschlicher Haut wurden im Rahmen dieser experimentellen Arbeit zum ersten Mal
untersucht. Nach Inkubation der jeweiligen Partikelsuspension auf exzidierter Gesichtshaut
(retroaurikuldre Region) zeigte sich bel ungefdahr der Halfte der untersuchten Follikel eine
Penetration der biologisch abbaubaren Partikel, sowohl der kleinen 228 nm als auch der grof3eren
365 nm Nanopartikel in die Follikel (Par. 3.1). Es gibt verschiedene Interpretationen, warum sich
in ungefahr der Halfte der untersuchten Follikel keine Penetration zeigte. Eine Hypothese ist die
Prasenz von inaktiven Follikeln durch die keine Penetration erfolgen kann. Wie bereits in der
Einleitung erwéahnt, stellten Lademann et al (2001) fest, dass die Penetration nur durch Follikel,
die eine Sebumproduktion und/oder ein aktives Haarwachstum aufweisen, erfolgen kann?Y. Die
Forschungsergebnisse von Hoffmann et al. (2005) untermauerten diese Hypothese, indem sie
zeigten, dass die Penetration von Liposomen, beladen mit fluoreszierenden Farbstoffen, vom
Haarzyklus abhangig ist!®,

Des Weiteren muss man auch die Effektivitat des CSSS bedenken. Es kann sein, dass bei
manchen Follikeln nach einem CSSS nur ein Teil des Deckels aus Tagbestandteilen,
abgestol3enen Korneozyten, keratinisiertem Materia und Bakterien entfernt wurde, so dass das
verbliebene Materia die Penetration der Partikel weiter beschrankte.

Weiterhin muss beriicksichtig werden, dass die Nanopartikel in Form einer wassrigen L6sung
auf die Haut aufgetragen wurden. Da die Hautoberflache, nach dem Fixieren auf den Styropor-
sticken, nicht absolut flach ist, kann es zu einer irreguléren Verteilung der Lésung auf der
Hautoberflache kommen, so dass vermutlich an gewissen Arealen nur eine beschrankte Anzahl
von Partikeln, oder gar keine, zur Verfigung standen. Diese Hypothese erklart auch die
unregelmallige Verfarbung der Epidermis und der Haarfollikel durch die freigesetzten
Farbstoffe. An den Stellen wo sich die Partikell6sung nur partiell oder gar nicht vertellte, zeigte
sich keine Penetration in die Haarfollikel und dementsprechend auch keine Farbstofffrei setzung

und Verfarbung.

In 35- 37% der untersuchten Haarfollikel zeigte sich eine Penetration beider Partikelgrofien in
den epidermalen Anteil des Vellushaarfollikels. An dieser Stelle bildet das Stratum corneum
noch eine potente Hautbarriere, die das Eindringen der Partikel in das follikulére Epithel oder in
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die perifollikuléare Dermis verhindert. Das follikulére Reservoir ist vergleichbar zu dem des
Stratum corneum an verschiedenen Korperstellen™. Das hétte as Konsequenz, dass die
Nanopartikel in diesem Reservoir as Depot fur die kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen
fungieren konnten. In der Tat ist im Rahmen dieser experimentellen Arbeit nachgewiesen
worden, dass die eingekapselten Farbstoffe von den Nanopartikeln freigesetzt werden konnen.
Diese Freisetzung ist zeitabhangig und hat als Ergebnis die Verfarbung der ganzen Epidermis,
des Haarfollikels, einschliefdlich dem Haarfollikelepithel und der Talgdrisen. Diese
Untersuchung der Penetrationseigenschaften der Partikel und der Farbstofffreisetzung aus den
Partikeln in menschliche Vellushaarfollikel ist fur die potentielle Anwendung der PLA-Partikel
als Wirkstofftrager fur die Dermatotherapie von Talgdrisen- und Haarkrankheiten erforderlich.
Fur die Behandlung von Krankheiten der behaarten Kopfhaut missten jedoch die
Penetrationseigenschaften der Partikel in die menschlichen Terminhaarfollikel untersucht
werden, was die Zielsetzung dieser Arbeit Uberschreitet. Eine weitere Anwendung der PLA-
Partikeln als Wirkstofftréger fur die interfollikuldre Freisetzung und systemische Aufnahme von
Medikamenten (z.B. Insulin) Uberschreitet ebenso die Zielsetzung dieser Arbeit. Das Thema der
Anwendung des follikul&ren Reservoirs fur die kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen wird
ausfuhrlich im Kapitel 4.3 besprochen.

In 13 % der untersuchten Vellushaarfollikel zeigte sich eine Penetration der 228 nm und 365 nm
PLA-Partikel bis zum tieferen Infundibulum. Das entspricht in Vellushaarfollikeln der
retroaurikularen Region einer Tiefe von 225 + 34 umi3. An dieser Stelle besteht das Stratum
corneum im Gegensatz zu dem oberen Teil des Infundibulums, dem Akroinfundibulum, nur aus
wenigen, kaum differenzierten Korneozyten. Demzufolge muss es als permeabel betrachtet
werden™®®_ |m follikularen Epithel des Infundibulums sitzt auch eine betrachtliche Population
von LHZ™Y, die als Zielpopulation fiir die Entwicklung neuer Vakzinierungstherapien benutzt
werden kann. Theoretisch konnten die Nanopartikel, die das untere Infundibulum erreicht haben,
die an dieser Stelle permeable Hautbarriere des Stratum corneum penetrieren und durch die LHZ
aufgenommen werden.

Im Rahmen dieser experimentellen Arbeit wurde die mogliche Anwendung von biologisch
abbaubaren PLA-Partikeln als potentielle Antigentréger fur die Entwicklung einer innovativen
transkutanen Vakzinierungsstrategie untersucht. Die Untersuchung ihrer
Penetrationseigenschaften in die menschlichen VHF, und nicht in die THF, ist gerade deswegen
erforderlich, weil die Applikation eines Vakzinsin Form eines Pflasters aus praktischen Grinden

nur an Hautarealen mit Vellushaaren (z.B. retroaurikuldre Region oder Oberarm) sinnvoll ist.
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Grund dafur ist das groRRere Applikationsareal, das in diesem Fal zur Verfligung steht.
AulRerdem konnte die transkutane Vakzinierung leichter von den Patienten akzeptiert werden,
solange der Aufwand nicht grof3 wird (z.B. keine Rasur der behaarten Kopfhaut, die aus
asthetischen Grinden problematisch ware). Dieser Punkt wird jedoch im nédchsten Kapitel
vertieft (Par. 4.2).

411 Faktoren, diediePenetrationstiefeder Partikel beainflussen

Verschiedene Faktoren koénnen die maximale Penetrationstiefe von topisch applizierten

Nanopartikel suspensionen entlang des Haarfol likelkanal s beeinflussen.

o Partikelgr6f3e und Aggregatbildung

Die Partikelsuspenson weist in vitro am Fluoreszenzmikroskop ein feingranuléares
Fluoreszenzmuster auf, welches den einzelnen fluoreszierenden Nanopartikeln entspricht. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei der Untersuchung der Partikelpenetration in VHF exzidierter
menschlicher Haut am Fluoreszenzmikroskop die Bildung grof3er Partikelaggregate in den
Follikel6ffnungen und im Akroinfundibulum. Einzelne Partikel waren vor allem im tieferen
Infundibulum sichtbar.

