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Abstract:

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflul3 von Biotin auf humane kultivierte Keratinozyten unter-
sucht. Dabei bestand das vorrangige Ziel in der Klarung des Wirkungsmechanismus bzw. der
zellularen Reaktion des Keratinozyten auf verschiedene Wirkstoffkonzentrationen. Die Ergebnisse
zeigten eine hohe Toleranz der Zellsystems gegenuiber dem Vitamin. Sowohl die Proliferation als
auch der Ablauf der Differenzierung der Keratinozyten konnen frei vom Einflufd des Biotins gewertet
werden. Gleiches gilt fur den regulative EinfluR auf die Apoptose, die durch Fettsduren induziert
wurde. Nach Uberschreiten einer notwendigen Schwellkonzentration war eine steigernde Wirkung
von Biotin auf die Synthese von Lipiden im Kerationzyten nachweisbar.

Aufbauend auf die ermittelten epidermal wirksamen Biotinkonzentrationen schlof3 sich eine Studie
zum Penetrationsverhalten von topisch appliziertem Biotin in humane edtawit’o an. Innerhalb

dieser Untersuchungen lag der Schwerpunkt auf der systematischen Penetrationsbeeinflussung.
Dabei galt das Interesse neben der Vehikelmodulation durch die Anwendung verschiedener
kolloidaler Arzneistofftragersysteme auch der gezielten Modulation von standardisierten Emulsionen.
Nach den vorliegenden Ergebnissen eignen sich die Modulatoren Hyaluronidase und Harnstoff
besonders fir den effektiven Transport von Biotin in die lebenden Schichten der Haut.

In the present study the influence of biotin on human cultured keratinocytes was examined. The
prior-ranking aim was to characterize the effect mechanism and the cellular reaction of the
keratinocytes to different drug concentrations. The human epidermal cells have shown a high
tolerance of the vitamin. Both the proliferation and the differentiation of the keratinocytes can be
judged to be free of the influence of biotin. No regulatory influence on the apoptosis, which was
induced by fatty acids, could be detected. After exceeding a necessary swelling concentration an
increasing effect of biotin on the lipid synthesis in the kerationcytes was provably.

Following the results from the cell culture and the known necessary effective concentration of biotin
we determined the penetration behavior of topical applied biotin into human skin ex vivo. Within
these examinations the main interest lay on the systematic modulation of the penetration behavior. So
we compared the biotin penetration from standardized emulsions with modulated emulsions and with
different types of biotin containing colloidal drug carriers too. Our results particularly recommend
the use of the modulators hyaluronidase and urea for an effective enhancement of biotin into the
living layers of the skin.

Keywords:
biotin, human keratinocytes, fatty acid synthesis, proliferation, differentiation, apoptosis, topical
application, modulation of penetration, hyaluronidase, urea
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Kapitel 1  Einleitung und Zielstellung

1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Die Zunahme der Studien Uber die Wirksamkeit von Biotin-Praparaten bei Haut-, Haar- und
Nagelerkrankungen in den letzten Jahren zeigt das rege Interesse an einem fur die Haut relevanten
Wirkstoff. Durch eine kontrollierte Biotintherapie konnte die Bedeutsamkeit bei weichen, briichigen
und splitternden N&geln, unterschiedlichen Formen der Alopezie sowie atopischer und seborrhoischer
Dermatitis nachweislich aufgezeigt werden (Bitsch und Bartel, 1994; Colombo et al., 1990;
Floersheim, 1989; Gehring, 1996). Der therapeutische Erfolg nach oraler ApplikatioBiotin

(Vitamin H = Hautvitamin) kann zwar als frei von Nebenwirkungen eingestuft werden, er bleibt
jedoch an die Notwendigkeit eines ausgedehnten Behandlungszeitraums (mehrere Monate) gebunden
(Siebert und Schneeweil®96).

Uber erste Erfahrungen der Auswirkungen topisch applizierter biotinhaltiger Formulierungen mit
einem Biotingehalt von 0,25% und 0,50% berichteten GILLI und FLOERSHE®¥Y). Sie wiesen

durch die Anwendung von Biotin eine sichtbare Reduktion der Faltchenauspragung an der Altershaut
nach. Dabei konnten keinerlei epitheliale und histopathologische Veranderungen der behandelten
Areale aufgezeigt werden.

Ungeachtet der positiven klinischen Erfahrungen mit diesem Vitamin erscheint die Klarung des
Wirkungsmechanismus unvollstandig. Der bisherige Kenntnisstand weist Biotin als Coenzym einer
Reihe von Carboxylasen aus, die in verschiedene lebenswichtige Stoffwechselfunktionen (Ablauf der
Gluconeogenese, Fettsdure- und Aminosauresynthese) eingebunden sind. Hierbei fungiert das
Vitamin als biochemischer Carboxylgruppenibertrager (Bitsch und Bartel, 1994).

Neben seiner Funktion als Coenzym sind die eigenstandigen pharmakologischen Effekte des Biotins,
z. B. die Beeinflussung der Keratinstruktur, fir den therapeutischen Einsatz von Interesse
(Floersheim, 1989; Floersheim 1992; Schmidt, 1993). Der zugrundeliegende Mechanismus des
Einflusses auf das Wachstums- und Differenzierungverhalten der Keratinozyten wird jedoch
kontrovers diskutiert (Fritschd,990; Fritsche et al., 1991; Limat et al., 1996). Diese Differenzen
Uber die unterschiedlichen Reaktionen des zelluldren Systems gaben den AnlaR zu gezielten
Untersuchungen zum Einflul3 von Biotin auf den Keratinozyten. Von besonderer Bedeutung waren
hierbei neben der Charakterisierung von Proliferation und Differenzierung, Effekte des Vitamins auf
grundlegende Stoffwechselfunktionen, wie die Fettsauresynthese. Zur umfassenden Klarung dieser
Fragestellungen standen verschiedene in vitro-Kulturen in Form der HaCaT-Zellinie und nativer
Primarkulturen von Keratinozyten zur Verfiigung (Boukamp etl8Bg8).

Bedingt durch seine hydrophilen Eigenschaften kann Biotin zu den Problemarzneistoffen gezahit
werden. Fir diese Substanzklasse stellt das Stratum corneum mit seiner Lipophilie und der geringen
Hydratation im Normalzustand eine Penetrationsbarriere von besonderer Dimension dar. Mit dem
zusatzlich schlechten Ldslichkeitsverhalten gegentiber den meisten dermatologisch relevanten
Losungsmitteln stellen sich bei diesem Wirkstoff besondere galenische Anforderungen an die
Vehikelkomposition.

Ein Hauptschwerpunkt der Arbeit lag deshalb in der Variation und Optimierung der Vehikel fur die
Applikation von Biotin. Ein Teil der galenischen Entwicklung eines effektiven Vehikels fur den
gezielten Transport von Biotin in die epidermalen Schichten der Haut bestand in der klassischen
Modulation des Vehikels. Die Realisierung der Vehikeloptimierung wurde durch Inkorporation
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einerseits von bewahrten Penetrationsmodulatoren, andererseits von spezifischen Enzymen zur
Beeinflussung der Barrierefunktion des Stratum corneum angestrebt.

Im Vergleich zu den sogenannten klassischen Vehikeln ist eine fortschreitende Entwicklung auf dem
Gebiet der dermalen Anwendung der kolloidalen Arzneistofftragersysteme wie Nanopartikel,
Liposomen und Mikroemulsionen zu verzeichnen (Huschka et al., 1996; Schmalful3, 1997). Aus
diesem Grund wurde ein besonderes Augenmerk auf deren Verwendung fur die Applikation von
Biotin gerichtet.

Zur Untersuchung der Effektivitdt dieser modernen Vehikelsysteme wurden diese in bezug auf
Standardvehikel (O/W- und W/O-Emulsion) verglichen. Zunachst galt es, die Verdnderungen der
Liberation des Biotins unter Nutzung des Mehrschichtmembranmodells nach FURST-NEUBERT zu
erfassen (Neubert et al., 1991). Im Anschlu? daran erfolgte die Charakterisierung der Systeme
hinsichtlich der Penetration. Die Erstellung der Penetrationsprofile von Biotin in die humane Haut
ex vivo sollte unter Verwendung der Diffusionszelle nach FRANZ geschehen (Franz, 1975).

In der vorliegenden Arbeit wurde folgenden Fragestellungen schwerpunktméfig nachgegangen.

1. Welchen Einflu bt Biotin auf die Proliferation und Differenzierung humaner Keratinozyten
aus? (Kap. 3)

2. Gibt es einen direkten Zusammenhang zwischen der Einwirkung von Biotin und der Lipidsynthese
des epidermalen Zellsystems? (Kap. 3)

3. Wie ist die Wirkung von verschiedenen Modulatoren (Einzelstoffe, komplexe Systeme)
hinsichtlich der Liberation von Biotin aus unterschiedlichen Vehikeln zu bewerten? (Kap. 5)

4. Welche Bedeutung besitzen kolloidale Arzneistofftragersysteme (Mikroemulsion, Liposomen,
Nanopartikel) fur die topische Applikation des verwendeten hydrophilen Arzneistoffs? (Kap. 6)

5. Inwieweit kann die Penetration von Biotin in die humane Haut durch die Verwendung von
spezifischen Modulatoren beeinflul3t werden? (Kap. 6)
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Das Organ menschliche Haut

Als Applikationsort fur topische Zubereitungen und als reaktives Erfolgsorgan steht die Haut im
zentralen Interesse diverser Fragestellungen in der dermatopharmazeutischen Forschung. Zum
Verstandnis des dermalen Wirkstofftransportes und der Reaktion der Haut auf die Exposition mit
Xenobiotika ist die Kenntnis von Struktur und Funktion vorauszusetzen.

2.1.1 Aufbau und Funktion

Die Haut umgibt den menschlichen Organismus als dul3ere Grenze zu seiner Umwelt. Dabei Ubt sie,
gebunden an ihre spezifische Struktur, verschiedene lebenswichtige Funktionen aus.

Grundsétzlich kann man sie nach ihrem mehrschichtigen Aufbau in die Epidermis, die Dermis und
die Subcutis unterteilen. Eingebunden in diese Matrix befinden sich die zu den Hautanhangsgebilden
zéhlenden Haare und Nagel, die Schweil3- und Talgdrisen.

Stratum corneum ) ]
— Epidermis
Stratum basale

oberer GeféBpIexu;

Talgdrisen
Haarmuskel > Dermis

Haarfollikel
unterer GefalRplexus

SchweilRdriise > Subcutis
Fettgewebe

Abb. 2-1 Aufbau der menschichen Haut (modifiziert nach Gruneberg)

Die hauptsachlich aus Lipozyten und lockerem Bindegewebe bestehende Subcutis erfillt vorwiegend
eine Energiespeicher- und Kalteschutzfunktion. Die darlber liegenden Kollagen-Elastin-Retikulin-
Fasern der Dermis sind fur die Elastizitat und Stabilitdt des Organs verantwortlich. Eingelagert in
diesen Verband befinden sich wasserhaltige Proteoglykane, die zur Hohlraumfillung beitragen. Das
Gewebe ist reichlich mit GefalRen durchzogen und sorgt somit flr einen regen Stoffaustausch.
Auf3erdem befinden sich in der Dermis sensible Nervenfasern, die fur die hautvermittelten
Empfindungen von Bedeutung sind.

Durch eine scharfe Abgrenzung zeichnet sich der Ubergang von der Dermis zur Epidermis ab. Die
Epidermis umfal3t mit ca. 90% die bestimmende Zellpopulation, die Keratinozyten (Wokalek, 1992).
Ausgehend vom proliferativ aktiven Stratum basale durchlduft der Keratinozyt im Zuge der
Differenzierung die einzelnen Schichten der Epidermis, bis er schlie3lich als toter, kernloser und
keratinreicher Corneozyt im Stratum corneum endet (Abb. 2-1).
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Neben dem Keratinozyten z&ahlen die dendritischen Melanozyten und Langerhans-Zellen sowie die
Merkel-Zellen zu weiteren Zelltypen der Epidermis. Die zur Melaninsynthese befahigten
Melanozyten tragen hierbei wesentlich zum Schutz vor der aggressiven Wirkung des UV-Lichtes bei.
In ihrer Makrophagenfunktion wird die Langerhans-Zelle auch als Abwehrzelle der Haut
eingeordnet. Hingegen fungiert die Merkel-Zelle ausschlieRlich als Sensor bei der Ubertragung von
Beruihrungsreizen.

2.1.2 Die Barrierefunktion des Stratum corneum

Die entdifferenzieren Epithelzellen der Epidermis bilden im Geflige mit einem komplexen Gemisch
an Hautlipiden das Haupthindernis fur eindringende Substanzen aus. Man bezeichnet diese je nach
Korperareal variable Schicht (10-80 pm) &satum corneum Hornschicht. Hinsichtlich der
Packungsdichte und der Dicke der einzelnen Hornlagen (ca. 20) a3t sich eine Klassifizierung
vornehmen (Bowser und White, 1985). So wird zwischen den oberen, locker gelagerten, der
Desquamation unterliegenden Zellschichten (3-5 LageBiratum corneum disjunctunmd dem
kompakteren ZellverbandStratum corneum conjunctuamterschieden.

Grundlegend laf3t sich der Aufbau des Stratum corneum als Zwei-Kompartiment-Modell beschreiben
(Elias, 1983; Elias und Friend, 1975; Grayson und Elias, 1982). Corneozyten als entdifferenzierte,
keratinreiche Keratinozyten, befinden sich nach dem Ziegelstein-Mértel-Prinzip in eine Matrix aus
Lipiden und wasserbindendamoisturizing factoreingebettet (Abb. 2-3).

Die Lipidzusammensetzung wurde mit etwa gleichen Anteilen an Ceramiden, Cholesterol und
Cholesterolestern sowie freien Fettsduren ermittelt (Lampe et al., 1983). Die Anwesenheit der Lipide
in der entsprechenden Zusammensetzung und deren spezifische strukturelle Organisation kann als
essentiell fur die Auspréagung einer intakten Barrierefunktion angesehen werden.

Die kontinuierliche Bildung und Erneuerung der Lipide steht im Zusammenhang mit der
Differenzierung des Keratinozyten von der Basalzelle bis hin zum Corneozyten (Prokscho&3al.,

Wertz und Downing, 1982; Wams und Elias,1987). Urspringlich sind diese Matrixbildner als
Biosyntheseprodukte des Keratinozyten zu betrachten. Bedingt durch ihre Toxizitat fur die lebende
Epidermis erfolgt der Einschluf? in Lamellargranu@diand bodies welche aus dem Golgi-
Apparat hervorgehen. Im Laufe des Differenzierungsprozesses vollzieht sich der aufsteigende
Transport der Syntheseprodukte in Richtung Greftmtum granulosumStratum corneum

(Abb. 2-5). Dort erfolgt die Sekretion des Materials aus den Lamellargranula in die Zwischenrdume
der Corneozyten. In der Anwesenheit von Wasser kann jetzt die Strukturgebung der Lipide in Form
von mehrschichtigen Bilayern realisiert werden (Curatdl®87; Landmann, 1991). Mit dem
pH-Wert und der Temperatur sind noch weitere Faktoren fir diesen Prozel3 verantwortlich (Elias,
1992).

In ihrer Funktion als Permeabilitéatsbarriere ist die Hornschicht hinsichtlich der Zusammensetzung
der Lipide verschiedenen Einflissen unterworfen. Neben Schwankungen, bedingt durch die Region,
das Alter oder Krankheitserscheinungen, wirken sich beispielsweise Anderungen im Wasserhaushalt,
der Temperatur, des pH-Wertes und der enzymatischen Aktivitdt auf die Vitalitdt der Barriere-
funktion aus (Grubauer et al., 1989; Hanley et al., 1997; Mak et al., 1991; Rawlings et al., 1993).
Der Barriereintegritat nach als souverdn konnen Schwankungen in Anzahl und Dicke der
keratinhaltigen Corneozyten eingeordnet werden (Elias et al., 1981).
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Entsprechend den strukturellen Gegebenheiten der Haut kbnnen Stoffe das Stratum corneum oder die
Hautanhangsgebilde permeieren (Abb. 2-2). Die ResorptiorGlaadulae oder Folliculi kann,

bedingt durch die geringe Flache (0,1 bis 0,5% der Haut) als sekundar eingestuft werden
(Ziegenmeyer, 1992).

interzellular transzellular transglandular transfollikular

Abb. 2-2 Penetrationswege in die menstibhe Haut (modifiziert nach Lippold, 1981)

Primar ist der transepidermale Transport auf zwei unterschiedlichen Wegen nachvollziakdrar -
zellular und transzellular (Abb. 2-3) (Loth, 1986; Loth, 1987). Erganzend fur den interzellularen
Transport muld aus aktueller Sicht d@sre-Pathwayangefiihrt werden. Unter Einwirkung von
Energie (Sonophorese, lontophorese) oder unter veranderten Applikationsbedingungen (Okklusion,
Penetrationsmodulatoren) kdnnen sich neue Permeationswege erdffnen, die im Normalzustand der
Haut nicht vollstandig existent sind. Didseunaren Domanemes Stratum corneum konnten als
eindeutiger Transportweg fur polare als auch apolare Stoffe identifiziert werden (Menon und Elias,
1997). Wahrend man friher eine Differenzierung fir unpolare (laterale Diffusion entlang der
lipophilen Anteile innerhalb der Bilayer) und polare Stoffe (Druchdringung des Corneozyten)
vornahm (Scheuplein, 1972), erscheint heute auch fiir polare Substanzen die Permeation via
interzellularer Route (entlang der hydratisierten Kopbgen der Bilayerlipide) und durch die Poren

der lacunaren Doméanen als gesichert (Boddé et391).

Interzellulare Passage  Transzellulare Passage

Intrazellularer
Raum

Lipid Wasser Cholesterol  Triglyceride Matrix Keratin

Abb. 2-3 Transportwege durch das Stratum corneum (moditiert nach Barry, 1987)
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2.1.3 Der Keratinozyt

Der bestimmende Zelltyp der lebenden Epidermis sind die Keratinozyten. Diese germinative Zelle
andert wahrend des Wachstums und der Reifung, gebunden an ihre Funktion, mehrfach ihre
Morphologie. Die im einlagigerbtratum basaldokalisierte Zelle ist in der Lage, sich in zwei
Tochterzellen zu teilen. Wahrend dieses Teilungsvorganges des Keratinozyten durchlauft dieser
verschiedene Phasen des Zellzyklug (G;-, S-, G-, und M-Phase) (Abb. 2-4).

Mit dem Eintritt der Zelle in den Zyklus werden in der zweistufigerfPBase die Vorbereitungen zur
DNA-Synthese getroffen. Dies geschieht durch eine gesteigerte biosynthetische Aktivitat, verbunden
mit einem Anstieg der RNA- und Proteinsynthese sowie des Ausbaues des Zytoskeletts (Wright und
Alison, 1984). Der nachfolgende Eintritt in die S-Phase fuhrt zur Synthese, der Replikation der
DNA. Im Anschluf3 an den Synthesevorgang wird die Zelle in der pramitotischehaSe auf die
eigentliche Zellteilung in der M-Phase vorbereitet. Werden jetzt die verschiedenen Mitosephasen
(Pro-, Meta-, Ana- und Telophase) durchlaufen, so kann die Trennung der zuvor verdoppelten
Chromosomen erfolgen. Die Dauer der gesamten Teilungsphase wird mit etwa 60-90 min
beschrieben (Christophers, 1980).

Uber den Mitosevorgang hinaus wird die Zelle vor die Entscheidung eines Wiedereintritts in den
Zellzyklus, den Weg der Entwicklung zum Corneozyten (Uber Apo-Phasmddy) oder den

Eintritt in die Ruhephase [Qestellt. Keratinozyten, die sich in deg-Bhase befinden, sind unter
bestimmten Voraussetzungen beféhigt, wieder in den Zyklus einzutreten (Reaktivierung durch
Cytokine) oder als permanent ruhende Zellen im Zelltod zu enden. Zusatzlich zur Ruhediade G

in den Vorbereitungsphasen, @nd G Ruhepunkte eingerichtet. Diese dienen der beschleunigten
Bereitstellung von teilungsfahigen Zellen bei Dysregulationen oder bei Erfordernis, wie
beispielsweise Verletzungen der Epidermis.

Y

Gup

Abb. 2-4 Zellzyklus der Proliferation und Differenzierung des humanen Keratinozyten
(nach Wohlrab, modifiziert nach Bullough, 1973)

Die noch undifferenzierte Basalzelle unterliegt wahrend ihres Teilungsprozesses Einfliissen
intrinsischer und extrinsischer Faktoren (Eckert, 1989; Eckert, 1993; Gibbs et al., 1996). An den
Checkpoints im Zellzyklus, die sich an den Ubergangen zwischenn@ S-Phase sowie zwischen

G,- und M-Phase befinden, finden wesentliche Eingriffe in den regulatorischen Mechanismus des
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Zyklus statt (Kamb, 1995). Die Einflussen Cyclin-abhéngigen Kinasen, die ihrerseits durch die
Cycline aktiviert oder durch pl5, p16, p21 oder p27 inhibiert wekdanen, Tumongppressoren
wie p53, der Tumornekrosefaktor TNFund der transformierende Wachstumsfaktor TB3Fagen
somit zur Steuerung der Proliferation bei (Funk und Kind, 19t%hdra et al.1995).

e - Stratum corneum
e
o ‘:i"l P —— Keratolyalingranula
#ﬂ a1t o _ﬁ__:?- T‘—— Stratumgranulosum
) — Odland bodies
-y 2 .,
ik - (=] .
Stratum pinosum
- " T R Desmosom
" q1
J — Stratum basale
= - . =

Abb. 2-5 Aufbau der Epidermis (modifiziert nach Fritsch, 1990)

Beschreitet eine Tochterzelle den Weg der terminalen Differenzierung, einer speziellen Form des
programmierten Zelltodes (Apoptose), so entfernt sie sich aus der Basalschicht (Paus et al., 1995;
Polakowska et al., 1994). Im Zuge der anschlieBenden Reifung vollizieht s@tnaitmm spinosum

eine Zunahme an plasmatischem Volumen und der Anzahl der Organellen (Abb. 2-5). Mit dem
Beginn der Synthese von Profilaggrin und Involucrin beginnt ein weiterer Schritt zur
Ausdifferenzierung des Keratinozyten (Ishida-Yamamoto et al., 1997). Bedingt durch die
desmosomale Verbindung der einzelnen Zellen erhalten diese eine stachelartige Form (Stachelzelle).
Auf dem Weg der fortschreitenden Differenzierung zum Corneozyten pragen si8tratmm
granulosumKeratohyalingranula (Aggregation zwischen Profilaggrin und Keratinfilamenten) aus,
wodurch auch die Namensgebung Granularzelle zu begriinden ware. Die Spezifitat dieses Zelltyps
liegt in der Umwandlung der Vorstufe Profilaggrin in Filaggrin und der Modifikation ehemals
basaler Zytokeratine zu hochmolekularen Molekilen. Am Ubergang vom Stratum granulosum zum
Stratum corneum vollzieht sich unter Einwirkung Calcium-abh&ngiger Transglutaminase die
Quervernetzung von Involucrin (Watt und PAi§83). Schlie3lich wird, ausgeldst durch spezifische
Faktoren, der lebende Keratinozyt zum toten Corneozyten transformiert und dieser in die Lipidmatrix
desStratum corneungingebettet. Mit diesem ProzeR einhergehend vollzieht sich der Ubergang von
der keratinozytaren Membran ztornified envelopeles Corneozyten. Diese kompakte Membran ist

aus den Hiullproteinen Cystatin A, Loricrin, Involucrin, Elafin und kleineren, an Prolin reichen
Proteinen zusammengesetzt (Steinert und Marekow, 1996). In diesem Netzwerk sind wiederum die
Keratinfilamente des Corneozyten eingebunden, die ebenfalls im Zellinneren durch Filaggrin
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aneinander geknupft werden. Das zeitliche Ausmald bis zur Entwicklung des Corneozyten umfal3t
eine Dauer von ca. 30 Tagen.

2.1.3.1 Proliferation des Keratinozyten

Zur Bestimmung der Art und Weise der EinfluBnahme eines Xenobiotikums auf das Wachstums-
verhalten des Keratinozyten kénnen verschiedene Verfahren der Proliferationsmessung herangezogen
werden. Die folgenden Methoden sollen dazu einen Uberblick geben:

* Bestimmung der Zellanzahl durch Auszahlung der Zellen am Mikroskop oder automatisiert durch
Verwendung eines Coulter Counters
e Bestimmung Zellzyklus-assoziierter Markerproteine (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
- Ki-67
- p15, p16, p21, p27, p53
* Bestimmung der DNA-Syntheseleistung nach Einbau verschiedener Pyrimidin-Analoga in die
DNA, ¥H]-Thymidin (Flussigkeitsszintillationmessungen), Bromdesoxyuridin (Absorptions- oder
Fluoreszenzmessung)
» Anfarbung der DNA durch fluoreszierende Farbstoffe (Propidiumiodid, Ethidiumbromid) und
nachfolgender Fluoreszenzmessung (Flowzytometer oder Bildanalyse)
+ Bestimmung der RNA-Syntheseleistung nach Einbau®éhUridin in die RNA (Auswertung
via Flussigkeitsszintillation)
* Bestimmung von Enzymaktivitaten z.B. Lactat-Dehydrogenase, durch Reduktion von Tetrazo-
liumsalzen (INT, MTT) zur farbigen Formazanverbindung (Absorption)
e Bestimmung des Gehaltes an Proteinmasse durch Proteinanalytiken (via Absorptionsmessung
nach Verwendung von Bradford- oder Lowry-Reagenz)

2.1.3.2 Differenzierung des Keratinozyten

Uber die Erfassung von Veranderungen im Proliferationsverhalten hinaus ist die Kenntnis der
Beeinflussung der Differenzierung des reifenden Keratinozyten notwendig. Erst im Komplex mit der
Beschreibung der Proliferation lassen sich vollstdndige Aussagen Uber die Wachstumscharakteristik
treffen. Folgende Methoden sind zur Erfassung des Differenzierungsverhaltens geeignet.

» Erfassung von exprimierten Differenzierungsmarkern (Involucrin, Filaggrin, Loricjirbzw.
deren mRNA, Auswertung unter Nutzung von Elektrophoresetechniken oder immunhisto-
chemischen Methoden nach Kopplung mit enzym- oder fluoreszenzmarkierten Antikérpern

» Beurteilung der Auspragung deornified envelopainter Nutzung von bildgebenden Verfahren
(Laserscanning-Mikroskopie, Bildanalyse)

e Bestimmung des intra- und extrazellularen Calciumgehaltes als Marker der fortschreitenden
Differenzierung (Flowzytometrie, Fluoreszenzmessung)



Kapitel 2 Theoretische Grundlagen

2.2 Zellkultur humaner Keratinozyten

Die AbklirzungHaCaT steht firhumanadult low cacium high temperature keratinocytes. Diese
permanente epitheliale humane Zellinie kann als ph&notypisch spontan transformiert, aber nicht
tumorigen eingestuft werden. lhrer Herkunft nach stammt sie aus der Peripherie eines primaren
malignen Melanoms, welches im oberen Bereich der Rickenhaut eines 62 Jahre alten Patienten
lokalisiert war. Einen wesentlichen Anteil zur Etablierung dieser Linie leistete die Arbeitsgruppe um
FUSENIG am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg (Boukamp et al., 1988).
Schluf3folgernd aus der spontanen Transformation ergibt sich eine Immortalitdt des Stammes, die
durchaus mehr als 140 Passagen zula3t. Das Wachstkontieuierlichen Zellinie vollzieht sich

nach einem bestimmtem Schema. Dies gliedert sich nach dem Einséen der Zellen zunachst in eine
lag-Phase verzogerten Wachstums (Anpassung an die Kulturbedingungen), in eine sich
anschlieRendng-Phasemit exponentiellem Anstieg der Zellanzahl bis hin zum siebenten Tag der
Kulturdauer und endet mit der Ausbildung eifateausbzw. dem Einstellen des Wachstums. Zur
Fortsetzung der Kultur Gber eine langer Kulturperiode empfiehlt sich deshalb die Durchfiihrung einer
Subkultivierung.

Schluf3folgernd aus dieser Wachstumscharakteristik, die durch eine Passageunabh&ngigkeit bei
Proliferation und Differenzierung gekennzeichnet ist, kann die HaCaT-Zellinie verglichen mit nativen
Keratinozyten als stabileres in vitro-Modellsystem angesehen werden. In grundlegenden
Untersuchungen zur Vergleichbarkeit der Eigenschaften von HaCaT und nativen Keratinozyten
konnten Gemeinsamkeiten im biochemischen Verhalten, jedoch Unterschiede in der Differenzierungs-
fahigkeit aufgezeigt werden (Geilen et al., 1996; Grabbe et al., 1996; Neuner et al., 1996; Schurer et
al., 1993).

Aufgrund der aufgezeigten Eigenschaften eignet sich diese keratinozytare Zellinie hervorragend fiir
Studien zum Proliferations- und Differenzierungsverhalten unter dem Einflu3 von verschiedenen
chemischen Substanzen, als auch von umweltbedingten Noxen. Die &hnlichen Verhaltensmuster der
HaCaT-Zellinie im Vergleich zu nativen Keratinozyten lassen weiterhin Hinweise auf in vivo
Reaktionen zu.

Die Entdeckung der Expression von Tumormarkern bei einer HaGbpeBulation war das
Resultat von Untersuchungen von DERER et 3896). Gekennzeichnet durch ein untypisches
Proliferationsverhalten spricht man auch von HaCaT-rapid. Wahrscheinlich sind die Anomalien im
Wachstumsverhalten auf abweichende Kulturbedingungen zurtickzufiihren

Zur besseren Korrelation von in vitro- und in vivo-Untersuchungen ist die Auswahl eines Modell-
systems, welches den in vivo-Bedingungen mdglichst nahekommt, empfehlenswert. Gegenwartig
finden bei der Bewertung von Wirk- und Hilfsstoffen hinsichtlich der Dermatotoxizitdt besonders
Kulturen primarer humaner Keratinozyten zunehmende Verwendung. Aus diesem Grund wurden bei
der Bearbeitung der Fragestellungen nach der Wirkung von Biotin auf den proliferierenden und sich
differenzierenden Keratinozyten analog Daten an nativen humanen Kulturen erfalf3t.
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2.3 Grundlagen der dermalen Wirkstoffaufnahme

Die Aufnahme von Arzneistoffen in die Haut wird maR3geblich durch die Stoffeigenschaften und -
konzentration, die Flache der Applikation, deren Morphologie und Physiologie (Barrierefunktion,
metabolische Aktivitdt) und von eingesetzten galenischen Formulierungen (Vehikeleffekt) beeinfluf3t.
Im folgenden Abschnitt sollen die Einflisse und Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff, Vehikel und
dem Applikationsorgan besprochen werden.

2.3.1 Passiver Transport - Diffusion

Ausgehend von der Option eines Akzeptors mit sink-Bedingungen &3t sich der Arzneistofftransport
des Wirkstoffs durch die einzelnen Schichten der Haut als ein passiver Prozel3 charakterisieren,
welcher mit dem 1. FICK’schen Diffusionsgesetz beschrieben werden kann (Lippold, 1981; Pfeifer
et al., 1995). Aktive Transportvorgdnge waren fiir das Organ Haut noch nicht nachweisbar.
FICK’sches Diffusionsgesetz (Diffusion)

dm dc
— =-D[F G-
dt dx GL. 21
dm
FTIRR Massestrom (steady state)
D ... Diffusionskoeffizient
Foo, Applikationsflache
dc . .
X Konzentrationsgradient

Betrachtet man das Stratum corneum als isotrope Verteilungsmembran, so findet diese vereinfachte
Beschreibung des Diffusionsprozesses ihre Anwendung. Verantwortlich fir den voranschreitenden
Prozel3 des Transfers von Substanzen ist der Konzentrationsgradient innerhalb der Hornschicht
(Ziegenmeyer, 1992). Im Zusammenhang damit sind als Randbedingungen der Ausschlul® von
Einwirkungen durch Vehikelkomponenten (z.B. Lipidzusammensetzung, Hydratation) und
Interaktionen mit Hautbestandteilen (z.B. Affinitdt, Metabolisierung) zu erfillen (Ziegenmeyer,
1992). Unter der Voraussetzung ei@mstanten Applikationsflache wirkt sich der Diffusions-
koeffizient D als Proportionalitatsfaktor des Massestromssieady stateaus (GL. 2-1). Der
Diffusionskoeffizient wird neben der Viskositat des Diffusionsmediums und dem Molekulradius des
diffundierenden Materials auch von der Temperatur und dem Druck beeinflu3t (GL. 2-2) (Stricker,
1987). Diese Abhéangigkeiten des Diffusionskoeffizienten werden in der folgenden Beziehung
verdeutlicht:

3 RLT
D= m GL. 2-2
R . Gasonstante
T absolute Temperatur
[ dynamische Viskositat
S Teilchenradius
N Avogadrozahl

10
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2.3.2 Solvent drag - Konvektion

Neben dem passiven Transport, der bedingt durch einen Konzentrationsgradienten vorangetrieben
wird, kann ein Stoff ebenfalls Stromungskréaften coapplizierter Losungsmittel folgen (solvent drag).
Der Cotransport des applizierten Stoffes mit einem Ldsungsmittel ist nach folgender Gleichung an
einen hydrodynamischen Druckgradienten gebunden.

Gesetz nach HAGEN-POISSEULLE ¢Kvektion)

dm_nr0* dp

—= B GL. 2-3
dt 8l dx

n Porenzahl

| SR Porenradius

[ B Viskositatonstante (Widerstand der Losung gegen

konvektive Verschiebung)

ST TTTTTTTTTI hydrodynamischer Druckgradient

2.3.3 Verteilungsverhalten und Thermodynamische Aktivitat

Im Verlaufe des Penetrationsvorgangs wird ein dermal applizierter Arzneistoff mehrfach
unterschiedlichen Verteilungsprozessen unterworfen. In diesen Ablauf flie3en die physikochemischen
Eigenschaften des Stoffes ein und bestimmen deren Fortgang. Betrachtet man die Verteilung des
Wirkstoffes zwischen dem verwendeten Vehikel (Donatorkompartiment) und der Hornschicht
(Akzeptorkompartiment) als einen Teilprozel3, so laf3t sich dieser nicht experimentell ermitteln. Als
vereinfachtes Modell bietet sich deshalb die Verwendung eines Phasensystems aus zwei miteinander
nicht mischbaren LOsungsmitteln an. Im allgemeinen hat sich zur Bestimmung des
Verteilungskoeffizienten die Verwendung von Octanol als lipophile und Wasser als hydrophile
Komponente durchgesetzt.

Vk = M GL. 24
Chydrophil
Vk Verteilungskoeffizient
Clipophil  «eeeerrrennnns Léslichkeit des Wirkstoffs im lipophilen Losungsmittel
C hydrophil ««eeeeeeennnss Loslichkeit des Wirkstoffs ihydrophilen Losungsmittel

In Gleichung 2-4 zeigt sich gewissermafRen der Endzustand des Verlaufes der Verteilung. Der
Verteilungskoeffizient ist nicht nur Ausdruck des Verteilungsverhaltens des Wirkstoffes, sondern
verkorpert gleichzeitig seine Lipophilie, woraus sich entscheidende Aussagen fir den
Penetrationsvorgang ableiten lassen (Menczel und Touitou, 1989; Stittgen, 1990). Bedingt durch die
Anwesenheit lipophiler als auch hydrophiler Areale im Stratum corneum (Kap. 2.1.2) kann ein
Verteilungskoeffizient um 1 als ideal fir einen zligigen Fortgang der Penetration eingestuft werden.

11
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Im direkten Zusammenhang mit dem Verteilungskoeffizienten steht die thermodynamische Aktivitat
a. Sie beschreibt das Bestreben eines Wirkstoffes, seine Umgebung (Losungsmittel, Vehikel) zu
verlassen, um sich bei minimalem Aufwand von Energie in einer anderen (Losungsmittel, Akzeptor)
zu verteilen. In Abhangigkeit vom Molenbruck) Und einem effektiven Idsungsmittelspezifischen
Aktivitatskoeffizienten f) wird die thermodynamische Aktivité&r durch folgende Gleichung
ausgedriickt.

a=xy GL. 25

Betrachtet man diese Gleichung unter der Option, dal3 der Aktivitatskoeffiziefitist, so wachst

die thermodynamische Aktivitat mit der Konzentration, wobei die Maximalkonzentration dem
Molenbruch der geséttigten Losung entspricht. Somit représentiert die thermodynamische Aktivitat
das Verhaltnis der Substanzkonzentration {Ge) zu ihrer Sattigungskonzentration s(fenike)

(C venike/Cs venike) (Bendas, 1993).

12
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2.4 Modulation der Wirkstoffpenetration

2.4.1 Kolloidale Tragersysteme

Eine wesentliche Voraussetzung fur die Wirksamkeit eines Arzneistoffes ist seine Anreicherung am
gewiinschten Wirkort. Dazu besteht die Notwendigkeit der Uberwindung der Penetrationsbarriere
Stratum corneum. Je nach Zustand dieser kompakten Hautschicht sind unterschiedliche Bedingungen
fur das Eindringen von Substanzen gegeben (Kap. 2.1.2).

Aus therapeutischer Sicht ist meist der schnellstmogliche Wirkungseintritt eines Arzneistoffes
angestrebt. Diese Tatsache tragt dazu bei, initial schnell freisetzende Vehikel mit optimiertem
Konzentrations-Zeit-Profil des Wirkstoffs am Wirkort zu entwickeln (Wohlrab und Lasch, 1989).
Soll der gewtinschte Effekt kontinuierlich aufrecht erhalten werden, so empfiehlt sich die Auswabhl
eines Tragers mit zusétzlicher Retardfunktion.

Untersuchungen kolloidaler Tragersysteme haben gezeigt, dal3 ihre Fahigkeiten nicht nur auf dem
Gebiet der Penetrationspromotoren, sondern auch im Bereich der kontrollierten Freigabe angesiedelt
sind (Huschka et al., 1996). Die Mdglichkeit der SteuenamgFreigabe und Penetration lassen sie
gegenudber den herkdmmlichen Arzneiformen bedeutsam erscheinen. Selbst Wirkstoffe mit
ungunstigen Voraussetzungen fir die dermale Applikation (schlechte Léslichkeit, hydrophile
Molekiile, hitze-, oxidations- oder lichtempfindliche Substanzen) kdnnen mit gesteigerter
therapeutischen Effektivitat eingesetzt werden (Schmalfuf3, 1997).

Von zunehmender Bedeutung sind die Eigenwirkungen der Vehikelbestandteile der Tréagersysteme.
Einerseits fungieren sie als Modulatoren der Penetration, daneben Ia3t sich durch ihre
Wechselwirkungen mit dem Keratinozyten ein gezielter therapeutischen Nutzen erzielen (Wohlrab,
1995). Je nach Zusammensetzung lassen sich mit \itfeVehikeln ohne Wirkstoff beachtliche
Erfolge bei der Therapie von Hautkrankheiten (Proliferationsbeeinflussung, Verbesserung der
Barrierefunktion) oder auch in kosmetischer Absicht erzielen (Hydratation der Hornschicht).
Insgesamt scheinen diese Tréager von Arzneistoffen eine zunehmende Berechtigung fir die dermale
Applikation zu erlangen.

2.4.1.1 Nanopartikel

Struktur und Eigenschaften

Nanopartikel sind im weiteren Sinne Feststoffsysteme aus Polymer und Arzneistoff mit einer Grofze
von 10 bis 1000 nm . Handelt es sich hierbei um verfestigte mizellare Systeme, verfestigte
Mikroemulsionen oder Partikel mit einer kontinuierlichen Hiille, so spricht marNemokapseln
Besteht das Teilchen aus einer Polymermatrix, in welche ein Arzneistoff eingebettet oder auf3en
adsorbiert sein kann, so bezeichnet man esatspartikel (Bauer et al., 1991) (Abb. 2-6).

Mit der ldee von festen Polymerpartikeln im Nanometerbereich legten BIRRENBACH und
SPEISER den Grundstein der Entwicklung dieses Tragersystems (1976). Als Basismaterialien fur
die Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln kommen natirliche und synthetische Stoffe in Frage.
Die Verwendung der nattrlichen Tragermaterialien (Biopolymere, Lipide) erscheint hinsichtlich ihrer
geringen Toxizitat und ihrer biologischen Abbaubarkeit vorteilhaft, doch auch halbsynthetische und
synthetische Produkte sind durchaus als relevante Matrices zu betrachten (Couvreur et al., 1979;
Gurny et al., 1981; Koosha et al., 1987; Kreuter et al., 1976).

13
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O O

Abb. 2-6 a) spharischer Nanopartikel
b) elliptischer Nanopatrtikel
¢) Nanokapsel

Dermale Anwendung

Der Umfang der Untersuchungen, die einer moéglichen Nutzung der kontrollierten Freigabe von
potenten Wirkstoffen aus dem Tragersystem Nanopartikel fir die topische Applikation nachgehen,
ist als sehr gering einzustufen. Erste Schritte auf diesem Gebiet sollen hier im folgenden aufgefuhrt
werden.

Unter Verwendung unterschiedlicher Derivate von Polycyanoacrylaten lassen sich hydrophile als
auch lipophile Molekule fir die transdermale Anwendung einsetzen (Cappel et al., 1991). An
haarloser M&usehaut sowie an kunstlichen Membranen konnte eine Erhéhung der Permeabilitat fr
Methanol, jedoch kein steigernder Effekt flr den lipophileren Alkohol Octanol gefunden werden.
Dabei wurde eine deutliche Abhangigkeit der Permeation von der Lipophilie des eingesetzten
Polymermaterials festgestellt.

HANDJANI und Mitarbeiter patentierten bereits 1991 biologisch abbaubare Nanopartikel fur die
topische Anwendung von Externa und Kosmetika. Die Verwendung eines walrigen Partikelsystems
aus Poly-(butylcyanoacrylat) und Tocopherol erbrachte im Vergleich zu tocopherolhaltigen
Emulsionen weniger irritative Erscheinungen an der Haut und am Auge.

Partikel aus Collagen-Glucosaminglycan-Gemischen, die in der Zellkultur an Fibroblasten (Ratten)
und nach subkutaner Injektion in Rattenhaut hervorragende Biokompatibilitat und keine Zytotoxi-
zitat zeigten, waren Gegenstand von Penetrationsuntersuchungen an humaner Haut (Huc
et al.,, 1991). In Abhéngigkeiton der Partikelgrol3e ergaben sich unterschiedliche Penetrations-
ergebnisse. Partikel unterhalb von 20 pm waren in der Lage, in die oberen Schichten des Stratum
corneum einzudringen. GrofRere Vesikel, die an der Oberflache verblieben, standen durch Wasch-
und Wischeffekte nicht fur die Penetration zur Verfligung.

Um die Effekte von Collagenpartikeln auf das Penetrationsverhalten von lipophilen Substanzen zu
untersuchen, wurden diese auf haarlose Mausehaut appliziert (Rossler et al., 1994; Roéssler et al.
1995). Im Vergleich mit einer O/W-Creme erbrachte die VerwendwmngCollagen als Trager-
material fir Retinol ein schnelleres Eindringen des Wirkstoffes in tiefere Hautschichten. Gleichzeitig
konnte die Gesamtmenge an penetriertem Retinol erhéht werden.
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2.4.1.2 Liposomen

Struktur und Eigenschaften

Liposomen stellen kugelférmige Vesikel dar, die aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten
aufgebaut sind (Abb. 2-7pie lassen sich ihrer Struktur nach in ein hydrophiles und ein lipophiles
Kompartiment unterteilen. lhr grundséatzlicher Aufbau gleicht dem von biologischen Membranen.
Die Grundbausteine fur die Herstellung der Vesikel sind die Phospholipide. Nach BARENHOLZ
et al. kdnnen funf Guppenvon Phosphoalipiden fiir die Herstellung von Liposomen eingesetzt werden
(1994). So eignen sich natirliche (Lecithin, Phosphatidylcholin), modifizierte natlitigtigeftes
Phosphatidylcholin), halbsynthetische (veranderte Alkylketten), vollsynthetische und Phospholipide
mit nicht nativer Kopfgruppe. Alle diese Verbindungen bilden beim Kontakt mit Wasser spontan
flissigkristalline Aggregate von unterschiedlicher Stabilitat.

Eine Klassifizierung der Liposomen kann nach der Anzahl der Lipiddoppelschichten und ihrer Gré3e
bzw. nach der Art und Weise der Herstellung erfolgen (Crommelin und Schreier., 1994).

Dermale Anwendung

Erste liposomale Zubereitungen wurden als Kosmetika fur die allgemeine Verbesserung des
Hautzustandes auf den Markt gebracht (Lautenschléager et al., 1988; Lautenschlager, 1989; Lauten-
schlager, 1990)So standen eine Hydratisierung und Ergédnzung des Lipidhaushaltes damHaut
Vordergrund der Anwendung.

Pharmazeutisch und medizinisch interessant erscheinen in Gelgrundlagen eingearbeitete Liposomen
als Externa zur Behandlung diverser Dermatosen (Korting, 1995). Da liposomenhaltige Hydrogele
gut in die Haut eindringen, kann in der Therapie eine hohe Akzeptanz durch den Patienten erzielt
werden.

Bemerkenswert ist ebenfalls der Aspekt, dal3 schon die alleinige Therapie von atopischen trockenen
Hautzustéanden mit Leerliposomen aus nativen Hautlipiden zu einer Verbesserung des Hautzustandes
fuhren kann (Schreier et al., 1994).