Die Bildung der Aggregate wurde in vitro untersucht (Par. 3.3.3) und wird ausfihrlich im
Kapitel 4.3 diskutiert. Die PLA-Partikel denaturieren im lipophilen Milieu des Haarfollikels und
bilden groRe Partikelkonglomerate, bei denen man die enzelnen Partikeln
fluoreszenzmikroskopisch nicht mehr erkennen kann. Diese Konglomerate konnten durch
ubliche Ultraschallbehandlung oder Durchmischung nicht gel6st werden, und ihre Bildung ist
vermutlich irreversibel. Die Konglomerate sind mehrere Mikrometer grof3 und haben eine
unregelmallige Form, sodass sie sich am Fluoreszenzmikroskop deutlich von den vereinzelten
Nanopartikeln abgrenzen lassen. Zum ersten Mal wird im Rahmen dieser experimentellen Arbeit
Uber die Bildung von Polymer-Partikelkonglomeraten im lipophilen Milieu des Follikels
berichtet. Man konnte vermuten, dass die 228 nm und 365 nm PLA-Partikel bis zum tieferen
Infundibulum penetrieren kénnen, wahrend die mikrometergrofRen Partikel aggregate sich in dem
Akroinfundibulum akkumulieren. Das wirde bedeuten, dass die Partikelgrof3e, und wegen der
Aggregatbildung auch die Hydrophilitat/Lipophilizitét und die Stabilitét der Nanopartikel die
Penetrationstiefe beeinflussen konnten.

In der Tat haben verschiedene Forschergruppen bereits nachgewiesen, dass die follikulére
Penetration der Nanopartikel grofenabhangig ist. Frihe Beobachtungen von Schaefer et a
(1990) und Rolland et al (1993) in menschlichen VHF zeigten eine selektive Penetration fur 3-5
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pum PS- und PLGA-Partikel grofRer als 10 um penetrierten nicht und Partikel <3 pum wurden
wahllos auf der Hautoberflache und im Follikel nachgewiesent®®¥. Zu diesem Punkt muss
jedoch gesagt werden, dass die beiden Forschergruppen sich auf das Verteilungsmuster der
Partikellosung auf der Hautoberflache und im Haarfollikel konzentrierten. lhr Ziel war die
Bestimmung der Grof3e der Partikel, die selektiv sich in den Haarfollikeln nach dem Auftragen
auf die Haut nachweisen lassen. Im Gegensatz setzten die néchsten Forschergruppen als Zid,
den Einfluss der PartikelgrofRe in der follikuldaren Penetration und in der maximalen
Penetrationstiefe einzuschatzen. Toll et a (2004) zeigten, dass nach einem CSSS 0,75 pm >
1,5um > 3um > 6um PS-Partikel in menschliche THF penetrierten und dass die Durchfiihrung
des CSSS nicht nur die Penetrationstiefe sondern auch die Penetrationsrate erhoht!®3. Vogt et al
(2006) zeigten, dass 40 nm PS-Partikel, nach einem CSSS, bis unter dem Ausfihrungsgang der
Talgdrise im VHF penetrieren, im Gegensatz zu den grof3eren 750 und 1500 nm PS-Partikel, die
sich nur im Infundibulum nachweisen lieBen™. In Tiermodellen zeigten Alvarez- Roman et al
(2004b) eine verstéarkte Penetration fur 20 nm im Vergleich zu 200 nm PS-Partikel
(Schweinemodel)®”? und Shim et a (2004) fir 40 nm im Vergleich zu 130 nm P(CL)-
polyethylenglykol Partikel (Mausmodell)*7.

o Typ desFollikels

Lademann et a (2006) zeigten mit Anwendung des Schweinemodells, dass 320 nm PLGA-
Partikel bis zu einer Tiefe von 1400 um penetrieren kénnen, d.h. tiefer als das Infundibulum!®.
Die in der prasentierten experimentellen Arbeit angewendeten PLA-Partikel waren
vergleichbarer Grof3e (228 nm und 365 nm) und dhnlicher chemischer Struktur. PLA und PLGA
sind beide biologisch abbaubare lineare, aliphatische, hydrophobische Polyester. Die im
Vorangegangenen beschriebenen Untersuchungen erfolgten jedoch an menschlichen
Vellushaarfollikeln und nicht an Follikeln vom Schweineohr. Letztere weisen Ahnlichkeiten zu
den menschlichen THF auf. Der Follikelkanal der Schweinefollikel ist breiter als der
Follikelkanal der menschlichen VHF und erlaubt dementsprechend die tiefere Penetration von
Partikeln vergleichbarer GroRe. Ahnlich waren auch die Ergebnisse von Toll et al (2004) mit PS-
Partikeln, die bel einer Grofde von 750 - 1500 nm tief bis in die Wulstregion der menschlichen
THF (1191 + 23 pmim Vergleich zu 362 + 88 pm im VHF penetrierten'?.

o Ladung der Partikel
Nicht nur die Grof3e, sondern auch die physikochemischen Eigenschaften der Partikel konnen
ihre maximale Penetrationstiefe beeinflussen. Vor Kurzem zeigten Jung et a. (2006), dass
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kationische Liposomen tiefer als anionische penetrieren konnen®®. Wenn die Ladung die
Penetrationstiefe von Liposomen beeinflussen kann, dann kénnte es moglicherweise auch bel
anderen Partikelarten, wie die PLA-Partikel der Fall sein. Das hétte as Konsequenz, dass die
negative Ladung der in dieser experimentellen Arbeit angewendeten Nanopartikeln eine
limitierende Rolle bel der Partikel penetration spielen konnte Dies muss jedoch im Rahmen eines
zukUnftigen Forschungsvorhabens Uberprift werden. Es ist auch darauf hinzuweisen, dass es
einen wichtigen Grund gab, warum fur die Zwecke der aktuellen Arbeit negativ geladene
(anionische) PLA-Partikel angewendet worden sind. Die negative Oberflachenladung beglnstigt
die Adsorption von HIV-1 p24 Kapsid-Proteinl’?. Da es beim Einkapseln des Antigens zur
Degradierung kommen kann'™, ist die Adsorption des Antigens an die Oberflache eine sicherere
Methode zur Entwicklung neuer Impfstofftrager. Das war das Ziel des Forschungsvorhabens, fir
das die verwendeten PLA-Partikel hergestellt worden sind.

o Partikelart

Wenn die Penetration der untersuchten 228 nm PLA-Partikel mit der Penetration von PS-
Partikeln vergleichbarer Grofl3e (Penetration von 200 nm PS-Partikeln in die menschliche VHF,
nicht publizierte Daten von Vogt et al, 2008) verglichen wird, zeigen sich &hnliche Ergebnisse
bezliglich der maximalen Penetrationstiefe (unteres Infundibulum), aber ene erhohte
Penetrationsrate fur PS-Partikel. Eine mogliche Erklarung ist, dass auch in dem Fall der PS-
Partikel eine Aggregatbildung die Penetration der Partikel durch Grof3enzunahme bis zu einem
gewissen Punkt limitierte. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass der Mechanismus dieser
Aggregatbildung nicht identisch mit dem der PLA-Partikel ist und dass die Aggregatbildung in
diesem Fall reversibel ist. Dieses Thema wird im Kapitel 4.3 vertieft, wo der Mechanismus der
Konglomerat- und Aggregatbildung diskutiert wird. Auf jeden Fall wirde jedoch eine reversible
Aggregatbildung der PS-Partikel erkléren, warum sie eine grofere Penetrationsrate (weniger
Follikel ohne Partikel penetration) als die PLA-Partikel aufwiesen.

Zum Schluss missen auch potentielle Schwachen der angewendeten Methoden, die die
Einschétzung der Penetrationstiefe beeintrachtigt haben kénnen, diskutiert werden.

Nach der Fertigstellung der Kryoschnitte stellte sich eine gewisse Anzahl der Haarfollikel in
Querschnitten und schrdgen Schnitten statt Léngsschnitten dar. Es kann sein, dass in diesen
Falen Nanopartikel auch tiefer als in dem Querschnitt sichtbaren Areal der Haarfollikel

penetrierten.
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Die durch die freigesetzten Farbstoffe bedingte Verfarbung der Epidermis, des Follikels und der
Talgdrisen beeintrachtigte bis zu einem gewissen Punkt die Einschatzung der follikulédren
Partikel penetration, da unter dem homogenen Schleler des freigesetzten Farbstoffes in dem
Follikelkanal manchmal die fluoreszierenden Partikel schwer erkennbar waren. Des Weiteren ist
es moglich, dass durch die partielle Freisetzung des Farbstoffes manche Partikel nicht mehr stark
genug fluoreszierten, um am Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu sein.