. _XO| |0 ¢ 0
—

@ oo |l o o
o ~o| |c==0 oo

— -
Unilamellares Vesikel Multilamellares Vesikel
(CERS ) Phospholipidbilayer
- lipophiles Molekiil

[ —

hydrophiles Molekll

Abb. 2-7 Grundstrukturen von Liposomen (nach Crommelin und Schreier, 1994)

Umfangreiche Untersuchungen existieren zur Modulation der Penetration unter Verwendung von
phospholipidhaltigen Zubereitungen (Martin, 1992; Mezei und Gulaschkaram, 1980).
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Im Mittelpunkt des Interesses stand dabei neben der Applikation von liposomal eingeschlossenen
Lokalanasthetika (Foldvari, 1994; Sharma et al., 1994), Vitaminen (Schéafer-Korting et al., 1994)
und nichtsteroidalen Antiphlogistika (Michel et al., 1991) vor allem der liposomale Transport von
Glucocorticoiden (Wohlrab et al., 1989; Wohlrab et al., 1992).

Eine aus der Sicht des Dermatologen wiinschenswerte Steigerung der epidermalen Konzentration von
problematisch zu handelnden Wirkstoffen erscheint durch die Verwendung liposomaler
Formulierungen moglich. In den Untersuchungen von WOHLRAB und LASCH wurde in Liposomen
eingeschlossenes Hydrocortison an humaner Haut ex vivo eingesetzt (1989). Bereits nach kurzer
Einwirkdauer zeigte sich eine 9-fache Erhohung der Konzentration von Hydrocortison in Epidermis
und Dermis (Wohlrab et al., 1992).

Mit dem Ziel des Schutzes vor oxidativem Angriff wurden Arbeiten mit dem Antipsoriatikum
Dithranol durchgefuhrt (Gehring et al., 1994; Mahrle et al., 1991). Der gewlnscht Effekt der
Stabilisierung des Wirkstoffes war jedoch nicht realisierbar. Trotzdem erscheint die Anwendung zur
Minutentherapie empfehlenswert, da die liposomale Formulierung im Vergleich zu einer
konventionellen Grundlage bereits nach kurzer Zeit in die Haut eindringen kann.

Die Frage nach einem Zusammenhang zwischen der penetrationsfordernden Wirkung von
Phospholipiden und dem Vorliegen liposomaler Strukturen war Gegenstand weiterfiihrender
Untersuchungen. GEHRING et al. konnten eine direkte Abhé&ngigkeit bei der Applikation von
Dithranol nachweisen (1995). Bezogen auf dgslrophile Molekil Heparin liel3 sich dieser
Sachverhalt nicht bestatigen (Schiitze, 1997).

Die Mechanismen der Vesikel-Haut-Wechselwirkungen und des gezielten Transportes wurden
ausfuhrlich mit Hilfe von mikroskopischen Techniken und mit radioaktiv- oder fluoreszenz-
markierten Molekilen oder auch Arzneistoffen untersucht (Lasch et al., 1992; Lasch und Bouwstra,
1995). Grundsétzlich ist der penetrationsfordernde Effekt topisch applizierten Liposomen auf

eine Interaktion zwischen Vehikelsystem und Haut zurtickzufihren. Die lipophilen Bestandteile der
Liposomenmembran entfalten ihre Wirkung durch die Interaktion mit den Lipiden des Stratum
corneum. Eine Desintegration der geordneten Lipidstrukturen ist die Folge, wobei der Einflul3 des
Wassers aus der hydrophilen Phase des Vehikels dabei als synergistisch einzustufen ist.

Uber die Penetrationstiefe intakter Liposomen existieren sehr unterschiedliche Ergebnisse und
Auffassungen. Geht man von dem Fakt aus, daf Liposomen, die in das Stratum corneum humaner
Haut eindringen, dort mit den vorhandenen Lipiden in Wechselwirkung treten und dabei ihre eigene
Struktur aufgeben, so sind intakte Liposomen in tieferen Hautschichten nicht mehr nachweisbar
(Hofland et al., 1995; Kirjavainen et al., 1996; Kriwet und Muller-Goymann, 1995).

Im direkten Gegensatz dazu stehen Untersuchungen, die von der Permeation intakter liposomaler
Strukturen berichten (Cevc et al., 1995; Fleisher et al., 1995). Unterstiitzung findet diese Theorie
durch den Nachweis eines intakten Ubertritts von Liposomen aus dem Medium von
Keratinozytenkulturen in das Zellinnere (Schaller et al., 1996). Kritisch anzumerken ist jedoch die
Mdglichkeit der spontanen Wiederausbildung liposomaler Strukturen in hydrophiler Atmosphéare
nach erfolgter Passage der Zellmembran oder auch der Lipidmixture des Stratum corneum.
Moglicherweise sind die gefundenen Effekte im Zusammenhang mit der Ausbildung des
pore-pathwayszu sehen, der die Permeation von diversen Substanzen durch die Barriere der
Hornlagen ermdglicht (Menon und Elid<€97).
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2.4.1.3 Mikroemulsionen

Mikroemulsionen sind homogene transparente, thermodynamisch stabile Systeme niedriger
Viskositat, die spontan gebildet werden (Pfuller, 1986). Sie setzen sich aus miteinander nicht
mischbaren Flissigkeiten, hauptsachlich aus einer Wasserphase, einer Olphase und einem Gemisch
aus Tensid und Cotensid zusammen (Prince, 1977). Im Unterschied zur Makroemulsion liegt die
TropfchengroRe der mizellartigen Pseudophase der Mikroemulsion im Bereich von 10-200 nm (Saint
Ruth et al., 1995). Die Bildungon Mikroemulsionen kann auf zwei verschiedenen Wegen, jedoch
immer spontan erfolgen (Friberg, 1990).

Die Unterscheidung von Wasser-in-Ol (W/O) und Ol-in-Wasser (O/W) Emulsionen analog den
Makroemulsionen soll durch Abb. 2-8 deutlich gemacht werden. Des weiteren werden hier die
Strukturmerkmale der Mikroemulsion von mizellartigem Charakter sichtbar.

@.~~  Cotensid
W/O-Mikroemulsion O~~~ Tensid O/W-Mikroemulsion

Abb. 2-8 Grundstrukturen von Mikroemulsionen (modifiziert nach Pfiller, 1986)

Die Entstehung von Mikroemulsionen wird in der Literatur unterschiedlich beschrieben. Einige
Autoren berichten tber keinerlei Abhangigkeit von der Reihenfolge des Zusammenmischens der
Komponenten (Leung und Shah, 1989). Im Gegensatz dazu steht die vom Weg abhangige
Herstellungsweise, bei der eine bestimmte Ordnung des Zusammenfiigens der Bestandteile
eingehalten werden muf3, um die Barriere der Aktivierungsenergie zu Uberwinden (Rosano und
Clausse, 1987).

Als Orientierungshilfe bei der Herstellung von Mikroemulsionen lassen sich verschiedene Schemata
verwenden. Das HLB-Schema (Hydrophilic-Lipophilic-Balance) tréagt mit seiner Graduierung fur
hydrophile und lipophile Emulgatoren wesentlich zur Vorauswahl fir den zu schaffenden
Emulsionstyp bei (Voigt, 1997). Hierbei unbeachtet bleiben jedoch weitere Einflisse auf die
Entstehung der Emulsion (lipophile Phase, Temperatur, Tensidkonzentraf@rnce 1977).

Komplexere Aussagen fur die Emulsionsbildung lassen sich aus dem PIT-Phasendiagramm
(Phaseninversionstemperatur) entnehmen. Die Phaseninversionstemperatur beschreibt den
Umkehrpunkt der Phasenbildung vom O/W- zum O/W-Typ und umgekehrt. Im Bereich dieses
Punktes liegen die einzelnen Phasen entmischt vor. Entscheidend fir den Herstellungsprozel ist die
Tatsache, dal3 bei geringerer Temperatur und einem erhdhten Wasseranteil auf Grund besserer
Emulgierfahigkeit fur die lipophile Phase eine erleichterte Bildung von O/W-Systemen auftritt. Im
umgekehrten Fall einer Temperaturerhbhung und einem erhohten Anteil an lipophilen Bestandteilen,
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besteht die Tendenz einer Beglinstigung der Solubilisation von Wasser und somit der Auspragung
von W/O-Systemen (Princ&977; Voigt, 1997).

Dermale Anwendung

Bedingt durch ihre grundlegenden Eigenschaften ergeben sich vielfaltige Anwendungen fir die
topische Applikation von Mikroemulsionen. Je nach modifiziertem System erscheint der Einsatz von
problematisch zu verabreichenden Arzneistoffen (hydrophilen, lichtempfindlichen oder auch
Molekilen mit schlechter Ldslichkeit) realisierbar. Grundlegend gelten Mikroemulsionen als duf3erst
stabile und lagerungsfahige Systeme (Constantinides und Seang, 1995). Ein wesentlicher Vorteil
beim Vergleich mit konventionellen Emulsionen ist in einer verstarkten Oberflachenreaktion mit der
Applikationflache und der hohen Penetrationskraft zu sehen. Dies beruht auf dem erhohten
Spreitvermdgen und einer verringerten Grenzflachenspannung (Leung und Shah, 1989).
Umfangreiche dermale Untersuchungen stellten bisher insbesondere die Enhanceraktivitdt von
Mikroemulsionen in den Vordergrund. So gelten Mikroemulsionen als effektive Vehikel fur die
transdermale Anwendung verschiedener systemisch wirksamer Arzneistoffe (Betablocker - Gallarate
et al., 1993; Kemken et al., 1991: Calciumgotasten - Boltri et al.1994; Thacharodi und
Panduranga Rao, 1994: Lokalanasthetika - Carlfors et al., 1991). Auf Grurmbiues Tensid-

anteils in der Mikroemulsion erfolgte bisher nur eine zogerliche Anwendung in der dermalen
Therapie. Um mdglichen Irritationen durch Eigenpenetration des Tensides vorzubeugen, ist die
Auswahl hochmolekularer Verbindungen empfehlenswert (Kemken et al. 1992; Malcomson und
Lawrence, 1993). Ebenfallsnsivoll erscheint die gezielte Entwicklung tensidfreier bzw. tensidarmer
Mikroemulsionen, wie sie auch in den Untersuchungen von DREHER et al. ihren Einsatz fanden
(1995).

Bezuglich der Enhanceraktivitat lassen sich Zusammenhénge zwischen dem Vehikelaufbau und der
Wirkungsweise kntipfen. Wahrend man gezielt Wechselwirkungen zwischen dem Stratum corneum
und einer Mikroemulsion mit Gberwiegend hydrophiler (Linn et 2386) bzw. lipophiler (Friberg

und Podzimek, 1984) Struktur anstrebte, zeigten sich jedoch gerade in Vehikeln mit beiden
strukturgebenden Komponenten synergistische Effekte bei der Penetrationsforderung (Thacharodi
und Panduranga Rao, 1994).

Die Vorteile von Mikroemulsionen bei der Applikation von lipophilen Stoffen konnten LINN et al.
Festhalten (1990). Gegenliber einer Creme und einer Lotion als Vergleichsvehikel waren eine
deutliche penetrationsfordernde Wirkung fir Cetylalkohol und Octyl-dimethyl-p-aminobenzoeséure
sichtbar. Beide Substanzen penetrierten insgesamt tiefer und in grof3erem Umfang in die Haut. Als
Ursache der Penetrationsmodulation nach Applikation der Mikroemulsion sahen die Autoren auch
hier synergistische Wechselwirkungen hydrophiler als auch lipophiler Vehikelbestandteile mit der
Haut (Linn et al., 1990).

Von einer gezielten Modulation der Penetration des wasserloslichen Arzneistoffs Diphenhydramin
wird bei Schmalful3 et al. berichtet (Schmalful et al., 1997). Durcmkbeploration von verschie-

denen Fettsauren, Cholesterol und Harnstoff war es méglich, Einflu auf die Penetrationstiefe und
das Ausmalfi des Arzneistoffes in den untersuchten Hautschichten zu nehmen.
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2.4.2 Konventionelle Penetrationsmodulation

Eine erfolgreiche Therapie setzt ein ausreichendes Konzentrations-Zeit-Profil am Zielort voraus. Aus
den Stoffeigenschaften der meisten topisch applizierbaren Arzneistoffe folgernd, l1aRt sich dieses Ziel
nur unzureichend verwirklichen. Ursache dafir ist das intakte Stratum corneum, welches fur die
meisten Molekile eine nicht zu Gberwindende Barriere darstellt.

Gegenstand vielfaltiger Untersuchungen war der kontrollierte Einsatz von Modulatoren der
Penetration. Hierbei erscheint eine Einteilung nach ihren unterschiedlichen Auswirkungen auf das
Konzentrations-Zeit-Profil des Wirkstoffs in Enhancer und Reducer bzw. Retarder sinnvoll. Im
speziellen Fall kann ein Modulator in verschiedenen Vehikeln durch spezifische Modulator-Vehikel-
Wechselwirkungen unterschiedliche Effekte (Enhancement als auch Retardierung der Wirkstoff-
penetration) erzielen (Neubert et al., 1996).

Neben Wechselwirkungen zwischen Modulator und Vehikel lassen sich auch gezielte Interaktionen
zwischen dem Modulator und den interzelluldren Lipidschichten des Stratum corneum fir eine
Penetrationsmodulation ausnutzen. Dabei erscheint das Anstreben von direkten Modulatorwirkungen
auf die hydrophilen Bereiche (Kopfgupen der Lipide, lacunare Domanen, Keratinstuktur) und/oder
die lipophilen Domanen (lipophile Anteile der Lipid) innerhalb der Hornschicht sinnvoll. Im Resultat
dieser Wechselbeziehungen kommt es zu deutlichen Veranderungen (z.B. Fluiditat, Hydratation) der
Barriereintegritat der Hornschicht.

Im folgenden sollen wesentliche Vertreter der Penetrationsmodulatoren und ihre Mechanismen der
Beeinflussung der Barrierefunktion vorgestellt werden.

Azoné”

Das 1-Dodecylazacycloheptan-2-on (AzZondessen hydrophobe Seitenkette in der Dimension dem
Cholesterolskelett entspricht, kann sich zwischen die Alkylketten der Bilayer einlagern und dort die
Wechselwirkungen zwischen Ceramiden und Cholesterol vermindern. Eine Erhéhung der Perme-
ationsrate des Wirkstoffs durch Fluiditatserhdhung der Interzellularlipide ist somit die Folge der
Azonée’-Wirkung (Hadgraft, 1996).

Glykole und andere Alkohole

Aus der Gruppe der mehrwertigenkéhole finden Glycerol und Propylenglycol weit verbreitete
Anwendung in der Dermatologie (Mgllgaard und Hoelgaard, 1983a). Die verénderte Permeation
steht bei Verwendung dieser Cosolventien in engem Zusammenhang mit einem abweichenden
Transport der untersuchten Wirkstoffe und wird &ddvent drag-Effekbeschrieben (Bendas et al.,
1995). Bei der Anwendungon Polyethylenglycolen wurden, aus einer Dehydratisierung der
Hornschicht resultierend, retardisierende Einflisse auf den Stofftransport ermittelt (Mgllgaard und
Hoelgaard, 1983b). Fur diesen Prozel3 gilt weiterhin indirekte Proportionaditdiolekilgrolle

und Wirkstoffpenetration.

Unter den kurzkettigen einfachen Alkoholen z&hlt der Ethanol zu den am haufigsten eingesetzten
Alkoholen. Seine Anwendung und Wirkung ist in der Literatur umfassend dokumentiert und bereits
untersucht. Durch die Eigenpenetration des Molekiils und die intensiven Wechselwirkungen mit den
Interzellularlipiden kommt es zur erleichterten Aufnahme von topisch applizierten Wirkstoffen (Krill
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et al,, 1992; Polano und Ponec, 1976). Unterschiedliche Effektivitdt der permeationsfordernden
Wirkung von kurzkettigen Alkoholen fanden HORI et al. bei der Applikation ethanolischer Vehikel
von lipophilen als auch hydrophilen Wirkstoffen (Hori et £292).

Fettsauren

Aus dem Bereich der effektiven Vertreter der Enhancer sind neben den Tensiden die Fettsduren
umfangreich untersucht worden (Schneider, 1997). Die Aktivitdt der Fettsauren ist durch die Lange
der Kohlenstoffkette sowie die Anzahl und den Typ der Doppelbindungen charakterisiert. Unter den
gesattigten Fettsduren werden die Vertreter mit einer Kettenldnge ¢, @ls effektive Enhancer
beschrieben. Kirzere als auch langere Molekile fihren zur Verringerung der Wirksamkeit (Aungst
et al., 1986; Hsu et al., 1994).

Einfach ungesattigte Fettsauren mit der Doppelbindung in der Mitte der Alkylkette weisen einen
starken Fluidisierungseffekt auf (Golden et al., 1987). Somit kommt der Olsaure, bedingt durch ihre
thermodynamisch guinstige Kinkenstruktur, hinsichtlich der Effektivitdt eine Sonderstellung zu
(Yamada et al., 1987). Gegensatzliche Ergebnisse existieren Uber eine Abh&angigkeit vom Isomer.
Wahrend beispielsweise fur Naloxon kein Unterschied in bezug auf die Enhanceraktivitat beider
Isomere Uber einen Kettenldngenbereich vgaGgs gefunden wurde (Aungst et al., 1986), schreiben
verschiedene Arbeitsgruppen dem cis-Isomer eine groRere Aktivitat zu (Cooper, 1984; Golden et al.,
1987).

Harnstoff

Das fur die menschliche Haut physiologische Molekil Harnstoff nimmt eine besondere Stellung in
der Dermatopharmazie ein. Es findet sowohl in der dermatologischen Rezeptur als auch in der
Kosmetik zunehmende Akzeptanz und Verbreitung (Miller und Pflugshaupt, 1989).

Neben seinen Eigenschaften als anerkannter Hilfsstoff fir Externa sind die eigenen pharmakologi-
schen Effekte fur die Therapie diverser Dermatosen von Interesse. Bisher wurde Harnstoff
erfolgreich bei Exsikkationsdermatosen, Altershaut, atopischen und trockenen Hautzustanden sowie
zur adjuvanten Therapie bei der Psoriasis eingesetzt. Neben der hohen Wasserbindungskapazitat des
Harnstoffs (Wohlrab, 1988), welche bei definierter Konzentration zu einer verbesserten Hydratation
der Hornschicht (Serup, 1992) und somit zur Bssyung der Barrierefunktion beitragen kann
(Lodén, 1996), seiner antiproliferativen (Wohlrab, 1989), keratoplastischen (Baden et al., 1976),
antimikrobiellen (Raab, 1989) und antiprurigindsen Wirksamkeit (Stittgen, 1992; Wohlrab, 1992)
dient der Harnstoff in unterschiedlichen Konzentrationen als ein potenter Penetrationsmodulator. Zur
penetrationsfordernden Wirkung des Harnstoffs auf die Resorption von Glucocorticoiden wurden
umfangreiche Untersuchungen angefertigt (Feldmann und Maibach, 1974; Wohlrab, 1984).

Sulfoxid-Derivate

Dimethylsulfoxid (DMSO) ist als ein hydrophiler Penetrationsbeschleuniger bekannt (Barry und
Bennett, 1987). Er ist in der Lage, Wasser aus den polaren Kopfgruppen der Bilayerschichten zu
verdrangen, um somit die Diffusion vornehmlich polarer Molekile entlang ausgedehnter Solvathillen
zu erleichtern (Barry, 1987). Fur die Entfaltung seiner Wirkung sind jeldoicl Konzentrationen
erforderlich (Woodfort und Barry,986).
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Wirkungsvollere Effekte bei geringerer Modulatorkonzentration sind durch die Verwendung von
Decylmethylsulfoxid (DCMS) gewabhrleistet (Woodfort und Bart@86). Der Mechanismus der
Beeinflussung der Arzneistoffresorption wird einerseits durch die Wechselwirkung zwischen
Modulator und der Keratinstruktur der Hornschicht (Hadgraft, 1984), als auch durch die
Veranderung der Fluiditat deren Lipide beschrieben (Goodman und Ba8&%).

Tenside

Tenside sind weitverbreitete Bestandteile von Kosmetika und Dermatika. Neben ihrer Grundfunktion
als Emulgatoren von topischen Formulierungen besitzen sie permeationsmodulierende Wirkungen.
Diese entfalten sich jedoch konzentrationsabhangig und weisen ein biphasisches Profil fir die
Eigenpenetration des Modulators auf (Ziegenmeyer, 1992).

Die penetrationsfordernde Wirkung der Tenside steht im Zusammenhang mit ihrer Ladung, wobei die
Effektivitat in der Reihenfolge nichtionisch, kationisch, anionisch zunimmt. Aus der Reihe der
anionischen Tenside konnten Vertreter mit einer unverzweigten Kohlenwasserstoffkette mit zehn und
zwolf Kohlenstoffatomen (z. B. Natriumdodecylsulfat) als optimale Enhancer ermittelt werden. Die
Folge der Anwendung dieser Molekile konnen jedoch erhebliche irreversible Schaden der
Lipidbarriere sein, die sich einerseits im Elektronenmikroskop beobachten und daneben durch eine
Erhéhung des TEWL nachweisen lassen (Fartas@®iy). Als weitere Ursache flr die Resorptions-
erhéhung kommt einer Verbesserung der Hydratation des Stratum corneum nach Bindung des
Tensides an epidermale Proteine in Frage. Durch die Kopplung des Tensides an den Wirkstoff durch
Ausbildung von lonenpaaren (Lipophilisierung) konnten NEUBERT et al. einen gesteigerten Arznei-
stofftransport aufzeigen (1984).

Die Verwendung kationischer Tenside (Alkylammoniumhalogenide) fiihrt zu einer noch stérkeren
Schéadigung der Haut, weshalb ihr Einsatz als Penetrationspromotor sehr kritisch zu bewerten ist.
Hingegen erscheint die Anwendung von nichtionogenen Tensiden durch das geringere irritative
Potenial sinnvoll. Zu den wichtigsten vertraglichen Vertretern dieser Modulatoren zahlen die
Fettsduresester des Sorbitans (SgReihe), des Polyoxyethylensorbitans (Twe&eihe) und die
Poloxamere (Blockpolymere aus Polyoxyethylen und Polyoxypropylen). lhr Wirkungsmechanismus
steht im Zusammenhang mit der Interkalation der Tenside zwischen die interzellularen Lipide der
Hornschicht. Gleichfalls werden Wechselwirkungen mit den intrazellularen Proteinen
(Keratinfilameten) fir einen erleichterten Transport des Wirkstoffs beschrieben (Ziegenmeyer,
1992).
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2.5 Biotin

2.5.1 Physikochemische Eigenschaften

Bereits 194Zonnte durch die Untersuchungen von DU VIGNEAUD die Klarung des chemischen
Aufbaus des Vitamins erbracht werden (Abb. 2-9). Von seiner Grundstruktur her ordnet man es den
B-Vitaminen zu. Seiner chemischen Zusammensetzung nach besteht Biotin aus einem bicyclischen
Derivat des Harnstoffs mit einem Imidazolidon- und einem Thiophanring (Re87,).