Schliefdich muss noch erwédhnt werden, dass bel den Versuchen an exzidierter menschlicher
Haut die natirliche Hautspannung fehlt, welche in vivo zu einem ,Aufspannen” der
Infundibuluméffnung und zu einem verbreiterten follikul&ren Kanal fiihrt(®Y.
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4.2  Aufnahmeder PLA-Partikel durch Antigen-préasentierende Zellen der Epidermis

Eine Aufnahme von biologisch abbaubaren PLA-Partikeln beider untersuchten Grofien (228 nm
und 365 nm) durch Langerhanszellen konnte nach topischer Applikation der Partikel auf
exzidierte menschliche Haut nicht nachgewiesen werden. Diese Langerhanszellpopulation sitzt
nicht nur in der Epidermis sondern auch im follikuléaren Epithel des Infundibulums, wo ihre
Anzahl mit zunehmendem Abstand von der Epidermisoberflache abnimmt, so dass sich
unterhalb des Ausfilhrungsganges der Talgdriise praktisch kaum LHZ befinden™. Im unteren
Infundibulum gilt die Hautbarriere des Stratum corneum als besonders permeabel. In der Tat
findet mit zunehmendem Abstand von der Hautoberfléche eine trichilemmale anstelle einer
epidermalen Differenzierung statt, so dass im unteren Infundibulum die Hornschicht aus 2-3 statt
15 K orneozytenschichten besteht™. Die untersuchten PLA-Partikel penetrierten bis zum unteren
Infundibulum, aber sie scheiterten mdglicherweise beim Durchdringen der Hautbarriere, so dass
keine Aufnahme durch die LHZ erfolgte (Par. 3.2.1). Um diese Hypothese zu untermauern,
wurden isolierte LHZ in vitro mit der Partikelsuspension inkubiert. In der Tat zeigte sich
durchflusszytometrisch eine grof3en- und konzentrationsabhéngige Aufnahme aller untersuchten
Partikel (228 nm, 365 nm, 375 nm und 423 nm) in vitro (Par. 3.2.2). Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen bestétigten diesen Befund im Form eines granuléren Fluoreszenzmusters auf den
Zellen (Abb. 18-21).

421 Penetration durch die Hautbarrieredes Infundibulums

Die im Rahmen dieser experimentellen Arbeit untersuchten 228 nm PLA-Partikel (sowie auch
die 365 nm PLA-Partikel) penetrierten trotzt der Barrierestérung nach einem CSSS nicht durch
die Barriere des unteren Infundibulums in das follikulére Epithel und wurden im Gegensatz zu
den 40 nm und 200 nm PS-Partikeln nicht von den LHZ des follikuldren Epithels exzidierter,
menschlicher Haut aufgenommen, (Vogt et a., 2006 und unpublizierte Daten (2008)). Ein
maoglicher Grund konnte die Konglomeratbildung sein (Par. 4.1 und 4.3). Die Konglomerate sind
mikrometergrof3, weisen ein grobgranuldres Fluoreszenzmuster auf. Sie kdnnen wegen der
Grolenzunahme nicht die Hautbarriere durchdringen und entsprechend auch nicht von den LHZ
desfollikuléren Epithels aufgenommen werden.

In dem Fall der von Vogt et a. verwendeten PS-Partikel zeigte sich im follikuldren Kanal eine
starke Uberstrahlung der Partikel und nicht ein feingranulares Fluoreszenzmuster. Vermutlich
wird das durch die hohe lokale Konzentration von Nanopartikeln verursacht. Diese erhdhte
Konzentration kdnnte auch zur Bildung von Partikelaggregaten fuhren. Die Polystyrenaggregate
im lipophilen Milieu des follikuléren Kanals mussen jedoch reversibel sein. In der Tat zeigte sich



Diskussion 70

fur die PS-Partikel in vitro, im Gegensatz zu den PLA-Partikeln, keine irreversible
Konglomeratbildung (Par. 3.3.3; Par. 4.3). Man kdnnte vermuten, dass die einzelnen Partikel
sich von den Aggregaten erneut trennen kénnen, um durch die Hautbarriere zu penetrieren und
von den LHZ aufgenommen zu werden. Nach der Denaturierung der PLA-Partikel und der
Bildung der Konglomerate lassen sie sich schlecht voneinander |6sen, so dass die grofen
Konglomerate nicht in das follikulére Epithel penetrieren kénnen.

Ein zweiter Unterschied zwischen den untersuchten PLA-Partikeln und den PS-Partikeln ist die
Beschichtung der letzteren mit dem Protein NeutrAvidin™. Mdglicherweise konnte die Présenz
des Eiweil3es die Anerkennung und Aufnahme der Partikel durch die LHZ des Follikels
beguinstigen. Das musste jedoch im Rahmen eines zukinftigen Forschungsvorhabens mit der
Anwendung von eiwei3- oder antigenbel adenen PLA-Partikeln geprift werden.

Schliefdich muss erwdhnt werden, dass obwohl die meisten Autoren die Penetration der
Nanopartikel durch die intakte Hautbarriere des Infundibulums bezweifelnl, Baroli et al. (2007)
kirzlich Uber die Penetration von metallischen Partikeln (Eisen) durch die Schichten des Stratum
corneum bis in die lebendige Epidermis und in das follikulare Epithel berichteten'®!. Dieses
Ergebnis widerspricht friheren Untersuchungen mit TiO, Nanopartikeln vergleichbarer Grof3e
(17 nm), die keine &hnliche Penetration sondern nur eine follikulare Akkumulation
aufwiesen®*!. Weitere Experimente mit dieser Fragestellung sind nétig, um die mogliche
Penetration von Nanopartikeln dieser Dimensionen (<20nm) durch die intakte Hautbarriere zu
untersuchen. Das wére fur toxikologische Untersuchungen und zur Klérung von
Sicherheitsfragen bezlglich der Anwendung von ultrakleinen Nanopartikeln in Sonnencremes
und anderen lokalen Dermatotherapeutika von grofdter Bedeutung. Des Weiteren muss gepriift
werden, ob diese PartikelgroRe (10 nm) fur die Herstellung von biologisch abbaubaren PLA-
Partikeln fur die transkutane Vakzinierung geeignet ist. Auf jeden Fall sind PLA-Partikel von
rund 200 nm stabiler, lassen sich leichter herstellen und weisen bessere Depoteigenschaften auf.
Schliefdich sind antigenbeladene Partikel dieser Grof3e in der Lage eine starke humorale und
zellulére Immunantwort hervorzurufen, im Gegensatz zu den ultrakleinen Nanopartikeln (<20

nm), die schwach immunogen sind®®%4.

4.2.2 Untersuchung der Partikelaufnahme durch die Langer hanszellen der Epidermisin
vitro.

Die Untersuchung der Partikelaufnahme durch LHZ nach in vitro Inkubation mit PLA-Partikeln
vier verschiedener Grof3en (228 nm, 365 nm, 375 nm und 423 nm) zeigte eine gréfen- und
konzentrationsabhangige Aufnahme. In der Tat wiesen nach der FACS-Andyse fast ale
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untersuchten LHZ eine Aufnahme der 228 nm Partikel auf, unabhéngig von der Konzentration
der Partikelsuspension. Im Gegenteil zeigte sich nur nach der Inkubation mit der 50 pg/mi
Partikel suspension (und nicht mit der 10 pg/ml Partikelsuspension) eine Aufnahme der 423 nm
Partikel. Nach der Inkubation mit den 365 und 375 nm Partikeln zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Aufnahme.

Man konnte darauf schlief3en, dass die kleineren Partikel besser aufgenommen werden kénnen
und dass durch Erhthen der Konzentration der angewendeten Suspension die beschrénkte
Aufnahme bel zunehmender Partikel grofie ausgeglichen werden kann.

Ahnliche Ergebnisse erhielten Foged et a (2004) bei der Untersuchung der Aufnahme von PS-
Partikeln durch dendritische Zellen (DZ)!®. Es zeigte sich ebenso eine groRenabhangige
Aufnahme und sie schlussfolgerten, dass Partikelgrofden kleiner als 500 nm fir eine schnelle und
effiziente Aufnahme optimal seien. Interessanterweise ist die Oberflachenladung nicht nur fir
die Penetration in menschliche Haut, sondern auch fir die zellulére Aufnahme entscheidend. Die
positive Ladung férdert die Aufnahme grél3erer Partikel (1um) und kann wie die Anwendung
von hoheren Partikelkonzentrationen teilweise die limitierende Rolle der zunehmenden
Partikel grof3e ausgleichen.

Kanchan und Panda (2007) zeigten in vitro eine Aufnahme von antigenbeladenen PLA-Partikeln
<600 nm durch Makrophagen. Mikrometergrof3e Partikel wurden nicht aufgenommen, sondern
banden an die Oberflache der Makrophagen. In vivo rief die Aufnahme der Nanopartikel eine
starke zellulére Immunantwort hervor und war mit einer hohen Produktion von IFN-y assoziiert.
Im Gegensatz dazu riefen die Mikropartikel eine humorale Immunantwort mit assoziierter IL-4
Produktion hervor'®. Das wirde heiRen, dass durch die Anwendung von PLA-Partikeln

unterschiedlicher GroRe die Richtung der Immunantwort beeinflusst werden kann'®.

4.2.3 Anwendung der PLA-Partikel als Antigentrager fur dietranskutane Vakzinierung

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Partikelaufnahme in vitro von der Grof3e der
Partikel, ihrer Ladung und der Konzentration der angewendeten Partikel suspension abhéngig ist.
Des Weiteren kann die Grole der antigenbeladenen Nanopartikel auch die Richtung der
Immunantwort beeinflussen. Partikel unter 500 nm beglnstigen eine zellulére Immunantwort,
die sehr wichtig fur eine effiziente Impfung gegen Tumoren und chronische infektidse
Krankheiten mit intrazellulér persistierenden Pathogenen ist®d. Fiir die Penetration der
Nanopartikel durch die Hautbarriere des Infundibulums in vivo und mit dem fernen Ziel der
Entwicklung einer neuen transkutanen Vakzinierungsstrategie ist die Rolle der Partikelgrofie

daher essentiell. Grund dafir ist, dass eine Gréfse von 200 nm méglicherweise als die oberste
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Grenze fir eine effiziente Penetration durch die follikuldre Hautbarriere und fir die Aufnahme
durch die LHZ des follikuléren Epithels nach der Er6ffnung der geschlossenen Follikel und der
weiteren Abschwéchung der follikuldren Barriere mit einem CSSS gelten kdnnte (unpubliziere
Daten von Vogt (2008)). Aus al diesen Grinden waren PLA-Partikel der GrofRe<200nm ideale
Kandidaten fur die Entwicklung eines neuen Antigentragers fur die transkutane Vakzinierung.
Im Fall der untersuchten 228 nm und 365 nm PLA-Partikel kam es jedoch im lipophilen Milieu
des follikuldren Kanals, moglicherweise durch Denaturierung der Partikel bzw. Anderung ihrer
Konformation, zur Bildung von mikrometergrof3en Partikelkonglomeraten. Vermutlich
verhinderte diese GrofRenzunahme die Penetration durch die Hautbarriere und die Aufnahme
durch die LHZ. Diese Partikeleigenschaften, die offenbar spezifisch fur PLA-, nicht aber fir PS-
Partikel sind, sind daher ein wichtiger limitierender Faktor fir die Anwendbarkeit der PLA-
Partikel in transkutaner Applikation. Wie Kanchan und Panda (2007) gezeigt haben kénnen
mikrometergrof3e PLA-Partikel durch Bindung an die Zellmembran von Makrophagen und durch
kontrollierte Freisetzung des Antigens (Depoteffekt) eine starke humorale Immunantwort (TH2)
hervorrufen'®. Die Internalisierung der Partikel und die MHC-| assoziierte Antigenprésentation
gilt als essentielle Voraussetzung firr das Hervorrufen einer starken zellularen Immunantwort(®?.
Im Fall der transkutanen Vakzinierung konnen jedoch wegen der Hautbarriere die
mikrometergrof3e Partikel bzw. Konglomerate (in dem Fall der untersuchten PLA-Partikel)
weder von den LHZ aufgenommen werden, noch bis zu deren unmittelbarer Nahe diffundieren.
Die Antigenfreisetzung kann dadurch nicht in der unmittelbaren Né&he der gezielten
Zellpopulation erfolgen. Das freigesetzte Antigen kann enzymatisch degradiert werden!®, wird
maoglicherweise nicht sinnvoll von den APZ erkannt, oder kann im follikuléren Kanal festsitzen.
Zu bedenken ist jedoch die wichtige Rolle des Haarfollikelkanals als Wirkstoffreservoir.
Deswegen musste geprift werden, ob die mogliche Freisetzung des Antigens von den PLA-
Konglomeraten im Haarfollikel zu einer Aktivierung der LHZ fihren kann. Demzufolge konnte
(z. B. die p24 Freisetzung aus PLA-Partikeln) eine Fragestellung eines zukinftigen
Forschungsvorhabens sein.

Die moderne Nanotechnologie bietet durch die Modifizierung der Partikeloberflache bzw.
Struktur verschiedene Mdglichkeiten zur gezielten Modifizierung der Nanopartikel an. Zum
Beispiel konnte versucht werden, durch Beschichtung mit Eiweil3 oder durch Zugabe von
Detergenzien die Konglomeratbildung zu verhindern. Durch das Hinzufligen einer schitzenden
Hulle, zum Beispiel durch Pegylierung des Polymers und Vernetzung der oberflachigen
hydrophilen PEG-Gruppent® oder durch Beschichtung der Polymer-Partikel mit einem zweiten
Polymer konnte die Stabilitét der Partikel im lipophilen Milieu bewahrt werden. Kritisch ist
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jedoch das Einhalten des GroRenlimits, um eine Aufnahme durch die LHZ zu erméglichen und
die Anwendbarkeit dieser modifizierten PLA-Partikel als Antigentréger fur die transkutane
Vakzinierung weiter zu evaluieren. Eine weitere Mdglichkeit ist das aktive Targeting von
Zellpopulationen’®. Dazu kénnen die Karboxylendgruppen benutzt werden. Andere Methoden,
wie die Beschichtung des Polymers mit Avidin oder Chitosan, kommen ebenso in Betracht.
Schliefdich kénnten die Polymer-Nanopartikel mit einem zweiten Polymer beschichtet werden,
die mehrere funktionelle Gruppen besitzen (z.B. Polyaminen). An diesen funktionellen Gruppen
konnen verschiedenen Liganden, wie z.B. monoklonale Antikdrper mit dem Ziel eines aktiven
Targetings konjugiert werden'®!, die eine Aufnahme durch spezifische Zellpopulationen wie die

LHZ oder auch die dermalen APZ gezielt steuern kdnnen.
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4.3  Farbstofffreisetzung aus PL A-Partikeln

Mit dem Ziel der Untersuchung der moglichen Anwendung der PLA-Partikel als Wirkstofftrager
fur die lokale Dermatotherapie wurden mit Hilfe von enkapsulierten fluoreszierenden
Farbstoffen die Freisetzungseigenschaften der Nanopartikel untersucht. Zur Anwendung kamen
die Methoden der Fluoreszenzmikroskopie, der konfokalen Laserscanmikroskopie, der
Fluoreszenzspektrophotometrie und der Durchflusszytometrie.

In der Tat wurden die enkapsulierten Farbstoffe nach Applikation der Partikel suspensionen auf
exzidierte menschliche Haut freigesetzt und verféarbten nicht nur den Haarfollikel, sondern auch
die Epidermis und die Talgdrisen (Par. 3.3.3). Die Kinetik der Nile Red Freisetzung in
exzidierter Haut zeigte eine zeitabhéngige Verfarbung, und nach 24 Stunden lokalisierte sich der
Farbstoff ausschliefdlich in den Talgdrtisen und im unteren Anteil des Follikels.