Zur Klasse der wasserloslichen Vitamine gehdrend, sind dem Biotin hydrophile Eigenschaften zuteil.
Dieser Aspekt konnte durch die Bestimmung des sehr niedrigen Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten (PC = 0,7) bestarkt werden (Dollery, 1991). Walrige Losumgdiotin

besitzen schwach saure Eigenschaften (pH-3,5). Das Molekil selbst verhalt sich gegentiber den
meisten schwachen S&auren und Alkali sowie Hitze stabil. Sensibel reagiert das Vitamin hingegen auf
die Einwirkung von UV-Licht und Oxidationsmitteln (Bassler et H192).

i
NH NH
O]
OH
S H

Abb. 2-9 Struktur von Biotin - C10H1603N,S [244,31]

2.5.2 Pharmakologie des Vitamins

Biotin spielt eine bedeutende metabolische Rolle in den Stoffwechselprozessen der B-Vitamine. In
seiner Funktion als C&Jbertrager befindet sich das Biotin als prosthetische Gruppierung eng in
den Ablauf enzymkatalysierter Reaktionen eingebunden (Bitsch und Bartel, 1994). Im menschlichen
Organismus unterstiitzt das Vitamin drei mitochondriale Carboxylasen, die Pyruvat-Carboxylase, die
Propionyl-CoA-Carboxylase und die [3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase sowie die zytosolische
Acetyl-CoA-Carboxylase (Bonjour, 1984). Hierbei bedarf es der Ausbildung eingsBiGiin-
Enzym-Komplexes (= aktives Carbonyl), um die Umwandlung des Substrates in das carboxylierte
Produkt zu vollenden (Lynen, 1959). Durch die Cofunktion dieses biochemischen Carboxylgruppen-
Ubertragers kann beim Biotin von einem indirekten Einflu3faktor auf den Ablauf grundlegender
Stoffwechselvorgdnge wie der Gluconeogenese, der Fettsduresynthese, des Propionatmetabolismus
und auch den Abbau von Aminosauren ausgegangen werden. Besondere Aufmerksamkeit gilt der
Beteiligung an der Umsetzung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA, dem ersten Schritt der Biosynthese
von Fettsauren.

Neben seiner Funktion als Coenzym besitzt Biotin eigenstandige pharmakologische Wirkungen. An
diese ist in besonderem Umfang die Therapie von Erkrankungen der Hautanhangsgebilde gekniipft
(Floersheim, 1992; Schmidt, 1993). Die Begriindung des Mechanismus betreffs der Regulation des
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Wachstums- und Differenzierungverhaltens des Keratinozyten wird jedoch kontrovers diskutiert
(Fritsche, 1990; Fritsche et al., 1991; Limat et al., 1996).

Fur den menschlichen Organismus konnten bisher keinerlei toxische Auswirkungen von Biotin
gefunden werden. Auch nach der Applikation hoher Dosen scheint es sich um einen unbedenklichen
Stoff zu handeln (Miller und Haye$982).

2.5.3 Dermatologische Relevanz von Biotin

Die Effektivitat der Biotintherapie in Form von parenteraler oder oraler Applikation hoher Dosen
konnte bei Biotin-Mangelerscheinungen und dem multiplen Carboxylasemangel deutlich gemacht
werden (Dakshinamurti und Chauhan, 1989; Roth, 1989). Erkrankungen diesen Typs stehen im
direkten Zusammenhang mit dem Biotin-Stoffwechsel. Daneben sind zur Behandlung von Haut-,
Haar- und Nagelerkrankungen hauptséachlich die eigenstandigen pharmakologischen Wirkungen des
Vitamins von Interesse. Bereitk969 berichteten BONNET und FLORENS ber die positiven
Einflisse von Biotin als Adjuvans bei der Behandlung von Haarausfall, seborrhoischer Dermatitis
und polymorpher Akne. Umfangreiche Studien untermauern seitdem diesen therapeutischen Ansatz.
Nachweislich konnte die Bedeutsamkeit von Biotin bei der Therapie unterschiedlicher Formen der
Alopezie, atopischer und seborrhoischer Dermatitis sowie bei weichen, brichigen und splitternden
N&ageln belegt werden (Bitsch und Bartel, 1994; Colombo et al.,, 1990). Ferner lie3 sich eine
Verbesserung der Haarqualitdt, belegt anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen, nach-
weisen (Floersheim, 1992).

Grundlegend bleibt der Therapieerfolg jedoch an die systemische Applikation von Biotin gebunden.
In einer vergleichenden Studie konnte mit einer Applikation von 2,5 mg/d die wirksame Dosis zur
Behandlung von Haar- und Nagelwachstumsstérungen ermittelt werden (Siebert und Schneeweil3,
1996). Eine Hndhung der applizierten Dosis fuhrte nicht zur Verbesserung der Symptomatik, wohl
aber zu einem beschleunigten Wirkungseintritt und einem starkeren Rickgang der Wachstums-
storung.

Allgemein erscheint die Tatsache, daf3 sich sichtbare Erfolge zumeist erst nach einem ausgedehnten
Behandlungszeitraum (mehrere Monate) einstellen, ungtinstig fir die Auswahl des Vitamins als
Therapeutikum bei den bereits erwahnten Symptomen. In allen durchgefiihrten Studien fuhrte die
systemische Therapie mit Biotin nur zu minimalen unerwinschten Nebenwirkungen, die vielmals
nicht im direkten Zusammenhang mit der Applikation des Vitamins standen.

Der Einfluld topisch applizierter biotinhaltiger Formulierungen mit einem Biotingehalt von 0,25%
und 0,50% wurde 1995 erstmad®n GILLI und FLOERSHEIM an der Altershaut ermittelt.
Resultierend war eine Veranderung des klinischen Erscheinungsbildes in Form einer deutlichen
Verminderung der Faltchenauspragung. Nach der dermalen Applikation von Biotin waren bisher
keinerlei epitheliale und histopathologische Veréanderungen der Haut nachweisbar.
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3 INVITRO-UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUR VON BIOTIN AUF HUMANE KERATINOZYTEN

3.1 Einflu auf die Proliferation von Keratinozyten

Zur Beurteilung der Zytotoxizitat topisch applizierter Arznei- und Hilfsstoffe werden in der
Dermatologie Ublicherweise Methoden herangezogen, die zur Erfassung des Einflusses dieser
Substanzen auf das Proliferationsverhalten dienen. Eine standardisierte Methode zur Charakteri-
sierung des Zellwachstums stellt hierbei die Bestimmung der DNA-Syntheseleistung anhand des
¥[H]-Thymidin-Einbaus in die DNA dar. Bei einer konstanten Anzahl von Zellen pro Ansatz erhélt
man ein Malf3 fir die Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden, da an dieser Stelle der
Einbau des markierten Basenanalogons in die DNA erfolgt.

Weiterhin lassen sich mittels DNA-Zytometrie durch spezifische Farbemethoden die Anteile
proliferierender Zellen im Zellzyklus bestimmen (Kap. 2.1.3.1). Zur detaillierten Untersuchung des
Wachstums der Zellen kénnen daneben Markerproteine (Ki-67, PERAIA,.), welche als typische
Molekile in den einzelnen Phasen des Zellzyklus exprimiert vorkommen, determiniert werden
(Galand und Degraef, 1989; Schwarting et al., 1986). Ausgewahlte Parameter didsatikVet
wurden im speziellen Fall fur das zu untersuchende Vitamin im folgenden ermittelt.

Als Inkubationszeiten fur die Einwirkung von Biotin auf den Keratinozyten wu2dem, 48 h, 72 h

und 96 hgewdahlt. Diese Auswahl erfolgte orientierend an frilheren Studien zur Vertraglichkeit
topisch zu applizierender Wirk- und Hilfsstoffe (Brosin et al., 1997; Hofland et al., 1991; Limat et
al., 1996; Ponec et al., 1990). Als Konzentrationsbereich wurde fir die Inkubation mit Biotin ein
breites Spektrum um den physiologischen Level vohriol/l gewéhit (Limat et al., 1996).

3.1.1 Untersuchungen zunt[H]-Thymidin-Einbau in die DNA

Ergebnisse

Nach dem bereits erwdhnten Zeitschema (Kap. 3.1) wurden die Untersuchungen zum Proliferations-
verhalten von humanen Keratinozyten unter Einflu3 verschiedener Biotinkonzentrationen durchge-
fuhrt. Am 3. Tag nach Einsaat der Zellsuspensionen (HaCaT als auch native Vorhautkeratinozyten)
in 24-er Well Gewebe-Kulturplatten (Kap. 8.1.3.1) begann sich ein konfluierend wachsender
Zellrasen im Kulturgefal3 auszubilden. Nach Zusatz der definierten Mengen (Abb. 3-1 und Abb. 3-2)
an Biotin konnte nacl24 h, 48 h72 hund96 h die Quantifizierung der DNA-Syntheseleistung
erfolgen. Die Ergebnisse der Untersuchungen finden sich in den folgenden Abbildungen im Vergleich
zur Kontrolle (Puffer nach Mc lloaine ohne Biotinzusatz) dargestellt.

Im Kurvenverlauf der einzelnen Untersuchungszeitraume betrachtet, waren die MelRergebnisse beider
Kulturen bei keiner der applizierten Konzentrationen an Biotin von den Kontrollwerten zu
unterscheiden (Abb. 3-1 und Abb. 3-2).

Innerhalb der einzelnen Konzentrationen gesondert betrachtet (Abb. 3-1), vollzogen sich in der
HaCaT-Kultur Anderungen der Syntheseleistungen bei variablen Inkubationszeiten. So war nach der
Applikation von10* mol/l Biotin einegeringfiigige Proliferationssteigerunign MeRzeitraum von

48 h bis 72 sichtbar. Diese blieb jedoch auf die Dauer von 24 h beschrankt, da sich nach 96 h die
DNA-Syntheseleistung wieder auf dem Niveau der Kontrolle befand. Die Inkubation Vanal/Q
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dem physiologischen Biotinlevel, ergab ebenso wie alle anderen Konzentrationen keinerlei mef3bare
Verschiebungen der Proliferation tiber den vollstandigen Untersuchungszeitraum.

Bei den verwendeten nativen humanen Keratinozyten war die Streubreite der MelRwerte geringer als
in der zuvor untersuchten HaCaT-Kultur. Die Daten der DNA-Syntheseleistung wiesen Uber den
gesamten Kurvenverlauf bei allen Mediumkonzentrationen keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle aus. Im Gegensatz zu den HaCaT-Keratinozyten konnte bei diesen
Messungen kein zeitlicher EinfluR auf die Proliferation festgestellt werden.
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Abb. 3-1 Einflu von Biotin auf die Synthegleistung von HaCaT-Keratinozyten, erfal3t anhand
des®[H]-Thymidin-Einbaus in die DNA (x # SEM; n = 8)
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Abb. 3-2 Einflu von Biotin auf die Synthegleistung von nativen humanen Keratinozyten, erfaf3t
anhand des’[H]-Thymidin-Einbaus in die DNA (X + SEM; n = 8)
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Diskussion

Die erhaltenen Aussagen zum Proliferationsverhalten beider epidermaler Zelltypen unter dem Einflufd
von Biotin sprechen durchweg fur die positive Akzeptanz des Vitamins. Auf keine der applizierten
Mengen an Biotin antworteten die in vitro-Systeme mit einer toxischen Reaktign niDt
bestimmbar). Analog zu den Untersuchungen von LIMAT et al. waren Uber das gesamte Spektrum
an Konzentrationsbreite keine Proliferationsveranderungen nachzuweisen (Limat et al., 1996).

Die Differenzen, die im zeitlichen Verlauf bei der Inkubation der HaCaT-Kultur nitiriarer

Lésung auftraten, wurden zunéchst als eine Art der Adaptation der Zelle gegeniiber dem Wirkstoff
diskutiert. Verénderungen dieser Art konnten sich in einer moglichen Arretierung in einer
Zellzyklusphase auf3ern. Zur Klarung des Sachverhaltes folgten flowzytometrische Untersuchungen
verschiedener Zellzyklus-assoziierter Parameter (Kap. 3.1.2).

3.1.2 Durchflu3zytometrische Untersuchungen zum Proliferationsverhalten

Mit der DurchfluRzytometrie wurde ein potentes Verfahren zur Vervollstindigung der
Charakterisierung des Wachstumsverhaltens von Keratinozyten unter der Einwirkung der zu
untersuchenden Substanz herangezogen (Clausen, 1983; van Erp et al., 1994). Bei dieser Art der
Messung von suspendierten Zellen 1a3t sich neben strukturellen Parametern auch die Zellanzahl
erfassen. Durch die Farbung mit fluoreszierenden Stoffen (z.B. mit Propidiumiodid, welches
zwischen benachbarte Basenpaare der DNA interkaliert) wird die Bestimmung der DNA-Ploidie und
der Verteilung der Zellen im Zellzyklus mdoglich. Somit sollten durch die Flowzytometrie umfassende
Aussagen zum Proliferationsverhalten von Keratinozyten unter Einfluf von Biotin gewonnen werden.
Die Variabilitéat des Mel3verfahrens macht die Spezifikation von Proliferations-assoziierten Proteinen
mittels fluoreszenzmarkierten Antikbrpern durchfiihrbar. Unter Nutzung dieses analytischen
Verfahrens erschien die Erfassung des Kernantigens Ki-67, welches nur von proliferierenden Zellen
exprimiert wird (Rijzewijk et al., 1989), mivoll. Der FITC-markierte monoklonale Antikorper

Ki-67 markiert dieses Antigen, welches in der spatgn 6- und G/M-Phase der Zellteilung
exprimiert wird (Gerdes et al., 1984). Zusammengefal3t 1a@t sich durch die Bestimmung des
Kernantigens Ki-67 die Wachstumsfraktion umfassend charakterisieren.

Ergebnisse
2048 o Kontrolle (Puffer
= Biotin 104 mol/l
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Abb. 3-3 DNA-Histogramm von HaCaT-Zellen nach Biotininkubation (24 h)
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HaCaT-Keratinozyten, die mit einer Konzentration Vi@ mol/l Biotin inkubiert wurden, zeigten

im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (Medium-SFM und Puffer-Mc llo&iei)e
Abweichungemn den einzelneZyklusphaserfTab. 3-1, Abb. 3-3). Daneben konnte ebenfalls eine
Unabhdangigkeit vom Inkubationszeitraum ermittelt werden.

Des weiteren erfolgte die Charakterisierung der Wachstumsfraktion nach flowzytometrischer
Erfassung des Ki-67 Kernantigens. Anhand der Fluoreszenzintensitdt eines FITC-markierten
Antikorpers gegen das Ki-67 Protein wurden kultivierte Keratinozyten untersucht, denen wahrend
des Wachstums Biotin tiber unterschiedliche Zeitdauer (24 - 72 h) zugegeben wurde.

Im Ergebnis dieser Versuche lieRen sich keine Unterschiede in den Fluoreszenzintensitaten der
Proben nachweisen. Die Dotplots zeigten keine Ab- bzw. Zunahme der Ki-67 positiven Zellen, so
dal3 auch die Expression des Antigéiss7 im Vergleich zur unbehandelten Kontrobbei einer
Kultivierung mit 10* mol/l Biotin Mediumkonzentration im Untersuchungszeitraum ¥8nh und

72 halsunbeeinflueinzustufen ist (Abb. 3-4).

Tab. 3-1 Anteile der HaCaT-Zellen an den Zellzyklsphasen nach Inkubation mit Biotin
(10* mol/l, DNA-Farbung mit Pl) (x+ SD, n = 5)

Zyklusphase JG;-Phase S-Phase J/M-Phase
Kontrolle - Puffer (Mc lloaine 50,8+ 1,6% 40,5 0,8% 8,8t 1,4%
Kontrolle - Medium (SFM) 50,1+ 1,5% 40,0+ 0,8% 10,0t 1,6%
24 h nach Biotin Inkubation 51,4+ 1,5% 39,%* 1,7% 8,7+ 1,0%
48 h nach Biotin Inkubation 51,7+ 2,4% 38,7+ 1,9% 9,6t 2,0%
72 h nach Biotin Inkubation 49,3+ 0,8% 41,8 1,7% 8,9 2,2%
255 255
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Abb. 3-4 Flowzytometrische Bestimmung von Ki-67 nach Marlerung mit FITC-Ki-67 AK
48h nach Biotinzugabe
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Diskussion

Zur vollstandigen Charakterisierung des Proliferationsvorganges der Keratinozyten eignet sich neben
der Erfassung der DNA-Syntheseleistung noch die Betrachtung der einzelnen Phasen des Zellzyklus
(Kap. 2.1.3, Abb. 2-4). Im gleichen Malie interessant ist die Determinierung von spezifischen, von
der Zelle exprimierten Proteinen, die eng mit der Regulation der Proliferation verkntpft sind (Bruno
et al., 1992; van Erp et al. 1994). Beide Strategien wurden bei den vorgestellten Untersuchungen
beachtet und fir die Klarung der Wirkungsweise von Biotin herangezogen.

Die erhaltenen Resultate zu den DNA-Gehalten in den einzelnen Zyklusphasen (Tab. 3-1) ergaben
ein fur die HaCaT-Kultur typisches Verteilungsmuster. Unter Addition von Biotin reagierten die
konfluenten Zellkulturen weder mit einer Erhdhung noch mit einer Reduktion der Syntheseleistung
der DNA. Der ausbleibende Effekt geht konform mit den Ergebnissen, die unter Anwendung
vorausgegangener MethodéfH{]-Thymidin-Einbau, Abb. 3-1 und Abb. 3-2) an HaCaT-Zellen als
auch an nativen humanen Keratinozyten ermittelt werden konnten (Kap. 3.1.1). Bestatigung daftr
sind ebenfalls parallele Resultate von LIMAT et al. an der HaCaT-Kultur und an ORS-Zellen
(1996).

VAN RUISSEN et al. fanden bei ihren Untersuchungen eine Abhéngigkeit der Proliferation von
spezifischen Wachstumsfaktoren in der Zellkultur (1994). Unter der Annahme, daf3 Biotin analoge
Effekte entfalten kdnnte, ware eine mogliche Arretierung der Zelle nach Erhalt der ersten Ergebnisse
des *[H]-Thymidin-Einbaus denkbar. Die DurchfluRzytometrie erbrachte das Resultat, daR die
Zellkinetik ohne Zweifel frei von dem Einflul3 des Biotins blieb. Es liel3 sich keine Arretierung in der
G;-Phase (@Block) oder eine etwaige Beschleunigung dgiMsPhase (Mitose) nachweisen.

Um die Proliferation von humanen Keratinozyten umfassender zu beurteilen, wurde der
Proliferationsmarker Ki-67, welcher in der Wachstumsfraktion (spdteS5 G- und M-Phase)
exprimiert wird (Gerdes et al., 1984), erfal3t. Diese Wachstumsfraktion spiegelt dabei das Verhaltnis
proliferierender Zellen zu ruhenden Zellen wider. Somit erschien die Bestimmung von Ki-67 als eine
gunstige Methode zur Bewertung offener Fragestellungen, wie sie nach Erfassung der S-Phase
mittels Einbau voA[H]-Thymidin in die DNA auftraten.

Die Resultate der Untersuchungen zur Wachstumsfraktion (Abb. 3-4) veranschaulichen die positive
Akzeptanz von Biotin. Wie schon im DNA-Status sichtbar (Tab. 3-1) und mifsThymidin-

Einbau zuvor nachgewiesen (Kap. 3.1.1), zeigten sich auch hier im Untersuchungszeitraum bei
variabler Mediumkonzentration an Biotin keine Verdnderungen der Proliferation des Zellsystems.
Diese positive Bilanz hinsichtlich der Vertréaglichkeit von Biotin dirfte weitere Untersuchungen
spezifischer Proliferationsmarker (z. B. PCNA) ausschlief3en.
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3.2 Einflu von Biotin auf die Differenzierung von Keratinozyten

Die terminale Differenzierung des Keratinozyten stellt neben der Apoptose eine besondere Form des
programmierten Zelltodes dar. In ihrer Entwicklung von der proliferativ aktiven Basalzelle zum
kernlosen Corneozyten durchlauft die Zelle verschiedene Stadien mit unterschiedlicher biochemischer
Aktivitat. Dabei werden vom Keratinozyten spezifische Molekile exprimiert (Kap. 2.1.3). Moderne
analytische Verfahren sind heute in der Lage, komplexe Veranderungen in diesen Stadien der
Differenzierung zu erfassen. So bietet die Flowzytometrie die Mdglichkeit, neben der Bestimmung
von Differenzierungsproteinen (Involucrin, Loricrin, Filaggrin, Elafin) durch Bindung an fluores-
zenzmarkierte AK ebenfalls schnelle intrazelluldre Prozesse wie die Veranderungen des Calcium-
gehaltes, des Membranpotentials oder des pH-Wertes zu bewerten.

3.2.1 DurchfluBzytometrische Untersuchungen zur Involucrin-Expression

Das Protein Involucrin ist als wesentlicher Marker der terminalen Differenzierung des Keratinozyten
etabliert. Es ist eng an der Auspradgung der cornified envelope beteiligt (E890). In der
Proteinhiille des Corneozyten sorgt es als eine Art Matrix, im Verband mit weiteren Proteinen, fur
die Verankerung der Keratinfilamente. Die Expression von Involucrin findet bereits sehr zeitig im
Stratum spinosum statt, weshalb man dieses Protein als frihen Marker der Differenzierung
bezeichnet (Ishida-Yamamoto et al., 1997).

Ergebnisse

Die Wirkung von Biotin auf die Expression von Involucrin wurde mittels Flowzytometrie untersucht.
Dazu erfolgte die Inkubation konfluenter HaCaT-Keratinozyten tber einen Zeitraum von 48 h. Nach
Ablauf der Inkubationszeit fand die Erfassung des exprimierten Involucrins mit dem fluoreszenz-
markierten AK (FITC-anti-Involucrin) (Kap. 8.1.4.1) statt.

2

(63}
(63}

255

Involucrin (FITC)
Involucrin (FITC)

DNA (PI) 255 DNA (PI) 255

Kontrolle - Puffer (Mc lloaine) Biotin 10 mol/I

Abb. 3-5 Flowzytometrische Bestimmung von Involarin nach Markierung mit FITC-anti-
Involucrin AK
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Im Vergleich zu unbehandelten Keratinozyten (Kontrolle mit Puffer Mc lloaine) konnten unter
Biotineinwirkung keine Veranderungen im Involucrinstatus nachgewiesen werden. Dieses Resultat
wurde bei Proben mit einer Mediumkonzentration vofi Hie 10* mol/l gleichermaRen beobachtet
(n=5). In Abb. 3-5 findet sich das ausgewdahlte Beispiel der hochsten Biotinkonzentration
dargestellt. Das Verteilungsmuster der markierten Zellen nach Biotinapplikation war im Vergleich
zur Kontrolle gleichbleibend.

Diskussion

Den Nachweis der Hochregulation der Involucrinexpression erbrachten RATNAM et al. bereits
eindrucksvoll durch die Variation der extrazelluliren*@nzentration und den Zusatz von
Vitamin D-Analogen (1996). Versuche von PARAMIO und JORCANO, bei denen eine Inhibierung
der Tyrosinkinase induziert wurde, zeigten dagegen eine verzdgerte Expression von Involucrin
(1997).

Untersuchungen zum Einfluld von Biotin auf das Zellsystem HaCaT hatten zu Modifikationen im
Keratinmuster gefiihrt (Fritsche et al., 1991). Hingegen fanden LIMAT et al. an HaCaT- und ORS-
Zellen keinerlei Anderungen im Proliferations- und Differenzierungsverhalten (1996). Somit bestand
die Notwendigkeit, zur Klarung dieser kontraren Aussagen eigene Analysen anzustreben.

Die Expressiondes Differenzierungsmarkers Involucrin kann somit nach den vorliegenden
Ergebnissen als frei vom Einfluld des Vitamins H gewertet werden. Obwohl dieses Resultat unter
Nutzung einer anderen Analytik und in einem abweichenden Untersuchungszeitraum zustande kam,
weist es eine Analogie zu den Ergebnissen von LIMAT et al.18%6). Somit l&f3t sich der Befund

als gesichert beurteilen.

3.2.2 DurchfluBzytometrische Untersuchungen zum intrazellularen Calciumgehalt

Der Ablauf zellregulatorischer Vorgange im menschlichen Organ Haut als auch in spezifischen
Zellkulturen ist eng an die Konzentration von verschiedenen Metallionen gekniipft (Boyce und Ham,
1983; Lee et al.,, 1994). Das Calcium nimmt insgesamt seiner Funktion her eine bedeutende
regulatorische Stellung ein (Whitfield et al., 1995). In vielfaltigen Untersuchungen wurde bisher
intensiv auf den intra- und extrazellularen Calciumgehalt eingegangen und dabei die Funktion als
,second messengerund regulierender Faktor im Differenzierungsprozelgér Zelle erlautert
(Fairley, 1988; Maon et al.1994).

Bei der Kultivierung epidermaler Zellkulturen nimmt d@i@lciummediumkonzentratidainflufd auf
denintrazellularen CalciumgehaliHennings et al., 1980). Konzentrationen unterivalip 0,1 mM

haben eine Ausprédgung von proliferierenden Monoschichten zur Folge, wie sie besonders zu
toxikologischen Untersuchung herangezogen werden (Maier et al., 1991; Ponec et al., 1989). Zur
Forderung der Differenzierung und Auspragung mehrschichtiger Epithelien dienen physiologische als
auch Calciumkonzentrationen oberhalb von 1,0 mM (Watt und Gt6&a).

Im Zusammenhang mit dem Wechselspiel zwischen dem extrazellularen und dem intrazellularen
Calciumlevel und dessen Beeinflussung durch Wirkstoffe stehen Untersuchungen, die sich mit der
Differenzierung im Endstadium, mit der Integritdt der Barrierefunktion des Stratum corneum
beschaftigen (Jones und Shrape, 1994; Lee et al., 1992; Lee et al., 1994). Unter dem Aspekt der
Veréanderung bestimmter enddifferenzierter Merkmale der Haut und deren Anhangsgebilde erschien
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ein moglicher Wirkungsmechanismus des Biotins tber die Regulation des Calciumstatus sinnvoll
(Floersheim, 1989; Fritsche, 1990).

Ergebnisse

Bei variablen Mediumkonzentrationen an Biotin in der Kultur von HaCaT-Keratinozyten zeigten
sich keine Abweichungen in der Intensitat der gemessenen intrazellularen Calciumsignale (Abb. 3-6).
Der intrazelluldare Calciumhaushalt der Zellen blieb unter den entsprechenden Bedingungen
(Kap. 8.1.4.2.1) uber den gesamten Untersuchungszeitraum unveréndert.

Anschlie3ende kinetische Untersuchungen im Kurzzeitbereich (bis zu acht min nach Applikation)
ergaben ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen applizierter Biotinmenge und dem erhaltenen
intrazellularen Calciumsignal. Selbst nach Zugabe hoher Wirkstoffmengen (0,5 mmol) blieb der
intrazellulare Calciumlevel auf dem Niveau der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3-7).
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Abb. 3-6 Flowzytometrische [C&']i-Siganle von HaCaT-Zellen nach Einwirkung von Biotin
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Abb. 3-7 Flowzytometrische Bestimmung des intrzellularen Calciumgehaltes
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Diskussion

Die Calciumhombostase in biologischen Systemen kann als Wechselspiel zwischen extra- und
intrazellularer Konzentration beschrieben werden. GleichermaRen lie§eGi€iahgewichte extra-

als auch intrazellular nebeneinander vor. Das sensiblere intrazellufir6&l€iahgewicht, welches
Gegenstand der Untersuchungen zur Wirkungsweise von extrazellularem Biotin war, ist standig
auRReren Reizen ausgesetzt und spiegelt somit geringste Veranderungen wider. HENNINGS et al.
fanden reflektorische Reaktionen des intrazellularerf’-Gahalts auf eine Erhéhung der
Ccd*-Konzentration im Medium (1989).

Das verwendete Schema (Kap. 8.1.4.2.1) zur Prifung der Biotinwirkung auf den freien
intrazellularen C&-Gehalt sollte sich wegen der Vergleichbarkeit méglichst nahe an den zuvor
gelaufenen Untersuchungen orientieren. So stand die Verwendung ¥efaQf®nolarer Medium-
konzentration im Vordergrund der Analyse. Dal3 auch hier keine Ver&nderungen nach Zusatz des
Vitamins nach erfolgter Kultivierungsdauer von 48 h auftraten, spricht fur die Stabilitat der
bestimmten Differenzierungsmarker gegenuber variabler Konzentration an Vitamin H.

Nachdem uber lange Inkubationszeitrdume eine Modifikation der intrazellularen Calciumspiegel
ausblieb, sollten noch schneller ablaufende Prozesse erfal3t werden. Hierzu diente die Kurzzeit-
kinetik, bei der dem zu analysierenden System unter der Messung Biotin zugegeben wurde. Wahrend
jedoch vergleichsweise freie Fettsduren nach kurzer Zeit eine Veranderung der freien intrazellularen
Calciumkonzentration auslosen konnten, blieben &hnliche Effekte nach der Biotinapplikation aus
(Glanz et al. 1996; Frode, 1998).
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3.3 Untersuchungen zur Beeinflussung der Apoptose von HaCaT-Keratinozyten

Im biologischen System sind Zellteilung und Wachstum unmittelbar mit plegrammierten

Zelltod verknupft. Bei der regulativen Entwicklung des Keratinozyten von der Basalzelle zur
Hornzelle laufen unterschiedliche Formen des Zelltodes ab. Einen Teil davon stellt die bisher bespro-
cheneterminale Differenzierunglar; der andere wird durch digpoptosebeschrieben. Wahrend
nekrotische Erscheinungen im Organismus nur durch das Komplementsystem oder eine Virusinfek-
tion ausgelost werden kénnen (bzw. durch extreme Abweichungen vom physiologischen Zustand),
unterliegt die Induktion der Apoptose dem Einflu® extrazellularer Reize. Das Einleiten apoptotischer
Vorgange kann durch DNA-Schadigungen, durch physiologische Signalstoffe wie den Tumornekro-
sefaktor, unter Einwirkung von Gamma- oder UV-Strahlen, Chemotherapeutika und unter Einflu3
freier Radikale erfolgen (Noll und Eschborn, 1997; Paus et al., 1995; Rudin et al., 1997).
Morphologisch laft sich im Anfangsstadium der Apoptose eine Abnahme des Zellvolumens
beobachten. Dabei bleiben die Zellorganellen im Gegensatz zur Nekrose intakt. Nach Schrumpfung
des Zellkerns und einer Verdichtung des Chromatins setzt der Abbau chromosomaler DNA ein.
Wahrend in der Cytoplasmamembran vakrotischen Zelledlie Bildung von Ausstulpungen und
Blaschen membrane blebbingbeobachtet wird, beginnen sich in apoptotischen Zellembrane

coated vesiclesogenannte apoptotische Kdrperchen eg@ptotic bodieson der Zelle abzuschnii-

ren. Diese wiederum fallen der Phagozytose benachbarter Zellen zum Opfer (Paus et al., 1995). Im
Einhergang mit Veranderungen an der Cytoplasmamembran vollzieht sich die Verlagerung,
physiologisch auf der cytoplasmatischen Membranseite lokalisierten Phosphatidylserins, auf die
extrazellulare Seite (Bevers et al., 1996; Dakewicz et al.,1997). Dieser Prozeld kann als ein
typischer Marker apoptotischer Zellen aufgefal3t wer. Fir die nachfolgenden Untersuchungen wurde
das Bindungsassay von Phosphatidylserin-Annexin-V-FLUOS genutzt und durch Ausschluf3farbung
mit Pl die Klassifizierung der Zellen mittels Durchflu3zytometrie durchgefihrt (Kap. 8.1.5,
Tab. 3-2).

Tab. 3-2 Mdoglichkeiten der Klassifizierung der einzelnen Zelltypen und Fragmente

Annexin-V-FLUOS PI
vitale Zellen negativ negativ
apoptotischeZellen positiv negativ
spatapoptotische und nekrotischeZellen positiv positiv
Zellkerne negativ positiv

Ergebnisse

Ausgehend von den zu erwartenden Signalen am DurchfluBzytometer erfolgte die Auswertung
(Tab. 3-2) anhand der Trennung von vitalen, apoptotischen, spatapoptotisch/nekrotischen Zellen
sowie durch Pl markierte Zellkerne. Den zu untersuchenden Zellsystemen wurde 24 h vor der
Messung das Lipig-Linolensaure zugesetzt. Damit konnte nachweislich an unbehandelten Keratino-
zyten (Medium ohne zusatzliche Biotinzugabe) eine Induktion der Apoptose aufgezeigt werden
(Frode, 1998). Eine Bestatigung dieser Resultate wird in Abb. 3-8 deutlich. Im Grundzustand des
Zellsystems (ohne Fettsadurezusatz) lag eine Proportion von ca. 75% vitaler, ca. 10% apoptotischer
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und ca. 10% spatapoptotische/nekrotischer Zellen vor. Schon die Zugabe vonya0Aufithrte zu

einer merklichen Veranderung des Verhaltnisses zwischen vitalen und apoptotischen Keratinozyten.
Messungen unter Einwirkung von 25 als auch 30ydDA zeigten eine Verstarkung des Befundes.
Keratinozyten, die vor Zugabe der Fettsdure bereits iber 48 h fmtalérer Biotinkonzentration

im Wachstumsmedium vorinkubiert wurden, wiesen ein analoges Verhalten wie unbehandelte
Keratinozyten auf (Abb. 3-8). Dies geht aus den simultanen Kurvenverlaufen (statistisch nicht
signifikant unterschiedlich) vitaler, apoptotischer und nekrotischer (sowie spatapoptotischer) Zellen
hervor. Eine Verhinderung der Apoptose durch erhohte Biotinzufuhr wahrend des Wachstums der
Keratinozyten unter in vitro-Bedingungen konnte im Untersuchungszeitraum nicht gefunden werden.
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Abb. 3-8 EinfluR von Biotin (10* mol/l) auf HaCaT-Keratinozyten nach Induktion der Apoptose
durch y-Linolensaure (24 h Inkubation)  + SEM; n = 5)

Diskussion

Als Hintergrund der Untersuchungen zum Einflu® von Biotin stand zun&chst die Frage nach einer
moglichen Verhinderung apoptotischer Vorgénge nach prophylaktischer Behandlung. Des weiteren
sollten parallel eventuelle regulative Eingriffe in den Ablauf des Zelltodes erfaldt werden.

Eine Induktion der Apoptose an der HaCaT-Kultur konnte durch UVB-Bestrahlung erzielt werden
(Schwarz et al., 1995). Analoge Effekte traten nach Einwirkumgverschiedenen Fettsauren auf

die Zellen ein (Frode, 1998). Zur Prufung des Einflus®esBiotin auf apoptotische Zellen stand

somit ein aussagekraftiges Modell zur Verfligung.

Die deutliche Abnahme in der Vitalitat der behandelten Zellen und die Zunahme der Apoptose bei
Konzentrationserhthung deilinolensaure sprechen fir eine regulatorische Wirkung der Fettsaure.
Eine angestrebte praventive Wirkung von Biotin durch Vorinkubation der Keratinozyten lie3 sich
dabei nicht nachweisen. Gleichzeitig trat auch kein gegenteiliges Resultat auf, was im Einklang mit
den erhaltenen Ergebnissen zum Wachstumsverhalten unter Biotinzusatz steht (Kap. 3.1). So laft
sich insgesamt schluf3folgern, dal’ Biotin die Apoptose unter den untersuchten Bedingungen weder
verhindern, noch férdern kann.
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3.4 Fettsduresynthese von Keratinozyten

Fettsauren sind als strukturgebende Komponenten der interzellularen Stratum corneum Lipide
bekannt. In deren Komplexitéat beteiligen sie sich wesentlich an der Auspragung der Barrierefunktion
der Haut.

Daneben erfilllen sie als biologisch aktive Molekiile unentbehrliche Aufgaben bei der Umsetzung
struktureller und metabolischer Funktionen in der lebenden Epidermis. In dieser Eigenschatft leisten
sie als freie Molekile oder gebunden in Form von komplexeren Lipiden (Phospholipide,
Sphingolipide, Acylglyceride) ihren Beitrag zum Aufbau und zur Dynamik von zellularen
Membranen.

Der Keratinozyt ist als metabolisch aktive Zelle in der Lage, freie Fettsduren zu synthetisieren
(Mogner et al.1988), nicht aber essentielle Fettsauren (Chapkin und Ziboh, 1984). Die Grenzen der
Syntheseaktivitat im endoplasmatischen Retikulum sind mit der Einfiihrung (9,10-Dehydrogenase)
einer Doppelbindung (Synthese von Olsaure) erschopft. Eine Erweiterung dieses Vorgangs ist nicht
moglich, so dalR zweifach ungesattigte Fettsduren (Linolsaure) als essentiell gelten. Essentielle
Fettsduren muissen somit unter in vivo-Bedingungen dem Blutkreislauf entnommen werden.
Mechanistische in vitro-Studien zu dieser Problematik berichten tber unterschiedliche Auffassungen
zu den Transportvarianten. Wahrend FITSCHER und Mitarbeiter von einem durch Proteine
vermittelten Transport der Fettsduren ausgehen (1996), halt ZAKIM die einfache Diffusion flr
wabhrscheinlicher (1996).

In der Literatur sind die Effekte von hoch dosiertem Biotin, welches allerdings Uber einen langen
Zeitraum oral appliziert werden muf3, gut dokumentiert (Colombo e1280; Floersheim, 1992).

So waren eindeutige Verbesserungen der Qualitdt von Hautanhangsgebilden und eine verminderte
Faltchenauspréagung der Altershaut am Probanden zu finden (Kap. 2.5) (Gilli und Floet8B&im,

Der klarende Mechanismus dieser Wirkungen konnte bis heute nicht aufgezeigt werden.

Ein Zusammenhang zwischen der Funktion des Vitamins als einem Cofaktor des Enzyms
Acetyl-CoA Carboxylase und der Regulation der Fettsduresynthese im Keratinozyten sollte
untersucht werden. Aus diesem Grund wurden dem Medium kultivierter HaCaT-Keratinozyten und
dem humaner Vorhautkeratinozyten erhdhte Dosen an Biotin zugesetzt und der EinfluR auf die
Lipidsynthese anhand ausgewahlter Fettsduren beurteilt.

3.4.1 Untersuchungen zum Fettsduregehalt von Keratinozyten unter Einwirkung von Biotin

Ergebnisse

In der Abb. 3-9 und Abb. 3-10 befinden sich die aus Keratinozyten eluierten Mengen an
Myristinsaure (MA), Palmitinsaure (PA), Stearinsaure (SA), Olsaure (OA) und Linolsaure (LA)
dargestellt. Eine Quantifizierung erfolgte von paarweisen Kulturen, die im Wachstumsprozel3
unterschiedlichen Biotinzusatzen ausgesetzt waren. Zur Standardisierung wurden die mittels GC-MS
bestimmten Fettsduren dabei auf den Proteingehalt der erfal3ten Keratinozytenanzahl bezogen
(Kap. 8.1.6.2).

Der Abb. 3-9 sind die Resultate der Untersuchungen an der HaCaT-Kultur zu entnehmen. Die
Zusammensetzung der Fettsaureanteile bei unbehandelten Zellen ergab eine Gleichférmigkeit der
Niveaus von Palmitin-, Stearin- und Olsaure (um 15 pg Lipid / mg Protein). Nur die Werte der
kirzerkettigen Myristinsdure und der essentiellen Linolsdure bewegten sich unterhalb dieses Levels.
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Die geringen Mengen an Linolséure (unter 2,5 pg Lipid / mg Protein) blieben vom Biotinzusatz des
Mediums unbeeinfluf3t. Fir alle anderen Fettsauren galt eine deutliche Abhangigkeit der ermittelten
Konzentrationen vom verwendeten Biotingehalt. Die Kultivierung der Zellen im Medium mit einem
Gehalt von 16 mol/l Biotin erbrachte keine Anderung der Lipidzusammensetzung. Erst nach
Erreichen der Mediumkonzentration von “Ifiol/l waren Steigerungen meRbar, wobei
unterschiedlich starke Erhéhungen vorlagen. Das Konzentrationsniveau der Myristinsdure erhob sich
geringer (ca. 2,5 pg Lipid / mg Protein mehr) als das der Palmitin-, Stearin- oder auch der Ols&ure.
Letztere zwei konnten bis zum doppelten Wert gesteigert (Abb. 3<9uritD 10° mol/l Biotin im
Medium) nachgewiesen werden. Wahrend fur Myristin-, Palmitin und Stearinsdure bereits die
maximale Erhéhung der Fettsduresynthese unter Einwirkung vomdid Biotin zu verzeichnen

war, setzte die Steigerung der Olsaurewerte verzégert ein. Erst‘tmiokDBiotin im Medium kam

es zur Entfaltung des Maximalwertes (um 35 pg Lipid / mg Protein).

Mit der Mediumkonzentration von Famol/l Biotin war die Zugabeméglichkeit an Vitamin H
erschopft, da die daflr benétigte Konzentration das Maximum der Ldslichkeit von Biotin im
verwendeten Puffer widergibt (Tab. 8-1).

Il Kontrolle (Puffer) Il Kontrolle (Puffer)
45 B 10° mol/l Biotin 45 I 10° mol/l Biotin

ug Lipid /mg Protein
ug Lipid /mg Protein

Il Kontrolle (Puffer) Il Kontrolle (Puffer)
5 E 10° moll Biotin 5 B 10° mol/l Biotin

=N X

ug Lipid /mg Protein
ug Lipid /mg Protein

Abb. 3-9 EinfluR von Biotin auf den Fettsduregehalt von HaCaTKeratinozyten (X * SD;
* signifikante Differenz zur Kontrolle p < 0,05; n = 6)

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu den Anteilen bereits erwahnter Fettsduren in nativen humanen
Keratinozyten sind in Abb. 3-10 dargestellt. Diese erfolgten bei ausgewahlten Mediumkonzentratio-
nen an Biotin (18und 10° mol/l). Das Wachstum der Zellen im Medium geringeren Biotingehaltes
hatte keinen Einflu3 auf die Zusammensetzung der analysierten Fettsduren. Die Grundniveaus aller
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bestimmten Lipide glichen denen, die zuvor schon in der HaCaT-Kultur auftraten. Der Einfluld des
erhohten Biotinspiegels im Kulturmedium &uRerte sich ebenfalls in einer Anhebung der Mengen an
Myristin-, Palmitin-, Stearin- und Olsaure, wogegen die Linolsaure unverandert determiniert werden
konnte.

Il Kontrolle (Puffer) Il Kontrolle (Puffer)
I 10° mol/l Biotin

I 10° mol/l Biotin

ug Lipid / mg Protein
ug Lipid / mg Protein

Abb. 3-10  EinfluR von Biotin auf den Fettsauregehalt nativer humanerKeratinozyten (x + SD;
* signifikante Differenz zur Kontrolle p < 0,05; n = 6)

Diskussion

Bei den vorgestellten Ergebnissen zum Einflu® von Biotin auf die Fettsduresynthese zeigten sich
eindeutige Veranderungen. Diese Effekte waren dabei konzentrationsabhangig. Wahrend niedrige
Biotinlevel im Medium (16 mol/l) als unwirksam eingestuft werden kénnen, lieR sich durch den
Zusatz hoher Biotinmengen (1Bis 10° mol/l im Medium) die Lipidsyntheseleistung von in vitro-
Keratinozyten steigern. Schon in den Untersuchungen von PROUD et. al konnte die Notwendigkeit
von Biotin fur eine intakte Fettsauresynthese in der Haut von Ratten demonstriert vi&e@@n (

Dazu erzeugten die Autoren durch bewuf3te Ernahrung der Tiere mit Avidin (bindet vier Molekile
Biotin) einen kinstlichen Mangelzustand, der in der Rattenhaut neben einem verminderten
Carboxylasen-spiegel auch zu einer Reduktion der Fettsauren (auf 30% im Vergleich zu gesunden
Tieren) fuhrte. Die Reversibilitat des Zustandes und eine Wirkung von Biotin auf gesunde Probanden
wurden nicht untersucht.

Die Tatsache, dalR die erhaltenen Lipidkonzentrationen hoher als jene in grundlegenden
Untersuchungen zur Lipidkomposition in humanen Keratinozyten (Schirer #9@R8) lagen, sind

auf das verwendete analytische Verfahren zuriickzufiihren. Der Gebrauch von Trimethylsulfonium-
hydroxid (TMSH) zur Probenderivatisierung fur die GC-MS fuhrte neben der Methylierung der
freien Fettsduren auch zur Erfassung der in komplexen Lipiden (Phospholipiden) gebundenen
Vertreter (Schulte und Weber, 1989). Somit lieRen sich nur Aussagen zum Verhaltnis zwischen
Kontroll- und Mel3wert (Biotin-behandelt) treffen.