Diese rétliche Verfarbung wies ein diffuses Fluoreszenzmuster auf, welches dem frelen Farbstoff
entspricht. Im Gegensatz dazu liefen sich intakte fluoreszierende Nanopartikel durch ein
freingranuléres Fluoreszenzmuster von dieser diffusen Farbung klar abgrenzen. Dieser Befund
lield sich am konfokalen Laserscanmikroskop bestétigen, wo sich eine diffuse Verfarbung des
Zytoplasmas, der Epidermiszellen und der Zellen des follikularen Epithels und kein
intrazelluléres, feingranuléres, Fluoreszenzmuster zeigten. Die Verfarbung der Zellen lasst sich
daher durch Aufnahme der freigesetzten Farbstoffe erklaren. Diese Aufnahme wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht (Par. 3.3.4). In der Tat zeigte sich im Histogramm der
Durchflusszytometrie eine Verschiebung der Fluoreszenzintensitdtskurve, was fir eine
Aufnahme der freigesetzten Farbstoffe durch die Epidermiszellen spricht. Als positive Kontrolle
fungierten Epidermiszellen, die in vitro die Partikel internalisiert hatten. In diesem Fall war die
Verschiebung viel stérker, so dass sich die Aufnahme der freigesetzten Farbstoffe von der
Aufnahme der fluoreszierenden Partikel durchflusszytometrisch abgrenzen lief3. Die Bestétigung
erfolgte mit der Hilfe von Zellextrakten, deren Fluoreszenzspektrum identisch zu dem der freien
Farbstoffe in Dichloromethan war. Des Weiteren wurde die Aufnahme der freigesetzten
Farbstoffe quantifiziert. Dadurch wurde nachgewiesen, dass sich der freigesetzte Farbstoff nicht
nur im interzelluldren Raum befand, sondern auch von den Epidermiszellen aufgenommen
wurde. Diese Aufnahme ist von grof3er Bedeutung fur die Anwendung der PLA-Partikel als
Tréger fur das Einbringen von therapeutischen Substanzen in den Haarfollikel und in die

Talgdrise.
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o Hypothese der Farbstofffreisetzung im lipophilen Milieu

Die beobachtete zeitabhangige Verféarbung muss als Folge einer entsprechenden zeitabhéngigen
Freisetzung der Farbstoffe interpretiert werden. In der Tat zeigte sich nach zwei Stunden nur eine
leichte Verfarbung der Epidermis, obwohl die Nanopartikel bis zum tieferen Infundibulum
penetriert waren. In den nachsten Stunden nahm die Verfarbung zu, obwohl die Partikel
eigentlich nicht tiefer as bis zum Infundibulum penetrieren konnten. Schliefdich waren nach 24
Stunden nur die Talgdrise und der untere Anteil des Follikels verfarbt. Die Epidermis stellte sich
erneut ungefarbt dar.

Demzufolge kann die folgende Hypothese formuliert werden: Nach Applikation der
Partikelsuspension auf exzidierte menschliche Haut dringt ein Teil der Nanopartikel in den
Haarfollikel ein. Der Haarfollikel fungiert als Shunt, weil die Hautbarriere des Stratum corneum
die Penetration der Nanopartikel in die lebendige Epidermis verhindert. In dem lipophilen Milieu
des follikuléren Kanals und des Stratum corneum der Epidermisoberflache werden die lipophilen
Farbstoffe freigesetzt, und anschlief3end verférben die freien lipophilen Farbstoffe die lipophilen
Anteille der Epidermis, des Follikels und der Talgdrise. Nile Red wurde bereits in der
Vergangenheit fUr die selektive Farbung von intrazelluléren Lipiden benutzt. In deren
Anwesenheit wird die Fluoreszenzintensitat von Nile Red verstarkt induziert!’”. Im Laufe der
Zeit wird moglicherweise der von den Epidermiszellen aufgenommene Farbstoff abgebaut oder
durch weitere Diffusion verdinnt, so dass er nach 24 Stunden nur die Talgdrise verfarbt. Lampe
et a (2008) zeigten, dass das Zytochrom P450 3A4 dabei eine wichtige Rolle spielt®. Eine
zweite Erklarung wére, dass die lipophilen Farbstoffe nach der zellularen Aufnahme weiter
diffundierten und sich in der Talgdrise, bzw. auch in dem subkutanen Fettgewebe wegen ihrer
Lipophilizitdt akkumulierten. Auf jeden Fall ist leicht vorstellbar, dass die progrediente
Entfarbung der Epidermis das Ergebnis beider vorgeschlagenen Mechanismen sein kdnnte, d.h.
enzymatischer Abbau und weitere Diffusion und Akkumulation in lipophilen Strukturen wie der
Talgdrise. In der Talgdrise wird der lipophile Farbstoff durch das stark lipophile Milieu Uber
diese langere Zeitrdume zuriickgehalten. Diese Beobachtung ertffnet bedeutende Perspektiven
fir das Einbringen von aktiven Wirkstoffen in die Talgdrisen und fur die Therapie von
Talgdrusen-assoziierte Erkrankungen wie der Acne vulgaris.

Das follikulére Infundibulum fungierte als Reservoir fir die Nanopartikel. Aus dieser Stelle
diffundierte der freigesetzte Farbstoff und verféarbte die Epidermis und die tieferen Strukturen.
Eine lokale Freisetzung des Farbstoffes von PLA-Partikeln, die bisin die Talgdriise penetrierten,
ist eher unwahrscheinlich da die PLA-Partikel (228 nm und 365 nm) bel der mikroskopischen

Auswertung der follikul&ren Penetration in keinem einzigen untersuchten Follikel die Partikel
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tiefer als im Infundibulum nachweisbar waren. Minster et a (2005) beobachteten nach topischer
Applikation von Nile Red beladenen SLN (153 - 489 nm) ein starkes Fluoreszenzsignal nicht nur
im Follikel sondern auch in der Talgdriise!®®. Mittels TEM wurde die Prasenz von intakten SLN
im follikul&ren Kanal nachgewiesen, es ist jedoch unklar, ob sich das Fluoreszenzsignal in der
Talgdriise durch den freien Farbstoff oder die farbstoffoeladenen SLN erklaren lieR. Ahnliche
Ergebnisse erhielten Bernard et al (1997) mit der Anwendung von Liposomen, welche mit dem
Antiandrogen RU 58841 beladen waren. Es zeigte sich eine spezifische Akkumulation des freien
Wirkstoffes in der Talgdriise nach der Dissoziation von den Liposomen im Follikel®. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass im lipophilen Milieu stabile Nanopartikel gewisser
Grole bisin die Talgdrise penetrieren konnen. Auf jeden Fall ist fir die lokale Dermatotherapie
von Talgdrusen- assoziierten Krankheiten die Freisetzung des enkapsulierten Wirkstoffes und
die spezifische Diffusion in die Talgdrise das Ziel bei der Entwicklung neuer Systeme und nicht
unbedingt die Penetration des Tragers bis in die Talgdrise. Die kontrollierte
Wirkstofffreisetzung in dem follikuldren Reservoir des Infundibulums kann den Depoteffekt der

Partikel maximieren.

o Vorgeschlagener Freisetzungsmechanismus

Der in vitro Versuch mit Hilfe des zweiphasigen (hydrophil/lipophil, PBS:IPM 1:1) Modells
(Par. 2.3.4) bestétigte die zeitabhéngige Freisetzung der enkapsulierten Farbstoffe im lipophilen
Milieu. In den ersten 4 - 8 Stunden zeigte sich eine eher lineare Kinetik, spater wurde die
Freisetzung verlangsamt und erreichte nach 16 Stunden ein Plateau. In der Grenzzone zwischen
IPM und PBS erkannte man grof3e Partikelkonglomerate, etliche um anstatt nm grof3. Diese
Konglomerate lief3en sich von den Partikelaggregaten, die sich bei hoherer Konzentration in der
Stammldsung bilden konnen, deutlich abgrenzen. Die Aggregate waren reversible
Partikelansammlungen die sich durch Schitteln oder Behandlung im Ultraschallbad auflésen
lief3en. Die Konglomerate des in vitro Versuches waren mikrometergrof3, unregelmaf3ig in ihrer
Form und wiesen mikroskopisch groRe Ahnlichkeiten zu den Konglomeraten im follikularen
Kanal auf, so dass ein éhnlicher Mechanismus fir ihre Entstehung vorgeschlagen werden kann.
Das fuhrte zu der Formulierung der Hypothese, dass in dem lipophilen Milieu des Follikels eine
partielle Auflésung der PLA-Polymere und eine Anderung der drei dimensionalen Struktur der
PLA-Partikel stattfinden kann, welche zur Bildung grof3er Konglomerate und zur partiellen
Freisetzung des eingekapselten Fluoreszenzfarbstoffes fuhren kann (Abb. 32). PLA ist ein
lineares hydrophobes Polymer, das wegen der Karboxylendgruppe negativ geladen ist. Wahrend
der Partikelherstellung (die in Azeton gel 6sten Polymere fallen in Wasser/Ethanol aus und bilden
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b. Konglomeraiehildung im lipophilen Milieu des
Siratum comeumns und des Infundbulums

Infundibulum <

20 um

c_Farbsiafffreisetzung wahrend der
Konglomeratebildung und Verfarbung der
Epidermis und der Talgdrase{ role Pleile)

Telgdruge

Abb. 32: Schematische Dar stellung des M echanismus der Far bstofffreisetzung und der Verfarbung der
Epidermisund der Talgdrisein vivo

Im lipophilen Milieu des Stratum corneum und des Infundibulums bilden sich mikrometergrofie
Partikelkonglomerate. Der Prozess ist irreversibel und durch Denaturierung der Polymer-Partikel kommt es zur
Freisetzung der enkapsulierten Farbstoffe. Durch weitere Diffusion der freigesetzten lipophilen Farbstoffe erfolgt

die Verfarbung nicht nur der Epidermis, sondern auch des follikuléren Epithels und der Talgdrise
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die Nanopartikel) richten sich die hydrophilen Karboxylgruppen nach auf3en, und die
hydrophoben Anteile des Polymers bilden den Kern der Nanopartikel. In einem hydrophilen
Milieu, wie der PBS-Ldsung, tragen diese aulferlichen Karboxylgruppen zur Erhaltung der
Partikelstruktur bei, anders as in dem lipophilem Milieu der IPM-LOsung und des
Follikelkanals, wo die lipophilen Anteile der Partikel sich erneut nach auf3en ausrichten kénnen.
In diesem Kontext konnte man erkléren, wie es bedingt durch die Neigung der hydrophilen
Gruppen Abstand von der lipophilen Umgebung zu halten, zur Bildung von Konglomeraten
kommt, bei denen sich die hydrophilen Anteile im Inneren neu anordnen.

Die oberflachliche Hydrophilie der PLA-Partikel allein kann die Bildung der Aggregate nicht
erklaren. Eine wichtige Voraussetzung ist die Instabilitdt der Partikel. Die PS-Partikel, die von
verschiedenen Forschergruppen (Schaefer et al 1990, Alvarez- Roman et al 2004, Toll et a 2004,
Vogt et a 2006) zur Untersuchung der follikuldren Penetration angewendet worden sind, weisen
ebenso eine negative Ladung auf, ohne dass sie zur Konglomerathildung neigen!®*#*3334 Dass
lasst sich moglicherweise durch die strukturellen Unterschiede zwischen den verschiedenen
Partikelarten erklaren. Die von Vogt et a angewendeten Polystyrenpartikel (Molecular Probes,
NeutrAvidin labeled Microspheres, Y ellow- green (505/515), F8774) sind durch Karboxylierung
modifiziert. Ihr Kern besteht aus PS-Polymeren und ist mit einem Polymer beschichtet. An deren
Karboxylgruppen wird Neutravidin kovalent gebunden. Exakte Details der Partikelherstellung
werden geschitzt und nicht bekannt gegeben, man kénnte aber von der bekannten Information
schlief3en, dass diese PS-Partikel Uber eine stabile externe hydrophile Hille verfiigen, die die
Anderung der dreidimensionalen Struktur im lipophilen Milieu des Talgs verhindert. Im
Gegensatz dazu verfligen die PLA-Partikel nicht Gber eine dhnliche stabilisierende Hille,
sondern nur Uber sporadische Karboxylgruppen.

Chen et a (2007) beobachteten in Untersuchungen an pegylisierten PLA-Partikeln ebenso eine
Instabilitat und einen Verlust der Integritat nach systemischer Injektion™®. Sie zeigten, dass o-
und B-Globuline dabei eine wichtige Rolle spielten. Mdglicherweise lasst sich der Verlust der
Integritét der Partikel durch die Interaktion des lipophilen Kernes der Partikel mit lipophilen
Komponenten der a- und B-Globuline erkléren. Wichtig ist zu erwéhnen, dass die pegylisierten
PLA-Partikel (ohne Vernetzung der PEG-Gruppen) genauso wie die 228 nm und 365 nm PLA-
Partikel nicht Gber eine stabilisierende Hille wie die PS-Partikel verflgten.

Zusammenfassend kdnnte vermutet werden, dass die schnelle lineare Farbstofffreisetzung in den
ersten 4-8 Stunden sich sowohl durch die Konglomeratbildung als auch durch die Diffusion des
eingekapselten Farbstoffes durch die Matrix der Partikel/Partikelkonglomerate erkldren |&sst.

Nach 8 Stunden wurde der ganze Prozess verlangsamt bis zum Erreichen eines Plateaus nach 16
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bis 24 Stunden. Man kénnte vermuten, dass in dieser zweiten Phase der Farbstofffreisetzung
aufgrund der beginnenden Séttigung des Empfangermediums eine verlangsamte Diffusion des
Farbstoffes stattfindet. Der Diffusionsprozess (Par. 1.4.3) ist von der Konzentration des
enkapsulierten Farbstoffes und von der Séttigung der Partikel und des Rezeptormediums
abhangig und nimmt daher im Laufe der Zeit ab. Nach einer gewissen Zeit kommt es zu einer
Séttigung des Rezeptormediums durch den Farbstoff, bevor der gesamte Farbstoff freigesetzt
wird. Diese Séttigung erklart das Plateau in dem in vitro Versuch. Es ist méglich, dass sich die
Partikel in vivo fast komplett entleeren konnen, bis es zu einer Séttigung kommt. Der andere
wichtige Mechanismus der  Wirkstofffreisetzung aus den  Nanopartikeln, die
Erosion/Degradierung des Polymers durch Hydrolyse, trifft im lipophilen Milieu des Follikels
wahrscheinlich nicht zut™.

In Hexan wurde eine hohere Konzentration von den freigesetzten Farbstoffen gemessen. Das
lasst sich moglicherweise nicht durch erhdhte Freisetzung sondern durch Zerstérung der Partikel
durch die Interaktion mit Hexan und durch Auflésen der Polymere in der HexanlGsung wegen
der erhthten Solubilitét der PLA-Polymere in Hexan erkléaren. Hinwels darauf ist die Tatsache,
dass sich in der Hexan/PBS Grenzzone makroskopisch keine Konglomeratbildung zeigte. Aus
diesen Grunden konnte die zweiphasige Hexan/PBS Ldsung nicht sinnvoll zur Simulation der

Farbstofffreisetzung im Follikel angewendet werden.