Steigerungen der Niveaus der Fettsauren unter Biotineinwirkung konnten sowohl in der Kultur von
HaCaT (Abb. 3-9), als auch bei nativen humanen Keratinozyten (Abb. 3-10) nachgewiesen werden.
Damit scheint rein mechanistisch betrachtet, die Beeinflussung der Fettsauresynthese nicht in einer
Abhangigkeit vom verwendeten Keratinozytentyp zu stehen. Das Grundprinzip des Wirkungsmecha-
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nismus durfte sich Uber die Funktion von Biotin als Coenzym der Acetyl-CoA carboxylase erklaren
lassen (Kap. 2.5). Das Ausbleiben einer Steigerung der Mengen an Linolséure ist in Verbindung mit
der Unfahigkeit des Keratinozyten, mehrfach ungesattigte Fettsduren eigenstandig zu synthetisieren,
zu betrachten (Chapkin und Ziboh, 1984).

Analoge Untersuchungen zum Einflud ausgewéahlter B-Vitamine auf die Lipidsynthese des
Keratinozyten flhrten zu vergleichbaren Resultaten (Tanno €19818) Sokonnte nach Medium-

zusatz von wasserlgslichem Nicotinsaureamid (Niacinamid) neben der Biosynthese von Ceramiden
auch die von Fettsduren und Cholesterol beeinflu3t werden. Bereits eine Mediumkonzentration von
0,3 uM steigerte die Ceramidproduktion. Im Sinne einer sekundaren Reaktion wurde Uber die
erhohte Aktivitdt an Serin-Palmitoyl-Transferase, dem Schlisselenzym der Ceramidsynthese, die
Steigerung der Fettsauresynthese durch Palmitoyl CoA nachgewiesen.

Im Zusammenhang mit der fordernden Wirkung auf die Lipidsynthese lassen sich die untersuchten
B-Vitamine als effektive Promotoren der epidermalen Permeationsbarriere der Haut diskutieren.
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4 CHARAKTERISIERUNG DER BIOTINHALTIGEN FORMULIERUNGEN
4.1 Biotinhaltige kolloidale Tragersysteme
4.1.1 Nanopartikel

4.1.1.1 Komponenten der Partikelsysteme

Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid ist ein Vertreter der quaternaren Ammoniumverbindungen. Der O/W-Emul-
gator ist gut wasserloslich und z&hlt zu den kationisch aktiven Substanzen. Im alkalischen Bereich
besitzt er stark desinfizierende Eigenschaften. In Abhangigkeit vom pH-Wert (pH > 5) eignet sich
Benzalkoniumchlorid als Konservierungsmittel fiir empfindliche galenische Formulierungen (Fiedler,
1996).

CHs

| )
<@>—cHz—l\lf—cHz—((:Hz)n—cH3 cL

Chs n=6-16

Abb. 4-1 Struktur von Benzalkoniumchlorid (BA)

Natriumdodecylsulfat (Natriumlaurylsulfat)

Der anionische Emulgator Natriumdodecylsulfat gehort der Klasse der sauren Fettalkoholschwefel-
séureester an. Hierbei handelt es sich um ein weil3es Pulver, welches gut in Wasser I0slich ist. Mit
einem Wert von 40 fir die Hydrophilic Lipophilic Balance wird der O/W-Emulgator in der Galenik
hauptsachlich fur die Herstellung von Cremes, Salben und Linimenten genutzt (Fiediéy,

Durch seine starke Tensidwirkung kann Natriumdodecylsulfat die Aufnahme verschiedener
Wirkstoffe in die Haut fordern. Als Nachteil stehen jedoch irreversible Schaden der Hornschicht
nach Applikation hoher Dosen (Ziegenmey392).

\/\/\/\/\/\/O\SQ{ Na'

Abb. 4-2 Struktur von Natriumdodecylsulfat C;,H,sNaO,4S (SDS) [288,38]

Starkeacetat (Sconacefl A)

Bei dem verwendeten modifizierten Starkeprodukt Scorfaséiandelt es sich um ein experimentell
hergestelltes Polysaccharid (BSL Olefinverbund GmbH, Schkopau). Die acetylierte Starke, deren
Ausgangsprodukt speziell geziichtete Maisstarke mit einem hohen Amylosege@@%o] war,

wurde mit einem Substitutionsgrad derglykosidisch gebundenen Grundsegmente von 2,45
verwendet. Die lipophilen Eigenschaften von Sconaglsind durch ein positives Léslichkeitsver-
halten gegentiber den meisten organischen Losungsmitteln gekennzeichnet (mehr als 1% loslich in
Chloroform, Methylenchlorid, Essigsaure und DMSO). In Wasser, Ether und Methanol gilt Starke-
acetat als nicht l6slich.
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CH,OR

O
O
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OR R=H,C—CH;
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- - n

Abb. 4-3 Grundstruktur des Starkeacetates (STA) [> 100.000]

Die verwendeten Partikelsysteme wurden unter Nutzungsdbsent evaporation processus
modifizierter Starke hergestellt (Huschka, 1994) (Kap. 8.2.1). Dabei diente das Polysaccharid als
Tragermaterial fir den Arzneistoff. Im Ergebnis des modifizierten Herstellungsverfahrens konnten
zwei biotinhaltige Partikelsysteme mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften
entwickelt werden. Diese standen den Untersuchungen zur topischen Anwendung in Form von
walrigen Nanopartikel-Suspensionen zur Verfligung.

Tab. 4-1 Zusammensetzung der walrigen Nanopartikelsuspensionen

Vehikel Biotin STA BA SDS Auga bidest.
BA-Partikel 0,1% 1% 0,2% - ad 100%
SDS-Partikel 0,1% 1% - 0,2% ad 100%

4.1.1.2 Charakterisierung der Partikelsysteme

Die verwendeten Nanopartikel wurden zunachst mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)
charakterisiert. Nach den erhalten Verteilungsprofilen konnten die Partikel einer GréR3enklasse von
50-300 nm zugeordnet werden. Fir Big-Partikellag der mittlere Teilchengréfendurchmesser bei
145,4+ 12,3 nm (n = 5), fur di8DS-Partikebei 155,2+ 11,8 nm (n =5) (Kap.8.2.1).

Die Prifung nach der Ladung der Oberflache erfolgte anhand der Messung des Zetapotentials. In
Analogie zu den aktiven Anteilen der Emulgatoren befanden sich die detektierten Zetapotentiale fur
BA im positiven (35,4t 0,9 mV; n = 5) und bei SDS (-38#51,4 mV; n = 5) im negativen Bereich.
Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnten die Nanopartikel als kugelférmige, solide
Teilchen mit porenartiger Struktur identifiziert werden (Kap. 8.2.1).

4.1.2 Liposomen

4.1.2.1 Komponenten der liposomalen Systeme

Phosphatidylcholin (PC)

Das GlycerophospholipidPhosphatidylcholin (Lecithin) ist das am haufigsten vorkommende
Phosphoalipid in biologischen Membranen, welches sich besonders angereichert im Gehirn, dem
Herzmuskel und im Eidotter befindet. Der Fettsaurerest im Molekil ist variabel, wobei Palmitin-,
Ol-, Linol- und Stearinsaure berwiegen (Nuhn, 19&thanol, Methanol und Chloroform haben

gute Losungseigenschaften fir Phosphatidylcholin inne. Das oberflachenaktive Molekll besitzt eine
amphiphile Zwitterionenstrukur, bestehend aus einer hoch polaren Kopfgruppe und einem
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hydrophoben Anteil aus Acylketten. Bedingt durch diesen molekularen Aufbau ist Phosphatidyl-
cholin in der Lage, in wal3rigen Puffermedien lamellare Vesikel auszubilden.
CH,-O—CO—R
R—OC—O—CH o}
CH,-O— li-’—O—CHz—CHz—NJr(CHs)s R = Fettsaurerest
&

Abb. 4-4 Struktur von Phosphatidylcholin

Cholesterol

Als Bestandteil von Zellmembranen und als Komponente der interzellularen Lipide der Hornschicht
nimmt Cholesterol wesentlichen Anteil auf deren Strukturgebung. In chemisch reiner Form nimmt
Cholesterol die Gestalt hydrophober weiler Nadeln oder Blattchen an. Das Molekil ist
wasserunloslich, dagegen lost es sich heiRem Ethanol, Ether, Aceton und Chloroform (Fiedler,
1996). Unter pharmazeutisch heologischer Sicht spielt Cholesterol eine Rolle als W/O-Emulgator
(Voigt, 1997).

HO
Abb. 4-5 Struktur von Cholesterol Cy7H 4s0H [386,64]

Die Herstellung der liposomalen Systeme erfolgte unter Nutzung der Dinnflim-Hydrations-Methode
mit nachgeschalteter Extrusion durch definierte Membranen (Kap. 8.2.1).

Tab. 4-2 Zusammensetzung der biotinhaltigen Liposomen

Vehikel Biotin PC Cholesterol Puffer (Mc lloaine)
Liposom 0,1% 5% - ad 100%
Liposom + Chol. 0,1% 5% 1% ad 100%

4.1.2.2 Charakterisierung der liposomalen Systeme

Mittels Photonenkorrelationsspektroskopie wurde zunachst die Grofl3e der verwendeten Liposomen
bestimmt. Die entsprechenden Verteilungsprofile der Vesikel lagen dabei in Gré3enbereichen von
25-250 nm.Der mittlere TeilchengroRendurchmesser fur die einfadiipesomenkonnte bei

165,21+ 8,4 nm (n =5) und der von cholesterolmodifizierten Liposorfigposom + Chol.) bei

171,21+ 12,5 nm (n = 5) ermittelt werden. Die Betrachtung der Vesikel im Elektronenmikroskop
fuhrte zur ldentifizierung von parallel vorliegenden uni- als auch multilamellaren Strukturen
(Kap. 8.2.1).
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4.1.3 Mikroemulsionen

4.1.3.1 Komponenten der Mikroemulsionen

Cholesterol (siehe Kap. 4.1.2.1)

Isopropylpalmitat (IPP)

Der Fettsaureester Isopropylpalmitat liegt in Form einer hellen, diinnen, dligen und geruchlosen
Flussigkeit vor. Der Stoff ist unldslich in Wasser und Glycerin. In Ethanol lassen sich 3%-ige
Losungen herstellen. Mit Olen und Fetten kann Isopropylpalmitat gut gemischt bzw. darin klar darin
gelost werden (Fiedler, 1996). Der Ester der Palmitinsaure besitzt eine ausgepréagte Wirkung als
Losungsvermittler und Penetrationsbeschleuniger (Reynolds £986).

X
GO CH— (Y,

Abb. 4-6 Struktur von Isopropylpalmitat, C ;9H350,[298,5]

Sparf’ 20 (Sorbitan monolaurat)

Der nichtionogene lipophile W/O-Emulgator (HLB &61) ist ein Laurinsaureester des Sorbitans.

Die gelbe bis bernsteinfarbene Flissigkeit kann durch seine chemischen Eigenschaften
(wasserunléslich, l6slich in Ethylalkohol und Paraffin) als hydrophobes Molekil charakterisiert
werden (Fiedler, 1996).

[e) OOCR
R = Laurinsaure

HO O

Abb. 4-7  Struktur von Span® 20, ~GgH 3406 [~346]

Tagat® 02 (Polyoxyethylenglycerolmonooleat)

Der nichtionogene Emulgator TafaD2 ist ein Vertreter der Polyoxyethylenglycerolfettsaureester.
Die gelbe Fliissigkeit hat einen HLB-Wert von 15,0. Tagar lost sich in Wasser und
Ethylalkohol, in Fetten und Paraffindl ist der Emulgator unl6slich. Dieup@e der
Polyoxyethylenglycerolfettsdure-ester zahlt zu den gut haut- und schleimhautvertraglichen
Produkten. Tag&tO2 wurde in 100%-iger von der Haut reaktionslos vertragen (Fi@9i26).

I}
CHy-O—C— (CH)T-CH=CH—(Crt)-ChHy
(l:H—OH
CHy,~O—CHy—(CHy-O—CHy)n—CH,OH
Abb. 4-8  Struktur von Tagat® 02

Das Zusammenfligen der Einzelkomponenten der Mikroemulsionen erfolgt unter Sichtkontrolle bei
Identifizierung eindeutig klarer Systeme (Kap. 8.2.3). Diese wurden im Phasendiagramm als
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einphasig isotrope Gebiete gekennzeichnet, wobei sich die Addition des Cholesterols (2 und 5% in
IPP geldst und substituiert) nur unwesentlich auf die Lage des Phasengebietes auswirkte (Abb. 4-9).
Die fur die Untersuchung der in vitro-Liberation und der Penetration in humane Haut ex vivo
erstellten Mikroemulsionssysteme sind in Tab. 4-3 dargestellt. Der Wirkstoff lag dabei innerhalb der
walrigen Phase in geléster Form vor.

TagaPO2 / Spafi20
TagaPO2 / Spafi20  (2:3)
(2:3)
TagaPO2 / Spafi20 10
(2:3)
10 20
11
10 20
I
yal \/\/\></\/\
30

40

50/\
60/\

YAVAY
80

\ IPP
90
NN AVAVAVAVAVAVAVAVAVANEIE TR
Mclloaine 15 20 30 40 50 60 70 80 9&P
Abb. 4-9 Phasendiagramme fir die biotinhaltigen Mikroemulsionen (0,1%)
(I = ME; Il = ME + 2% Chol.; Ill = ME + 5% Chol.)
Tab. 4-3 Zusammensetzung der Mikroemulsionen
Vehikel Biotin Puffer Tagat® 02 / Cholesterol IPP
(Mc lloaine) | Sparf® 20 (2 : 3)
ME 0,1% 5,9% 18,8% - ad 100%
ME + 2% Chol. 0,1% 5,9% 18,8% 2% ad 100%
ME + 5% Chol. 0,1% 5,9% 18,8% 5% ad 100%

4.1.3.2 Charakterisierung der Mikroemulsionen

Die in Tab. 4-3 aufgeflihrten Mikroemulsionen wurden unter Nutzung der Polarisationsmikroskopie,

der Photonenkorrelationsspektroskopie und der Gefierbruchelektronenmikroskopie hinreichend
charakterisiert (Kap. 8.2.3).

Die Betrachtung der Formulierungen bei gekreuzten Polarisatoren im Polarisationsmikroskop zeigte
keine Lichtdoppelbrechung, was den Ausschlul3 anisotroper Phasen in der Mikroemulsion zuliel3.
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Auf Grund des schwarzen Sichtfeldes konnten alle Systeme als isotrop einphasig gekennzeichnet
werden. Die Ergebnisse der PCS charakterisierten die GrofRenverhaltnisse innerhalb der
Mikroemulsionen. Das Standardsyst¢ME) besald einen mittleren TropfchengréfRendurchmesser
von 30,2+ 2,3 nm (n=>5). Die Einarbeitung von Cholesterol flhrte zu einer Reduktion der
TropfchengrofRe, wobei sich keine Dimensionsunterschiede bei Variation der Cholesterolkonzen-
tration zeigtenfIE + 2% Chol.- 20,1+ 2,8 nm, (h = 5)ME + 5% Chol.- 18,5+ 3,4 nm, (n = 5)].

Aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten bestatigende Aussagen Uber die Teilchen-
durchmesser gewonnen werden. Die innerhalb der Wasserschichten eingelagerten globularen
Strukturen folgten den bereits in der PCS ermittelten Gro3enverhaltnissen.

4.2 Biotinhaltige Emulsionen

4.2.1 Standardemulsionen

Als Standardvehikel fur die Untersuchungen zur topischen Applikation von Biotin wurden zwei
Vertreter des Deutschen Arzneibuches ausgesucht. Die Auswahl der Vehikel 183t sich mit der
umfassenden Kenntnis Uber die Mechanismen der Wechselwirkungen zwischen Haut, Vehikel und
Pharmakon begriinden. Zudem besitzen beide Typen eine grof3e Relevanz in der dermatologischen
Therapie.

Durch die Einarbeitung von Wasser in die hydrophilen Absorptionsgrundlagen (Hydrophile Salbe,
Wollwachsalkoholsalbe) erfolgte eine Auftrennung in die beschriebenen Emulsionstypen mit
hydrophi-lem als auch lipophilem Grundcharakter. Fur die folgenden Untersuchungen zur dermalen
Anwen-dung von Biotin (Stoffbeschreibung siehe Kap. 2.5) wurde in beide Emulsionen eine
Wirkstoffmenge von 0,1% eingearbeitet.

O/W-Emulsion - (Zusammensetzung der Wasserhaltigen hydrophilen Salbe nach DAB 10)

Lanetté’ N (Emulgierender Cetylstearylalkohol DAB 10) 9,00%
Paraffinum subliquidum (Dickflissiges Paraffin) 10,50%
Vaselinum album (Weiles Vaselin) 10,50%
Aqua bidestillata ad 100,00%

W/O-Emulsion - (Zusammensetzung der Wasserhaltigen Wollwachsalkoholsalbe nach DAB 9)

Alcoholes Lanae (Wollwachsalkohole) 3,00%
Alcohol cetystearylicus (Cetylstearylalkohol) 0,25%
Vaselinum album (WeilRes Vaselin) 46,75%
Aqua bidestillata ad 100,00%

Komponenten der Standardemulsionen

Alcoholes Lanae

Wollwachsalkohole umfassen die unverseifbare Alkoholfraktion, die nach Verseifung des
Wollwachses (1-2% freie Fettsauren und Kohlenwasserstoffe, 3% freie Alkohole und 95% veresterte
Verbindungen) erhalten wird (Fiedler, 1996). lhrer Aktivitdt nach zahlen Wollwcisde zu den
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W/O-Emulgatoren. Als negativer Aspekt bei der Anwendung von wollwachsalkohlhaltigen
Grundlagen ist das erhohte Allergisierungspotential der Emulgatoren einzuschatzen.

Cetylstearylalkohol (Lanette” O)

Der nichtionogene Emulgator stellt ein Gemisch aus den hoheren Fettalkoholen Cetylalkohol und
Stearylalkohol dar. Cetylstearylalkohol zahlt zu der Klasse der W/O-Emulgatoren von geringer

Tensidwirkung. Ihr Einsatz in gelstrukturierten Grundlagen erfolgt unter dem Aspekt der Stabilisie-

rung durch Kristallisation.

\/\/\/\/\/\/\/\/OH a

Abb. 4-10  Strukturen von Cetylalkohol (a), GeHs40 [242,45] und Stearylalkohol (b), GgH3zsO
[270,50]

Lanette” N (Emulgierender Cetylstearylalkohol DAB 10)

Der emulgierende Cetylstearylalkohol (Larfeftd ist ein Komplexemulgator, dessen kolloid-
disperses Gemisch sich aus 90% LaReBe(Cetylstearylalkohol) und 10% Lanétie (Natrium-
Cetylstearylsulfat) zusammensetzt. Die selbstemulgierende Mischung der Fettalkohole wird
hauptsachlich zur Herstellung von Creme- und Salbengrundlagen verwendet (Fiediéy,
Lanetté’ N zahlt zu den anionenaktiven Stoffen, was zu Wechselwirkungen im Sinne eines lonenaus-
tausches mit kationischen Wirkstoffen fihren kann.

Paraffinum subliquidum

Die gereinigte, dickflissige Mischung von gesattigten aliphatischen Kohlenwasserstoffen ist geruch-
und geschmacklos, klar und farblos. Der lipophile Charakter der Flissigkeit wird durch die leichte
Léslichkeit in Chloroform und Ether sowie die Unl6slichkeit in Wasser und Ethylalkohol verdeutlicht
(Fiedler, 1996). Als Bestandteibn Lipidgrundlagen wirkt Paraffin durch den okklusiven Einflufd
stark hydratisierend auf die Hornschicht. In reiner Form besitzt dickflissiges Paraffin jedoch keine
therapeutische Relevanz (Niedner, 1992).

Vaselinum album

Weil3es Vaselin ist ein Gemisch aus gereinigten, gebleichten, hauptsachlich gesattigten
Kohlenwasserstoffen, welches aus Erddldestillaten gewonnen wird. Die Grundstruktur der Vaseline
kann als plastisches Gel mit netzartigem Gerlst beschrieben werden, wobei sich die immobile
Geristphase aus langkettigen und die mobile Phase aus kurzkettigen Kohlenwasserstoffanteilen
zusammensetzt (Junginger, 1992). Der Vaseline sind hautschiitzende Wirkungen, die im
Zusammenhang mit begunstigenden wundheilenden und regenerativen Effekten bei geschadigtem
Hautzustand stehen, zu eigen. Gleichfalls fuhrt das Eindringen von Vaseline in die
intercorneozytaren Hornschichtbereiche zu einer Regulierung des TEWL (Ghadially et al., 1992).
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4.2.2 Maodifizierte Emulsionen

Die topische Verflgbarkeit des hydrophilen Wirkstoffes Biotin sollte durch Modifikation der
Standardemulsionen erhoht werden. Mogliche Ansatze dafir wurden durch die Anwendung der
Modulatoren Hyaluronidase und Harnstoff gesehen. Innerhalb einer Konzentrationsreihe (Enzym-
aktivitdt pro Flache) erfolgte die Charakterisierung der Modulatorwirkung des Enzyms. Die Addition
von Harnstoff wurde orientierend an bereits erfolgreichen Studien durchgefuhrt (Ki@®8}, Im
Folgenden soll nédher auf die Spezifitat der Modulatoren eingegangen werden.

Harnstoff (Urea)

Harnstoff kann in Form farbloser Kristalle oder als weiRes, kristallines Pulver vorliegen. Die
Substanz ist geruchlos und besitzt einen salzartigen Geschmack. Wasser stellt fiir den Harnstoff ein
sehr gutes Losungsmittel dar. Weiterhin l6st er sich in Ethanol, Methanol und Glycerol, wobei Ether,
Chloroform und Dichlormethan Harnstoff nicht I6sen (Fiedler, 1996). In Antedarbis zu 10% in
verschiedenen Emulsionstypen konnte eine penetrationsfordernde Wirkung von Harnstoff nachge-
wiesen werden (Wohlrab, 1989) (Kap. 2.4.2).

/N H2
Oo=C_
NH2

Abb. 4-11  Struktur von Harnstoff, CH4N,O [60,06]

Hyaluronidase

Hyaluronidase wird im englischen Sprachgebrauch auch als spreading factor bezeichnet. Dies
charakterisiert die Aktivitdt des Enzyms als Diffusionsfaktor, da es durch den Abbau von
Proteoglykanen die Durchlassigkeit von Geweben erhoht.