Die Farbstofffreisetzung aus Partikeln unterschiedlicher physikochemischer Eigenschaften nach
follikulérer Penetration in Haut ist bereits von anderen Forschergruppen untersucht worden.
Mordon et a (2003) untersuchten die Freisetzung von Methylenblau (MB) aus porésen Nylon
Mikropartikeln (5um). Die Freisetzung wurde jedoch nach Behandlung mit Ethanol induziert.
Aul¥erdem wurde fur ihr Forschungsvorhaben ein Mausmodell verwendet. Nach intrafollikulérer
Penetration der Partikel zeigte sich vergleichbar zu den PLA-Partikeln eine zeitabhangige
Freisetzung vom MB, welches die Epidermis, den Follikel und die Talgdrise verféarbte.
Insgesamt erreichte MB eine groRere Tiefe als die Mikropartikel. Der Zeitablauf der Verfarbung
sowie auch die verfarbten Strukturen und Zellpopulationen (Bilder am Fluoreszenzmikroskop)
war sehr dhnlich zu der im Rahmen der aktuellen experimentellen Arbeit beschriebenen Kinetik
der Nile Red Freisetzung in menschlichen VHFY,

Alvarez-Roman et a (2004a) zeigten mit der Hilfe des konfokalen Laserscanmikroskops eine
stérkere und tiefere Verfarbung der Haut (Schweineohr) nach Behandlung mit enkapsuliertem
Nile Red (in 250 nm P(CL) Partikel) as mit Nile Red in Propylenglykol. Daraus wurde

geschlossen, dass eine mikro/nanopartikuldre Formulierung die Wirkstofflieferung positiv
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beeinflussen kann. Der exakte Mechanismus wurde nicht eruiert, es bestand aber der Verdacht
auf eine Freisetzung von Nile Red. Mit der Hilfe eines zweiphasigen PBS/IPM Models wurde
gezeigt, dass eine solche Freisetzung in vitro moglich ist™. In ihrer nachsten experimentellen
Arbeit (Alvarez-Roman et a (2004b) konnten sie in der Tat nachweisen, dass sich die verstérkte
Verfarbung der Haut tatsachlich durch die Farbstofffreisetzung von den Partikeln erkléren
lieR™7.

Rolland et a hatten bereits 1993 mit Hilfe des Mausmodells gezeigt, dass in PLGA-Partikeln
enkapsuliertes Adapalen einen besseren therapeutischen Index als Adapalen in anderen
Formulierungen hat. Adapalen wird wegen seiner komedolytischen Wirkung fir die Therapie der
Akne benutzt. Derselben Arbeitsgruppe ist es gelungen, die Freisetzung von Adapalen aus den
Partikeln in kunstlichem Talg nachzuweisen, als Mechanismus wurde jedoch nur die Diffusion
vermutet™®. PLGA ist fast identisch zu PLA. Deswegen ist zu vermuten, dass die Partikel im
lipophilen Milieu des Follikels ebenso Konglomerate bilden. Die Arbeit der oben genannten
Forschergruppen hat bereits gezeigt, dass durch Anwendung von mikropartikuldren
Formulierungen eine verbesserte Wirkstofflieferung im Follikel erzielt werden kann. Mordon et
a. (2003) und Rolland et al. (1993) zeigten sogar, dass dadurch eine selektive Therapie von
Talgdriisenkrankheiten moglich isti*=®!
Untersuchung der Penetrations- und Frei setzungseigenschaften der PLA-Partikel im Rahmen der

. Es muss jedoch betont werden, dass nach der

aktuellen experimentellen Arbeit zum ersten Mal diese verbesserte Lieferung von Wirkstoffen
mit der Hilfe von partikuldren Systemen in menschlichen Haarfollikeln und nicht in
Tiermodellen gezeigt wurde. Auf3erdem wurde for den Mechanismus der Freisetzung die
Kombination von Denaturierung der hydrophoben PLA-Partikel und Diffusion durch die Poren
und/oder die Matrix der Partikel vorgeschlagen. Des Weiteren konnte mit der Hilfe der
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden, dass die Verfarbung durch den freigesetzten
Farbstoff bedingt ist und dass Nile Red durch die Zellen diffundiert (intrazellulérer
Penetrationsweg).
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4.3.1 PLA-Partikel alsWirkstofftrager fur dielokale Dermatother apie

Die Freisetzung des Farbstoffes aus den Nanopartikeln und den Konglomeraten in den ersten
acht Stunden folgte einer nédherungsweise linearen Kinetik. Das wirde heif3en, dass durch die
Applikation der Partikellosung auf die Haut z.B. zweimal téglich, standig eine konstante
Wirkstoffmenge im Follikel zur Verfiugung stinde. Dadurch konnte ein konstanter
Wirkstoffspiegel erreicht werden, mit denkbaren Folgen fur die Effizienz und die Vertréglichkeit
des entsprechenden Medikamentes.

Die Freisetzung findet im follikul&ren Infundibulum nach der Konglomeratbildung statt. Nach 24
Stunden sah man den lipophilen Farbstoff nur im unteren Tell des Follikels und der Talgdriise.
Das ist signifikant fur die Behandlung von Talgdrisenkrankheiten wie Akne oder Rosazea.
Durch die Beladung von PLA-Partikeln mit lipophilen Substanzen kdnnte deren therapeutischer
Effekt maximiert werden. Das Infundibulum fungiert als Reservoir fir die Nanopartikel. An
dieser Stelle findet die prolongierte Freisetzung durch Bildung von Konglomeraten, die
Konformationséanderung der Partikel mit Freisetzung des Wirkstoffes und anschlief3end die
Diffusion des lipophilen Wirkstoffes an die Zielstrukturen heran statt.

Im Rahmen dieser experimentellen Arbeit wurde nachgewiesen, dass nach der
Wirkstofflieferung auch die Wirkstoffaufnahme durch die Epidermiszellen, die Sebozyten und
die Zellen des follikuldren Epithels erfolgen kann. Das ist von grofter Bedeutung fir die
kontrollierte Wirkstofflieferung zur Behandlung von Haar- und Talgdrusenkrankheiten. Wichtige
Vorteile der PLA-Partikel fir derartige Anwendungen sind daher die follikelspezifische
Penetration in die menschlichen VHF, der Depoteffekt der Partikel und die prolongierte
Wirkstofffreisetzung mit maximalen Konzentrationen in der direkten Umgebung der
Zielstrukturen. Weitere Vorteile der PLA-Partikel sind ihre biologische Abbaubarkeit und ihre
grof3e Stabilitdt bei der Lagerung (bis zu einem Jahr), was natUrlich fUr ein potenziell
kommerzielles Produkt von grofdter Bedeutung ist. Schliefflich muss noch einmal die
Moglichkeit der Herstellung von PLA-Polymeren aus kostengiinstigen, erneuerbaren Ressourcen
wie zum Beispiel Maisstérke oder Zuckerrohr betont werden.

Selbstverstandlich sind auch Liposomen und SLN wichtige Kanditaten fir die Entwicklung von
Tragersystemen fur die lokale Dermatotherapie. Vor allem Liposomen sind umfangreich in den
letzen 20 Jahren untersucht worden und sind fast die enzige Gruppe von alen

Nanopartikel/Mikropartikelarten, die bereits kommerziell verwendet wird®

. Zu deren grof3en
Vorteilen zahlen die gute Vertraglichkeit, der ginstige Herstellungspreis und die Mdglichkeit
mit verschiedenen hydrophilen sowie auch hydrophoben Molekiilen beladen zu werden®”.

Wegen ihrer Instabilitdt und dem beschrénkten Depoteffekt sind mit der Hilfe der
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Nanotechnologie moderne solide Trager aus Lipiden (SLN) entwickelt worden!®*®¥. Ziel war es,
die Vorteile der verschiedenen Partikelarten zu kombinieren und gleichzeitig ihre Schwéchen zu
vermeiden. Trotzdem weisen sie noch gewisse Nachteile auf, wie zum Beispiel der beschrankte
Depoteffekt und die physikalische Instabilitét wahrend der Lagerung. Grund dafir ist ihre
strukturelle  Komplexitat!®. Aus alen diesen Grinden ist die Suche nach idealen
Wirkstofftréagern fir verschiedene Anwendungen der lokalen Dermatotherapie immer noch
aktuell. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit erscheinen PLA-Partikel as viel
versprechende Wirkstofftréger fur die Behandlung von Haar-/Talgdrisenkrankheiten. Durch
Modifizierung der Struktur und dadurch der Porositdt der PLA-Partikel kann man die
Wirkstofffreisetzung beeinflusseni®®. Eine Idee ware die Vernetzung (Cross linkage) der
Partikeloberflache durch eine UV-induzierte Polymerisation eines tri(ethylenglykol)
dimethyacrylat Monomers™>". Die Beschichtung der Partikel mit einem zweiten Polymer und
dadurch der Verschliuss der oberflachigen Poren ware eine andere Strategie™. Auf jeden Fall
bietet die moderne Nanotechnologie eine Vielzahl von Méglichkeiten zur Modifizierung der
Partikeleigenschaften fir eine beliebige Anpassung an den Bedirfnissen der jeweiligen
erwunschten therapeutischen Strategie. Weitergehende Forschungsvorhaben, die diese Optionen
systematisch und spezifisch fur die verschiedenen moglichen Anwendungen untersuchen, sind
daher erforderlich.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser experimentellen Arbeit war die Untersuchung der mdglichen Anwendung von
biologisch abbaubaren PLA-Partikeln als Tréger fiir die transkutane Vakzinierung und fiir die
lokale  Dermatotherapie. = Zu diesem Zweck wurden die Penetrations- und
Freisetzungseigenschaften von Nanopartikeln in menschlicher Haut und ihre potentielle
Aufnahme durch die Langerhanszellen der Epidermis untersucht.

Es zeigte sich, dass nach dem Auftragen der Partikellosung auf die exzidierte menschliche Haut
innerhalb der ersten 2-4 Stunden eine Aggregation im Haarfollikel erfolgte. In ungefdhr der
Hiélfte der untersuchten Haarfollikel lieBen sich fluoreszenzmikroskopisch PLA-Partikel
nachweisen, und bei einer betrichtlichen Anzahl von Follikeln (13%) zeigte sich eine
Penetration bis zum tiefen Infundibulum. Durch die Interaktion der Partikel mit der lipophilen
Umgebung erfolgte eine Konglomeratbildung der Partikel und Freisetzung des enkapsulierten
Farbstoffes, mdoglicherweise bedingt durch eine Denaturierung. Am Fluoreszenzmikroskop
zeigte sich eine diffuse Verfiarbung der Epidermis, des follikuldren Epithels und der Talgdriise.
Diese Farbstofffreisetzung wurde in vitro mit Hilfe der Fluoreszenzspektrophotometrie und eines
zweiphasigen Systems (PBS/Hexan und PBS/IPM) untersucht. Die Freisetzung folgte in den
ersten 8 Stunden einer linearen Kinetik und erreichte nach 16-24 Stunden ein Plateau. Dies ldsst
sich mdglicherweise durch die Anderung der dreidimensionalen Struktur der Partikel wihrend
der Konglomeratbildung und die Diffusion durch Poren oder die Matrix der Partikel erklaren.
Von den teils mikrometergroBen Konglomeraten lieBen sich die Partikel nicht neu formen oder
trennen, was auf einen irreversiblen Prozess hinweist. Der freigesetzte Farbstoff wurde von den
verschiedenen Zellpopulationen der Epidermis, des follikuldren Epithels und der Talgdriise
aufgenommen (durchflusszytometrischer Nachweis) und persistierte im unteren Follikel und in
der Talgdriise fiir mindestens 24 Stunden. Die untersuchten PLA-Partikel sind deswegen ein
potentieller Kandidat fiir die Entwicklung eines neuen Trédgers fiir die kontrollierte
Wirkstofflieferung in den Haarfollikel und in Talgdriisen. Eine mogliche Anwendung in der
Therapie von Talgdriisen- und Haarkrankheiten ist gut vorstellbar. Durch Applikation der
Partikel z. B. zweimal tdglich konnte ein konstanter Wirkstoffspiegel im Follikel und in den
Talgdriisen mit positiven Folgen fiir die Vertraglichkeit und den therapeutischen Effekt des
Préparates erreicht werden.

Das zweite Ziel dieser experimentellen Arbeit war, aufbauend auf vorangegangenen

Untersuchungen der Arbeitsgruppe, die Untersuchung der Anwendbarkeit der PLA-Partikel als



Zusammenfassung 84

Antigentriager fiir die Entwicklung von innovativen transkutanen Vakzinierungsstrategien. Fiir
die Prdvention von chronischen infektiosen Erkrankungen durch intrazelluldr persistierende
Pathogene und fiir die Behandlung von Tumoren ist die Induktion einer potenten zelluldren
Immunantwort von groBter Bedeutung. Dazu kann die Internalisierung der Nanopartikel durch
die Antigen-prisentierenden Zellen der Haut, moglicherweise iiber MHC-I Kreuzprisentation
des Antigens, beitragen. Aus diesem Grund wurde die Aufnahme der PLA-Partikel durch die
Langerhanszellen nach topischer Applikation untersucht. Zur Foérderung der follikuldren
Penetration erfolgte eine Vorbehandlung mit CSSS, welches die Haarfollikel fiir die Penetration
Offnet und die Penetration partikuldrer Formulierungen verbessert. Die im Rahmen dieser
experimentellen Arbeit untersuchten 228 nm und 365 nm PLA-Partikel, wurden nach topischer
Applikation nicht durch die Langerhanszellen der Epidermis aufgenommen. Im Gegensatz dazu
zeigte sich in der FACS-Analyse nach in vitro Inkubation in der Zellkultur eine gréfen- und
konzentrationsabhingige Aufnahme der Partikel durch epidermale Langerhanszellen. Die
Bildung von Konglomeraten nach topischer Applikation der Partikelsuspension erklért
moglicherweise warum die Partikel ex vivo nicht internalisiert wurden. Die verwendeten
PartikelgroBen lagen allerdings bereits fiir die einzelnen Partikel in einem Bereich, in dem eine
Penetration durch das follikuldre Epithel, wenn iiberhaupt nur limitiert stattfindet. Die
Ergebnisse bestitigen daher frithere Beobachtungen, die die gro3e Bedeutung der PartikelgroBe
fiir die Penetrationseigenschaften und die zelluldre Aufnahme unterstrichen.

Aufgrund der Biodegradierbarkeit bleiben speziell PLA-Partikel weiterhin viel versprechende
Tréger fiir transkutane Therapiesysteme. Die im Rahmen dieser experimentellen Arbeit
gewonnenen Ergebnisse weisen allerdings daraufhin, dass eine systematische Verbesserung der
Partikeleigenschaften, d.h. Reduktion der Gro6Be und Schutz vor Destabilisierung im lipophilen

Milieu wichtige Voraussetzungen sind.
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Verzeichnis der Abktrzungen

APZ
CD
CLSM
Coum 6
CpG
CSSS
CTS
Dz
EDTA
Em.
Exc.
FM
HBV
HIV
HPV
IFN

IL
IPM
IRS
ISCOMS
Kontr.
Konz.
LHZ
MACS
MB
MHC
n.K.
NK
NP

NR

Antigen-présentierende Zellen
Cluster of Differentiation
Konfokales Laserscanmikroskop
Coumarin 6

Cytosine- Guanine Dinukleotide

Cyanoacrylate Skin Surface Stripping

Bindegewebige Wurzelscheide
Dendritische Zellen
Ethylenediaminetetraacetic Acid
Emmision

Exzitation
Fluoreszenzmikroskop

Hepatitis B Virus

Human Immunodeficiency Virus
Human Papiloma Virus
Interferon

Interleukin

Isopropylmyristate

Innere Wurzelscheide
Immunstimulating Complexes
Kontrolle

Konzentration

Langerhanszellen
Magnetic-activated Cell Sorting
Methylenblau

Major Histocompatibility Complex
Negativkontrolle

Natural Killer

Nanopartikel

Nile Red
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ORS AuRere Wurzelscheide

PAMP’s Pathogen Associated Molecular Patterns
Par. Paragraph

P(CL) Poly (e-caprolactone)

PFA Paraformaldehyde

PLA Polylactic Acid

PLGA Poly (lactide-co-glycolide)
Polydisp. Index Polydispersity Index

Pr. Probe

PS Polystyren

S.c. Stratum corneum

SD Standardabweichung

SLN Solide Lipide Nanopartikel

TEM Transmission Electron Microscopy
THF Terminalhaarfollikel

TLR Toll like Receptors

uv Ultra Violet

VHF Vellushaarfollikel

VLP’s Virus like particles
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