Bei dem verwendeten Ferment handelte es sich um ein experimentelles Produkt der Abteilung fir
Experimentelle Mikrobiologie der Friedrich-Schiller-Universitat Jena. Bei der Fermentierung wurde
auf eine bakterielle Synthesemethode von Hyaluronidase zuruckgegriffen, bei der das Enzym von
Streptokokken der Gppe B produziert wird. Eine Klassifizierung der Bakterienstamme wird nach
der Art des Zellwandantigens vorgenommen, wobei die bedeutendsten Vertreter den Gruppen A-C
zugeordnet sind. Streptokokken deru@pe B z&hlen zu den humarpadenen Keimen, die
beispielsweise zur Auslosung neonataler Hirnhautentziindung fiihren konnen (KaysetS&3al.,

Zur Vermeidung dieser oder ahnlicher pathophysiologischer Reaktionen des Organismus wurde nach
Isolation der Hyaluronidase eine umfassende Aufarbeitung und Reinigung des Produktes durchge-
fuhrt. Somit laRt sich eine Infektion durch zurtickbleibende mikrobielle Begleitstoffe ausschliel3en.
Das gereinigte Protein kann wie folgt charakterisiert werden:

Molekulargewicht 116.000 D

Stabilitdtsoptimum pH-Wert = 7,0-7,5

Aufarbeitung entpyrogenisiert, gebunden an Ovalbumin, lyophilisiert
Aussehen weil3er, flockiger Feststoff

Loslichkeitsverhalten gut wasserlgslich (Ozegowski, 1997).
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Die Aktivitdten der bereitgestellten Fermente lagen bei 50.000 IE/mg. Im Vergleich zu kommerziell
erhaltlicher Hyaluronidase aus Rindertestes stellt diese Konzentration eine Erhéhung um mehr als
das Funfzigfache dar. Fur die Untersuchungen zur modulierenden Wirkung der Hyaluronidase auf
die Penetration von Biotin wurde das Enzym in einer Aktivitat von 1.2500Q0E pro cm?
Applikationsflache in die Vehikel eingearbeitet.

Vehikelkomposition

Die Zusammensetzungen der biotinhaltigen Standardemulsionen und deren Modifikationen, die fir
die in vitro-Untersuchungen am MSMM und an humaner Haut verwendet wurden, sind in Tab. 4-4
und Tab. 4-5 beschrieben.

Tab. 4-4 Zusammensetzung der untersuchten W/O-Emulsionen

Vehikel Biotin Urea Hyaluronidase Wasserhaltige
Wollwachsalkoholsalbe

ST O/W 0,1% - - 99,9%
H10/W 0,1% - 0,6% (1.250 IE/cm?) 99,3%

H 2 O/W 0,1% - 1,3% (2.500 IE/cm?) 98,6%

H 3 O/W 0,1% - 2,6% (5.000 IE/cm?) 97,3%

H 4 O/W 0,1% - 6,3% (10.000 IE/cm?) 93,6%

U O/wW 0,1% 10,0% - 89,9%
UO/WH?2 0,1% 10,0% 2,6% (2.500 IE/cm?) 87,3%

Tab. 4-5 Zusammensetzung der untersuchten O/W-Emulsionen

Vehikel Biotin Urea Hyaluronidase Wasserhaltige
Hydrophile Salbe

ST W/O 0,1% - - 99,9%

H 1 W/O 0,1% - 0,6% (1.250 IE/cm?) 99,3%

H 2 W/O 0,1% - 1,3% (2.500 IE/cm?) 98,6%

H 3 W/O 0,1% - 2,6% (5.000 IE/cm?) 97,3%

H 4 W/O 0,1% - 6,3% (10.000 IE/cm?) 93,6%

U W/O 0,1% 10,0% - 89,9%
UWOH2 0,1% 10,0% 2,6% (2.500 IE/cm?) 87,3%
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5 UNTERSUCHUNGEN ZUR L IBERATION VON BIOTIN AUS VERSCHIEDENEN
VEHIKELSYSTEMEN IN KUNSTLICHE MEMBRANEN

51 Modellbeschreibung

Fur die folgenden Untersuchungen zum Liberationsverhalten von Biotin aus kolloidalen Tréger-
systemen und modifizierten Emulsionen wurde das in vitro-Mehrschichtmembranmodell (MSMM)
nach FURST-NEUBERT verwendet. Der prinzipielle Aufoau des Modells findet sich in Abb. 5-1
dargestellt. In einer Art Grundgerist kdnnen bis zu neun Zellen, die jeweils aus drei Polyacrylat-
scheiben (Grundscheibe, Schablone, Deckscheibe) zusammengesetzt sind, untergebracht werden. In
der Mitte der Zelle ist eine durchbrochene Scheibe lokalisiert, die durch eine quadratische Offnung
von 4 cm gekennzeichnet ist. An dieser Stelle kann die zu untersuchende topische Formulierung auf
den freiliegenden Akzeptor, bestehend aus einer definierten Anzahl an Membranen, aufgetragen
werden. Die Akzeptormembranen sind von der Grundscheibe zusétzlich durch eine Nephrophanfolie
abgegrenzt.

Deckscheibe

-~

Schablone
(4 cnt)

Membranen

Grundscheibe

Abb. 5-1 Aufbau des Mehrschichtmembranmoells nach FJRST-NEUBERT (Furst et al., 1987;
Neubert et al., 1991)

Das MSMM kommt durch seine Spezifikation (variabler nichtwaldriger Akzeptor) den physiolo-
gischen Bedingungen der Haut nahe. Eine Erfassung des zeitlichen Transportvorganges (Diffusion)
im Akzeptor wird durch die Vielschichtigkeit des Akzeptors realisierbar (Neubert et al., 1992). Die
Vergleichbarkeit zu in vivo-Bedingungen bleibt durch den direkten Kontakt zwischen Vehikel und
Akzeptor bei Analogie der applizierten Dosis (ca. 2,5 mg/cm?) erhalten. Die Versuchstemperatur ist
wahrend des Liberationsvorganges der mittleren Hautoberflichentemperatur nachempfunden (32°C).
Insgesamt bietet das MSMM durch seine Variabilitit gegenliber anderen Modellen entscheidende
Vorteile fur die Charakterisierung des Freisetzungsverhaltens aus topischen Formulierungen
(Tiemessen et al., 1988). Zur Untersuchung der LiberapbonBiotin aus Standardformulierungen

und kolloidalen Tragersystemen wurde das Modell den Wirkstoffeigenschaften und der Beschaffen
heit des Vehikelsystems angepal3t (Kap. 8.3).
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5.2 Liberation von Biotin aus kolloidalen Tragersystemen

5.2.1 Nanopartikel

Ergebnisse

Die Untersuchungen der Biotinfreisetzung &iBA-Partikelnmit unterschiedlicher Oberflachen-
ladung sind im Vergleich zur Emulsi@T O/Win Abb. 5-1 dargestellt. Der Auftrag der Wirkstoff-
konzentrationen erfolgte in Prozent der freigesetzten Mengen an Wirkstoff.

Die Liberation von Biotin aus dem Standa&I O/W erwies sich bereits nach 30 min als
abgeschlossen (ca. 65%). Eine Veranderung der freigesetzten Menge nach verlangerter Liberations-
dauer war nicht mef3bar.

Beide partikularen Systeme erbrachten eine Steigerung der Freigabe von Biotin, wobei aus
SDS-Partikelnvermehrt Wirkstoff freigesetzt wurde als aB#-Partikeln Im zeitlichen Verlauf

konnte bei beiden walirigen Partikelsuspensionen eine kontinuierliche Zunahme der liberierten
Mengen nachgewiesen werden.
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Abb. 5-2 In vitro-Liberation von Biotin aus Nanopartikeln im Vergleich zur O/W-Emulsion in das

MSMM (p < 0,05; n = 5)

Diskussion

Fur die Bewertung der in vitro-Liberationen von Biotin aus den vorgestellten Partikelsystemen wurde
zum Vergleich die Referenzformulierul® O/Wherangezogen. Dieses Vehikel stellte mit seinem
hohen Wasseranteil ein anndhernd dimensioniertes hydrophiles Donatorkompartiment fur Biotin wie
die Partikelsuspensionen dar. Die Liberation von Biotin aus der O/W-Emulsion war im
Untersuchungszeitraum von der Zeit unabhangig und auf einen Maximalwert von ca. 65%
beschrénkt.Sowohl im zeitlichen Verlauf als auch im Vergleich der freigesetzten Mengen konnten
deutliche Vehikeleffekte bei den untersuchten Partikelsystemen nachgewiesen werden. Insgesamt
erfolgte eine hohe Freigabe des Wirkstoffs nach kurzer Zeit (30 min). Die Menge an freigesetztem
Biotin nahm weiterhin zu, wobei eine Erschopfung des Donators innerhalb des Untersuchungs-
zeitraum nicht erfaf3t werden konnte.
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Unterschiede des Liberationsverhaltens bei den Partikelsyst&D&iRartikelmit hherem Niveau

der Freigabe) kdnnen in Zusammenhang mit der aus der Herstellung der Partikelsysteme resultieren-
den Oberflachenladung (Kap. 4.1.1.2) gebracht werden. Die gegensatzlich geladenen Partikel bieten
fur den Wirkstoff unterschiedlich starke Bindungskrafte, woraus sich eine erleichterte Liberation bei
denSDS-Partikelmbleiten lassen konnte.

5.2.2 Liposomen

Ergebnisse

Der Abb. 5-3 sind die Ergebnisse der Liberation von Biotin aus liposomalen Systemen im Vergleich
zur EmulsionST O/Wzu entnehmen. Die in vitro-Liberation von Biotin aus beiden liposomalen
Formulierungen war durch eine schnellere und erhthte Freigabe des Wirkstoffs gekennzeichnet.
Nach 30-minitiger Liberationsdauer konnten aus dem Vehikelsomca. 80% der freigesetzten
Biotinmenge bestimmt werden. Die Liberation aus dem modifizierten Sykiposom + Chal) fiel

zu diesem Zeitpunkt geringer aus. Nach 100 min glichen sich die Freigaben beider Formulierungen
an und blieben bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes auf dem gleichen Niveau.
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Abb. 5-3 In vitro-Liberation von Biotin aus Liposomen im Vergleich zur O/W-Emulsion in das

MSMM (p < 0,05; n = 5)

Diskussion

Wie bei den Untersuchungen der in vitro-Liberation von Biotin aus Nanopartikeln (Kap. 5.2.1),
konnten auch bei diesen waldrigen vesikuldren Systemen Veranderungen im Sinne einer Liberations-
steigerung nachgewiesen werden. Bedingt durch die hydrophilen Anteile der liposomalen
Suspensionen, die fir Biotin ein optimales Losungsvermogen bewirken, stand der Wirkstoff standig
fur den Diffusionsprozel3 zur Verfugung. Somit erklart sich ein frihzeitiges Vorhandensein hoher
liberierter Mengen an Biotin. Die Verteilung des Arzneistoffs innerhalb der einzelnen
Akzeptormembranen konnte beim Vehik@bosomzu jeder Zeit als gleichférmig ermittelt werden.
Daraus laf3t sich ableiten, dafd es sich bereits nach kurzer Einwirkzeit um einen abgeschlossenen
Prozel3 der Freigabe handelt.
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Die Modifizierung der liposomalen Formulierung durch Cholestdrigosom + Chal) erbrachte

eine kurzzeitige Verzogerung der Liberation von Biotin. Dieses Resultat steht in Analogie zu den
Ergebnissen der Freigabeuntersuchungen aus Mikroemulsionen mit niedrigem Cholesterolgehalt
(ME + 2% Chol.)(Kap. 5.2.2). Eine Erklarung fur diesen Effekt laf3t sich in der Stabilisierung der
Liposomenmembran durch den Einbau von Cholesterol sehen (Grit und Croni®@8n,Ruiz et

al., 1988).

5.2.3 Mikroemulsionen

Ergebnisse

In Abb. 5-4 sind die Ergebnisse der in vitro-Liberation von Biotin aus Mikroemulsionen im
Vergleich zum Standard O/W-Emulsoin dargestellt. Die freigesetzten Mengen an Wirkstoff aus den
Mikroemulsionen lagen deutlich unterhalb des Niveaus der O/W-Em{&io/W)

Innerhalb der Mikroemulsionen konnten Unterschiede des Liberationsausmafies bei variablem
Cholesterolgehalt gefunden werden. Die Inkorporation von 2% Chole@tot 2% Chol.)flihrte,
verglichen mit deMME, nach 30 min zu einer verminderten, nach 100 min zu einer identischen und
nach 300 min zu einer erhdhten Freigabe. Eine Konzentratidhesry des Cholesterolanteils auf

5% (ME + 5% Chol) auRerte sich in einem weiteren Absinken der Liberation nach 30 min. Uber
den gesamten Untersuchungszeitraum wurden unter Verwendung der Formlé&rang% Chol.

die geringsten Mengen an Biotin ermittelt.

100 : :
90§ - P S
SR U I, P S
o 704 --------- e e - R T
& 101 = == = =
L 603 - Do .
L 50% - AR R BN
N
Q 404 - - - - b g st ot - R
(7} . L S
.:;)')’ 30---®---: -------- ==- [ # sto/w
i 204 - - - - - - @ e e e oo | ® ME
ol S ! ME+2% Chol.
' ' ME+5% Chol.
0 1 1
30 100 300
Zeit [min]
Abb. 5-4 In vitro-Liberation von Biotin aus Mikroemulsionen im Vergleich zur O/W-Emulsion in

das MSMM (p<0,05; n=5)

Diskussion

Das Liberationsverhalten des Wirkstoffs aus den Mikroemulsionssystemen war durch ein
verringertes Ausmalfi gegenuber der Referenzformuli¢&ih@/W)gekennzeichnet.

Die mizellare Struktur der Mikroemulsionen wirkte sich auf die Liberation von Biotin als hemmender
Faktor aus. Eine mogliche konzentrationsabhéngige Stabilisierung der Inversmizellen durch die
Inkorporation des Cholesterols kénnte als Ursache fiir die verringerte Freigabe aus den modifizierten
angesehen werden.
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53 Liberation von Biotin aus modifizierten Emulsionen

Neben der Bestimmung der in vitro-Liberation von Biotin aus kolloidalen Tragersystemen war das

Freigabeverhalten von modifizierten Emulsionen von Interesse. Dazu erfolgte einerseits die Daten-
aufnahme der Liberation von Biotin aus standardisierten O/W- und W/O-Vehikeln sowie nach deren
Modulation mit Harnstoff und ausgewahlten Konzentrationen an Hyaluronidase (Wagner et al.,

1997).

5.3.1 O/W-Vehikel

Ergebnisse

Die in Abb. 5-5 dargestellten Ergebnisse zeigen die liberierten Mengen an Biotin aus den
modifizierten O/W-Emulsionen. Als Vergleichsvehikel kam der Stan@&rdO/W zum Einsatz,
welcher eine Freigabe von Biotin um 65% bei allen Zeitpunkten der Untersuchung zuliel3.

Der Zusatz von Hyaluronidase in einer Konzentration voQQDIE pro cm? Applikationsflache

(H 4 O/W)fuihrte nach 30 min zu einer erheblichen Verringerung der Liberation (35%). Dagegen lag
die Freigabe der modifizierten Emulsion mit 2.500 IE/cm? HyaluroniftdseO/W)nur geringfligig

unter und die der harnstoffhaltigen Emulsi@d O/W) auf dem Niveau der modulatorfreien
Formulierung.

Nach einer Inkubationszeit vdi®0 minkonnten fur die VehikeH 2 O/WundU O/W Biotinmengen

von ca. 70% in den Membranen analysiert werden. Fir das Vehké&/Wwurde eine Steigerung

der Freigabe auf etwa 55% ermittelt.

Mit prolongierter Liberationsdauer (300 min) vollzog sich eine Anndherung der freigesetzten
Mengen aus allen Formulierungen. Der Zusatz von Hyaluron{#thdeD/W)erbrachte ein analoges
Liberationsverhalten zur O/W-EmulsiofST O/W) wahrend das Vehikel mit geringerem
HyaluronidasegehalfH 2 O/W und die Formulierung mit HarnstoffU O/W) zu reduzierten
Freigaben fuhrten.
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Abb. 5-5 In vitro-Liberation von Biotin aus hyaluronidase- bzw. harnstoffmodifizierten

O/W-Vehikeln in das MSMM (p £ 0,05; n = 3)
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Diskussion

Das Ausmald der Liberation von Biotin aus O/W-Vehikeln (Abb. 5-5) lag im Vergleich zu den
Vehikeln vom W/O-Typ (Abb. 5-6) auf einem hoheren Niveau.

Innerhalb der O/W-Systeme zeigten sich Unterschiede im Liberationsverhalten nach der
Inkorporation verschiedener Modulatoren.

Die Beeinflussung der Liberation des untersuchten Wirkstoffs duf3erte sich bei der Hyaluronidase in
Form eines konzentrationsabhéangigen Vorgangs. Hohe Hyaluronidasedtdil®/W) in der
Formulierung fihrten zu einer zeitweisen Herabsetzung der Freigabe. Diese Tatsache konnte die
Folge einer simultanen Liberation von Biotin und dem hydrophilen Enzym sein, die kurzzeitig
zugunsten des Enzyms erfolgte. Nach Reduktion des Enzymanteils im \(ehx&/W)war das
Liberationsverhalten dem des Standards angepal3t.

Die Modifikation mit 10% Harnstoff(U O/W) erbrachte eine zwischenzeitliche Steigerung der
Liberation (100 min Wertdher als Standard), die im Zusammenhang mit der wasserbrechenden
Wirkung des Harnstoffs stehen kénnte. Das Absinken der liberierten Mengen nach 300 min spricht
fur eine schnellere Erschopfung des Liberationsvorgangs.

5.3.2 W/O-Vehikel

Ergebnisse

Die liberierten Mengen an Biotin aus den modifizierten Vehikeln sind in Abb. 5-6 im Vergleich zur
W/O-Emulsion(ST W/O)dargestellt. Insgesamt wurde der Wirkstoff nur zu einem geringen Anteil
aus den Formulierungen liberiert. Das Liberationsausmald des Stai@IBMEOlag zu allen
Versuchszeiten bei etwa 15%.
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Abb. 5-6 In vitro-Liberation von Biotin aus hyaluronidase- bzw. harnstoffmodifizierten

W/O-Vehikeln in das MSMM (p £ 0,05; n = 3)

Durch den Zusatz der Modulatoren Hyaluronidg$® W/OundH 4 W/O)und HarnstoffU W/O)

wurde nach 30 min eine signifikante Verringerung der Biotinliberation verursacht. Mit
fortschreitender Liberationsdauer erhoben sich die liberierten Mengen der hyaluronidasehaltigen
Emulsionen(H 2 W/O und H 4 W/O) auf etwa die Halfte, die der harnstoffhaltigen Emulsion
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(U W/O) auf das gleiche Niveau des Standa8IsW/O Nach 300 min Inkubationszeit war die
Freigabe von Biotin aus der Formulierung mit hohem Hyaluonidasegehdit\(/O) nicht weiter
angestiegen. Das harnstoffmodifizierte VehikadlW/O) erreichte zu dieser Zeit das Ausmald des
Standards, das Vehikel mit der geringen Hyaluonidasekonzenfkaow//O)konnte es Ubertreffen.

Diskussion

Die Liberationsuntersuchungen aus den W/O-Vehikeln erbrachten im Vergleich zu den
O/W-Vehikeln nur sehr geringe Freigaben an Biotin.

Die Modifikation mit Hyaluronidas¢H 2 W/Ound H 4 W/O)oder Harnstof{U W/O) konnte sich

im Kurzzeitbereich (30 min) nicht forderlich auf die Freisetzung auswirken. Hierbei dirfte eine
Ursache in der Konkurrenzsituation von hochkonzentrierten hydrophilen Modulator- und
niedrigkonzentrierten hydrophilen Wirkstoffanteilen im Vehikel gesehen werden, die eine primére
Bevorzugung der Eigenliberation der Modulatoren zur Folge hatte.

Mit zunehmender Zeit konnte die Addition von Harns{effW/O) jedoch positiven Einflul3 auf das
Liberationsprofil von Biotin nehmen und zumindest das Niveau des Standards erreichen. Eine
Uberschreitung der liberierten Mengen aus dem Vel8keW/Okonnte bei keiner Modifikation
nachgewiesen werden. Insgesamt verblieben weit Gber 80% der eingesetzten Wirkstoffkonzentration
im Vehikel, was fur die Applikation biotinhaltiger W/O-Vehikel hinsichtlich der topischen
Verfiigbarkeit eine ungiinstige Voraussetzung darstellt.
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6 UNTERSUCHUNGEN ZUR PENETRATION VON BIOTIN IN HUMANE HAUT EX VIVO

6.1 Modellbeschreibung und Versuchsbedingungen

Zur Charakterisierung des Penetrationsverhaltens von Biotin aus kolloidalen Tragersystemen sowie
der modifizierten Emulsionstypen in humane exzidierte Haut, wurde als in vitro-Modell die
FRANZ'sche Diffusionszelle gewahlt. Die Auswahl des Modells stutzte sich auf die Erfahrungen der
Autoren, die korrelierende Ergebnisse zwischen den in vitro-Daten des Modells und den in vivo-
Resultaten feststellen konnten (Feldmann und MaikEEH) Franz, 1975).

Der Aufbau des Modells ist schematisch in Abb. 6-1 dargestellt. Der Grundkorper der
FRANZ'schen Diffusionszelle besteht aus einem doppelwandigen, temperierbaren Glasteil. Darin
befindet sich diedurch Rihren stédndig im homogenen Zustand gehaltene Akzeptorflissigkeit. Im
direkten Kontakt zum Akzeptor liegt das Probenmaterial auf einer Gaze, die durch einen Glasring
und eine Metallklammer stabilisiert wird. Eine Glasbedeckung fungiert als Verdunstungsschutz zur
Einhaltung weitgehend konstanter Hydratationsbedingungen wahrend des Untersuchungszeitraumes.

Glasbedeckung
( : Haut
-------- Filtergaze
AN
——  Abflul
l: Wasserbad
=—— ZufluR
Glasmantel
- Magnetrihrer
[ g

Abb. 6-1 Aufbau der FRANZ'schen Diffusionzelle (Franz, 1975)

Das Einkammersystem, wie es die FRANZ'sche-Diffusionszelle darstellt, bietet fir Penetrations-
untersuchungen von Wirkstoffen in humane exzidierte Haut den Vorteil, daf3 es nicht an die
Verwendung von ,unendlich® grof3en Wirkstoffmengen in tUberdimensionierten Donatofiente
doseTechnik) gebunden ist (Franz, 1978). ®mnte bei den Untersuchungen zur Penetration von
Biotin in humane Haut ex vivo eine pharmakologisch relevante Konzentration von 0,1% Arzneistoff
aufgetragen werderfifite doseTechnik). Durch den Einsatz von Wasser als Akzeptormedium
wurden bei der einmaligen Applikation der zu untersuchenden VetiieBedingungen fir den
hydrophilen Arzneistoff realisiert.

Der Nachteil der Anwendung dieser Applikationstechnik liegt in einer zeitabhangigen
Donatorentleerung begriindet, die zum Ausbleiben atesdy stateder Wirkstoffdiffusion flhrt

und somit beschreibende Parameter der Kinetik unzugéanglich macht.
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Zur Standardisierung der Versuchsbedingungen konnte auf Probandenmaterial mit geringer
Schwankung des Alters zurtickgegriffen werden (Kap. 8.4.1.1). Gesunde Mammahaut, die maximal
drei Monate tiefgefroren gelagert wurde, stand den Untersuchungen zur Verfligung.

In der Dermatopharmazie haben sich zur Testung klinisch relevante Dosierungen von 2-5 mg/cm? fur
halbfeste bzw. 5-7 pl/cm? fur flissige Formulierungen als glnstig erwiesen. (Walker et al., 1991).
Dieser Empfehlung wurde durch die Applikation vad mg / 3,14 cm#fur die Emulsionssysteme

bzw. 20 pl / 3,14 cmfir diewalrigen kolloidalen Tragersysterastsprochen.

Um Informationen Uber das Penetrationsausmald des Wirkstoffes im Kurzzeit- als auch im
Langzeitbereich zu erhalten, erfolgte die Datenaufnahme nach Einwirkzeiten von 3@umah.

Dazu soll im folgenden eine Unterscheidung der Vehikeleffekte anhand der ermittelten

Konzentrationen [nmol/mm?] in den einzelnen Hautschici8&matum corneumEpidermis und

Dermis getroffen werden. Eine exakte Wiedergabe der Akzeptorwerte gestaltete sich durch
Schwankungen in der Schichtdicke der verwendeten Materialien als schwierig. Deshalb konnten
Akzeptorangaben nur unter Einbeziehung nicht penetrierter Anteile als tendenzielle Angaben
gewertet werden.

6.2 Modulation der Penetration durch kolloidale Arzneistofftrager

Die Penetration von Biotin stand zundchst unter dem Einfluld verschiedener kolloidaler
Tragersysteme (Aufbau und Struktur siehe Kap. 2.4.1). Dazu erfolgte die Auswahl und Entwicklung
dieser Vehikel speziell abgestimmt auf die stofflichen Eigenschaften des Wirkstoffs.

Nach der hinreichenden physikochemischen Charakterisierung (Kap. 4.1) und der Erfassung der
Liberation des Wirkstoffs in das in vitro-MSMM (Kap. 5.2) konnte unter Nutzung der
FRANZ'schen Diffusionszelle die Penetration von Biotin aus den Vehikeln in humane Haut ex vivo
bestimmt werden.

6.2.1 Nanopartikel

Die Verwendung des Tragermaterials Starkeacetat Scéhacetimdglichte die Herstellung matrix-

artiger biotinhaltiger Partikel. Deren Applikation erfolgte in Form von waldrigen Nanopartikel-
suspensionen, welche bei der Beurteilung der Penetrationsbeeinflussung von Biotin mit der Standard-
emulsionST O/Wverglichen wurden.

Ergebnisse

Stratum corneum

Im Vergleich zum VehikeST O/Wfihrte die Applikation der partikularen Suspensionen zu einer
signifikanten Depoterh6hung an penetriertem Biotin im Stratum corneum (Abb. 6-2). Dabei zeigten
die verwendeten Partikelsysteme unterschiedlich starke Potenz der Penetrationsbeeinflussung. Nach
kurzer Einwirkzeit konnten diBA-Partikel (ca. 25 nmol/mm3) etwa funffach und &®S-Partikel

etwa dreifach erhthte Wirkstoffmengen ins Stratum corneum transportieren. Mit prolongierter
Applikationsdauer ndherten sich die erzielten Niveaus beider Systeme einander an und befanden sich
bei ca. vierfach hoherer Biotinkonzentration als der Standard (um 22 nmol/mm3).
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Im Verteilungprofil der penetrierten Biotinanteile zeichnete sich nach der Anwendung der
BA-Partikel sowohl nach 30 als auch nach 300 min eine Anreicherung in den tieferen kompakteren
Hornlagen des Stratum corneum ab (Abb. A. 1 und Abb. A. 2).
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Abb. 6-2 Penetration von Biotin aus Partikeln in humane Haut ex vivo im Vergich zum
O/W-Standard (Stratum corneum) (p< 0,05; n = 3)

Epidermis

Wie in Abb. 6-3 ersichtlich, wurden in den epidermalen Schichten der Haut nur sehr niedrige
Wirkstoffmengen quantifiziert. Dabei befanden sich die ermittelten Biotinkonzentrationen nach
Applikation derBA-Partikel sowie derSDS-Partikelunterhalb von denen des Standa&is O/W

Nach 30 und ebenfalls nach 300 min fiel der epidermale Transport nach Eins&R23i€tartikel

am geringsten aus. Betrachtet man die Lokalisation des Wirkstoffs in den epidermalen Schichten der
Haut, so lassen sich im Kurzzeitbereich durch die Anwendung der BA-Partikel die epidermalen
Konzentrationen beeinflussen (Abb. A. 1).
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Abb. 6-3 Penetration  von Biotin aus Abb. 6-4 Penetration von Biotin aus
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Dermis

Ein analoges Transportverhalten fir Biotin, wie es bereits in der Epidermis gezeigt werden konnte
(Abb. 6-3), lie3 sich auch in der Dermis nachweisen (Abb. 6-4). Beide Partikelsuspensionen konnten
nicht die Biotinkonzentrationen des Standards erreichen (unterhalb von 0,005 nmol/mms3). Die
Anreicherung von Biotin innerhalb der dermalen Schichten war zu beiden Zeiten sehr gering und mit
abnehmender Tendenz im Tiefenprofil (Abb. A. 1 und Abb. A. 2).

Diskussion

Die Variation in der Oberflachenladung der Vesikel erbrachte ein spezifisches Penetrationsverhalten
fur den hydrophilen Wirkstoff innerhalb der Hornschicht. Der zugrundeliegende Mechanismus ftir
die friihzeitige Depotauspragung nach Applikation BérPartikel kénnte im Zusammenhang mit

einer erhohten Affinitat des positiv geladenen Teilchens (Kap. 4.1.1.2) zur negativ geladenen
Oberflache der Haut stehen. Diese Hypothese stiitzt sich weniger auf das Interaktionspotential
zwischen den geladenen Partikeln und den corneozytaren Proteinen (Mack et al., 1993), welche z. B.
durch lonenbeziehungen ihre Bindung stabilisieren (Filaggrin und Keratinfilament im Verband),
sondern bezieht sich auf die Wechselwirkungen mit den Lipiden des Stratum corneum. Ferner kénnte
die alleinige kolloidale Struktur der Partikel Ursache der Erhdhung der Wirkstoffmenge in der
Hornschicht sein. Untersuchungen von CALVO und Mitarbeitern berichten in diesem Zusammen-
hang von einer verbesserten in vitro-cornealen Penetration von Indometacin nach Applikation
verschiedener kolloidaler Tragersysteme (1996). In Analogie zu dieser Studie sind die in vitro-
Ergebnisse an humaner Haut auch von der schnellen Freigabe des Wirkstoffs aus dem Partikelsystem
beeinflufl3t (Kap. 5.2.1).

Mit der Wirkung auf die Hornschicht erscheint das Wirkungsspektrum der Partikelsuspensionen
erschopft zu sein. Das Ausbleiben wirksamer Mengen in den epidermalen Schichten [aRt die
Anwendung der Partikelsysteme fiir die topische Applikation von Biotin jedoch in Frage stellen.

6.2.2 Liposomen

Die liposomalen biotinhaltigen Vehikelsysteme wurden ebenfalls als waldrige Suspensionen appliziert
und das Ausmald der Penetration von Biotin mit dem des hydrophilen StandardvefikedgVv
verglichen.

Ergebnisse

Stratum corneum

Aus der Abb. 6-5 gehen die Biotinkonzentrationen im Stratum corneum nach Applikation der
liposomalen Suspensionen und d&m O/W hervor. Bereits in der Initialphase der Wirkstoff-
penetration fiihrte die Anwendung der Formulierungosomzu einer signifikanten Erhdhung der
Biotinkonzentration im Vergleich zum Standard. Mit prolongierter Penetrationsdauer konnte dieses
eingebrachte Wirkstoffdepot noch angehoben werden. Die Verwendung der cholesterolhaltigen
FormulierungLiposom + Chol. zeigte eine verzogerte Penetration von Biotin (30 min), die bei
verlangerter Einwirkzeit gleiche Mengen wie das cholesterolfreie Vehikel erlangte. Insgesamt wiesen
beide liposomalen Formulierungen analoge Verteilungsmuster in der Hornschicht auf, wobei nach

58



Kapitel 6 Untersuchungen zur Penetration von Biotin in humane Haut ex vivo

300 min in den lockeren Hornlagen des Stratum corneum disjunctum prozentual mehr Biotin
ermittelt werden konnte (Abb. A. 1 und Abb. A. 2).
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Abb. 6-5 Penetration von Biotin aus Liposomen in humane Haut ex vivo im Velgich zum
O/W-Standard (Stratum corneum) (p< 0,05; n = 3)

Epidermis

Betrachtet man die Wirkstoffkonzentrationen in den epidermalen Hautschichten (Abb. 6-6), so lassen
sich nur geringfligige Schwankungen unter den applizierten Vehikeln beobachten. Wéhrend es unter
Einflud des Vehikel&iposomschon nach kurzer Zeit zu einer Erhéhung der Epidermiskonzentration
kam, war der Zusatz von Cholestefblposom + Chol.)hier ohne Steigerungseffekt. Mit zuneh-
mender Applikationsdauer verbesserten beide liposomalen Vehikel den epidermalen Transport fir
Biotin und lieRen die Wirkstoffkonzentration auf tiber 0,01 nmol/mm?3 anwachsen.

In den Verteilungsprofilen in den Abb. A. 1 und Abb. A. 2 werden die Vehikelunterschiede sichtbar,
die nach kurzer Applikationsdauer in der oberen Epidermis eine Uberlegenheit der einfachen
Liposomen und nach 300 min die Gleichheit der liposomalen Systeme zum Ausdruck bringen.
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Abb. 6-6 Penetration  von Biotin aus Abb. 6-7 Penetration  von Biotin aus

Liposomen in humane Haut ex vivo Liposomen in humane Haut ex vivo
im Vergleich zum O/W-Standard im Vergleich zum O/W-Standard
(Epidermis) (p<0,05; n = 3) (Dermis) (p<0,05; n =3)
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Dermis

Eine Fortsetzung der epidermalen Vehikeleinfliisse (Abb. 6-6) konnte in den tieferen Schichten der
Haut registriert werden (Abb. 6-7). Auch hier zeigten sich initial Unterschiede im Ausmald der
Penetration von Biotin aus den Liposomen mit und ohne Cholesterol. Die zunachst verlangsamte
Penetration durch die Vehikelmodulatidnpgosom + Chol.)bewirkte nach zunehmender Einwirk-
dauer eine Forderung des Arzneistofftransportes (Abb. A. 1 und Abb. A. 2).

Diskussion

Die Anwendung der liposomalen Vehikel fuhrte insgesamt betrachtet zu den héchsten Biotindepots
im Stratum corneum. Dieser Effekt I&R3t sich einerseits auf intensive Wechselwirkungen zwischen den
vesikularen Hauptbestandteilen und den interzelluldaren Lipiden des Stratum corneum, andererseits
auf die frihzeitige Freigabe (Abb. 5-3) des inkorporierten Wirkstoffs und hydratisierende Effekte des
hohen Wasseranteils der liposomalen Formulierung zurtickfiihren. Im Gegensatz zu den partikularen
Tragersystemen konnten durch die Anwendung der Liposomen nach prolongierter Einwirkzeit
epidermal effektive Biotinkonzentrationen erzielt werden.

Die Modifikation der Phosphatidylcholinliposomen mit Cholesterol diente der Vesikelstabilisierung,
die auf einer Erniedrigung der Membranpermeabilitdt beruht. Inwieweit diese Veranderung der
Liposomenmembran Auswirkungen auf die Penetration von Biotin nehmen kann, sollte anhand der in
vitro-Untersuchungen an humaner Haut ex vivo geklart werden. Resultierend aus der Modifikation
trat initial eine Penetrationsverzdgerung ein, die im Zusammenhang mit der retardierten Freigabe von
Biotin aus dem VehikeLiposom + Chol.gesehen werden kann (Abb. 5-3). KIRJAVAINEN und
Mitarbeiter stuften neben der Ladung der Vesikel auch den Cholesterolgehalt und die Kettenlange der
Acylreste innerhalb der Phosphalipide als regulierende Faktoren der Wirkstoffpenetration ein (1996).
Hinsichtlich ihrer epidermalen Wirksamkeit und der hohen Reservoirbildung im Stratum corneum
erscheint die topische Applikation dieser einfachen biotinhaltigen Liposomensuspensionen sinnvoll.

6.2.3 Mikroemulsionen

Mikroemulsionen sind fir ihre transdermale Wirksamkeit geschéatzte Vehikel. Durch die gezielte
Modifikation der Systeme mit Cholesterol sollte, in Analogie zu den Untersuchungen von
SCHMALFUR, eine epidermale Nutzbarkeit fir die topische Applikation von Biotin angestrebt
werden (1997). Als Bezugsgrof3e der dermalen Aktivitat der Mikroemulsionen wird im folgenden der
O/W-StandardST O/Wherangezogen, der den effektiveren Vertreter der untersuchten Makroemul-
sionssysteme reprasentiert.

Ergebnisse

Stratum corneum

Aus der Abb. 6-8 lassen sich die Penetrationsdaten fur das Stratum corneum nach Applikation der
Mikroemulsionsysteme entnehmen. Obwohl sich die erhaltenen Resultate der Hornschichtmengen
nach Verwendung des Standa(@& O/W)und der nichtmodifizierten MikroemulsiofME) nach

30 und 300 min statistisch unterscheiden, war der entsprechende Differenzbetrag nur sehr gering.
Eine Einarbeitung von 2 bzw. 5% CholestéME + 2% Chol., ME + 5% Chol.)n die Mikroemul-
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sion fuhrte im Stratum corneum zu signifikant gesteigerten Konzentrationen an Wirkstoff. Der nach
30 min ermittelte Depotunterschied zwiscivdi + 2% Chol.und ME + 5% Chol.miindete in einer
Erhdéhung des Niveaus beider Vehikel nach prolongierter Einwirkzeit.

Aus den Verteilungsprofilen in Abb. A. 3 und Abb. A. 4 gehen die unterschiedlichen Penetrations-
krafte der Mikroemulsionssysteme fir Biotin hervor. Nach 30 min befanden sich im disjunctionalen
Teil der Hornschicht (Abrisse 1-4) die héchsten Anteile an eingedrungenem Wirkstoff. W&ahrend hier
eine Vehikeldominanz voME + 2% Chol.und ME + 5% Chol.zu beobachten war, verschwimmt
diese mit zunehmender Abri3tiefe im Stratum corneum conjunctum. Obwohl mit verlangerter
Einwirkzeit die Profile einen analogen Verlauf einnahmen, ergaben sich in der Addition der einzelnen
MefRwerte signifikante Vehikelunterschiede (Abb. 6-8).
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Abb. 6-8 Penetration von Biotin aus Mikroemulsionen in humane Haut ex vivo im Velgich zum
O/W-Standard (Stratum corneum) (p< 0,05; n = 3)

Epidermis

Die Konzentrationen des Vitamins in den Schichten der Epidermis sind in der Abb. 6-9 dargestellt.
Der Einflu® der einfachen MikroemulsidtE kam tber den gesamten Untersuchungszeitraum durch
eine Reduktion der penetrierten Mengen im Vergleich zum Star@ar@®/W zum Ausdruck.
Signifikante Unterschiede zum Stand&® O/Wund zurME im Sinne einer Penetrationssteigerung
wiesen die mit Cholesterol ergédnzten Vehik#t + 2% Chol.und ME + 5% Chol.auf. Diese fiel

nach kurzzeitiger Anwendung besonders stark bei Inkorporation von 5% Cholesterol aus (sechsfach
hoéher alSME + 2% Chol) und geht ebenfalls aus der Biotinverteilung in den epidermalen Schichten
aus Abb. A. 3 hervor. Nach verlangerter Applikationsdauer befanden sich die gemessenen Biotinkon-
zentrationen unter Einwirkung beider cholesterolhaltigen Mikroemulsionen auf dem gleichen Niveau
(Abb. A. 4).

Dermis

Wie in Abb. 6-10 ersichtlich, zeichnete sich in der Dermis die besondere Tiefenwirkung der Mikro-
emulsionen ab. Diese Aussage wird bei Betrachtung der Verteilung des Wirkstoffs in den einzelnen
Schichten der Dermis in den Abb. A. 3 und Abb. A. 4 verdeutlicht, da der Kurvenverlauf ein steiles
Profil mit nahezu gleichbleibender Wirkstoffmenge bis in die tiefen Schichten repréasentiert.
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Alle drei applizierten Vehikel fuhrten bei Addition der gesamten dermalen Mengen zu einem
gesteigerten Transport von Biotin in die dermalen Schichten der Haut, wobei mit zunehmendem
Cholesterolgehalt eine Effektverstarkung nachweisbar war.
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Abb. 6-9 Penetration von Biotin aus ME in Abb. 6-10 Penetration von Biotin aus ME in

humane Haut ex vivo im Vergleich humane Haut ex vivo im Vergleich
zum O/W-Standard (Epidermis) zum O/W-Standard (Dermis)
(p=<0,05;n=09) (p=0,05;n=9)

Diskussion

Waéhrend das einfache Mikroemulsionssysté@iE) im Vergleich zur Standardemulsion vom
O/W-Typ (ST O/W)noch ohne den angestrebten Einflu3 auf den epidermalen Transport von Biotin
blieb, konnten unter Inkorporation von Cholesterol Erfolge erzielt werden.

Mit der Einarbeitung von 2% Cholester(ME + 2% Chol.) befand sich initial die epidermale
Biotinkonzentration erstmals im wirksamen Bereich (0,01 nmol/mm? 41dl/). Durch Erhéhung

der Modulatorkonzentration auf 5%ME + 5% Chol.) stieg die Wirkstoffkonzentration in der
Epidermis sogar auf ein Vielfaches an.

Obwohl die in vitro-Liberation beider cholesterolmodifizierter Systeme fiir Biotin hinter der des
einfachen Vehikels zurtickblieb (Kap. 5.2.3), resultierte aus der Anwendung beider Vehikel ein
verandertes Konzentrations-Zeit-Profil. Somit erscheinen die erhaltenen Resultate an humaner Haut
ex vivo unter dem Einflu von spezifischen Wechselwirkungen zwischen Vehikelbestandteilen und
dem Applikationsorgan zu stehen. Eine Veranderung der Barriereintegritat durch die Zerstérung der
geordneten Strukturen der Lipidbilayer als Folge der Einlagerung der penetrierten Cholesterol-
molekile wurde bereits von SCHMALFUR als mdglicher Weg der Penetrationsmodulation diskutiert
(1997). Eine Verallgemeinerung der Aussagen uber die Penetrationsbeeinflussung mit steigender
Konzentration an Cholesterol in &hnlich strukturierten Mikroemulsionen kann nicht getroffen
werden, da die Resultate fir biotinhaltige Formulierungen im Gegensatz zu denen mit Diphen-
hydramin fUr einen verbesserten Wirkstofftransport sorgten.
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6.3 Penetration von Biotin aus modifizierten Emulsionen

Anhand der Untersuchungen zum Einflu von Biotin auf die Lipidsynthese des Keratinozyten
konnten epidermal wirksame Konzentrationen ermittelt werden (Kap. 3.4.1). Deshalb diente die
Modulation der Penetration des hydrophilen Vitamins in erster Linie der Optimierung des
Konzentrations-Zeit-Profils in den lebenden Schichten der Epidermis. Somit wurden Emulsionen mit
unterschiedlichem Hyaluronidasegehalt, Vehikel mit Zusatz von 10% Harnstoff und kombinierte
Vehikel mit beiden Modulatoren untersucht.

6.3.1 Hyaluronidasehaltige O/W-Emulsionen

Ergebnisse

Stratum corneum

Die in Abb. 6-11 dargestellten Ergebnisse der Penetration von Biotin aus hyaluronidasehaltigen
O/W-Vehikeln in die Hornschicht humaner Haut ex vivo spiegeln den Einflu? der Enzymmodulation
wider. Wahrend nach Einarbeitung hoher Enzymmengen (10.000 IEch@/W keine Veréande-
rungen im Ausmald der Wirkstoffpenetration auftraten, flihrte die Reduktion der Enzymkonzentration
zu einer Steigerung der ermittelten Wirkstoffkonzentrationen im Stratum corQdurO/W,

H 2 O/W, H 1 O/W)Bekraftigt wird diese Tatsache bei Betrachtung der schichtweisen Arzneistoff-
verteilung, die anhand der registrierten Radioaktivitat (dpm) pro Flache in den Abb. A. 5 und Abb.
A. 6 prasentiert wird. Bei Verwendung der Vehikel mit reduziertem Enzymgehalt konnten deutliche
Verschiebungen der Verteilungsprofile gefunden werden, wahrenddégs@Wund ST O/Weine
Ubereinstimmende Verteilungscharakteristik hatten.

Unter Verwendung der Formulierumy3 O/W bildete sich bereits nach 30 min ein Wirkstoffdepot
von ca. 7 nmol/mms3. Mit zunehmender Einwirkzeit erhohte sich dieses Reservoir auf etwa
15 nmol/mm3. Die Konzentrationen der Vehikel mit geringerem Gehalt an Hyalurogid@se/W

undH 1 O/W)lagen im Vergleich dazu auf niedrigerem Niveau, jedoch oberhalb der Konzentration
des StandardST O/W
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Abb. 6-11  Penetration von Biotin aus O/W-Vehikeln mit Hyaluronidase in humane Haut ex vivo im
Vergleich zum O/W-Standard (Stratum corneum) (p< 0,05; n = 3)
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Epidermis

In der Epidermis der humanen Haut lagen nach 30 und 300 min Einwirkzeit die in Abb. 6-12
aufgefihrten Konzentrationen an Biotin vor. Mit dem Stand&fdO/Wliel3en sich nur geringe
Mengen an Biotin in die epidermalen Schichten einbringen (unter 0,01 nmol/mm?). Nach
Modifikation von ST O/Wdurch Einarbeitung eines hohen Enzymanteils (6,8%,0/\W konnte

die Epidermiskonzentration nur bei prolongierter Applikationsdauer gesteigert werden. Dagegen
bewirkten alle hyaluronidasehaltigen Emulsionen mit geringerer Enzymr{ldrgy©/W, H 2 O/W,

H 1 O/W) eine signifikante Erhdhung der epidermalen Konzentrationen. Dabei beeinflul3ten diese
Vehikel den epidermalen Wirkstofftransport unterschiedlich stark. WahrendH&1©/W und

H 1 O/Wnach kurzer Einwirkzeit (30 min) hohere Wirkstoffmengen als nach verlangerter Einwirk-
dauer (300 min) determiniert wurden, blieb bei der Formulieri2gO/Wdas Niveau erhalten. Aus

den Verteilungsprofilen in Abb. A. 5 und Abb. A. 6 konnten lediglich die Kurvenverlaufe bei
Applikation von H 3 O/W nach 30 min sowied 2 O/W und H 3 O/W nach 300 minals unter-
schiedlich zum Standard interpretiert werden.
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Abb. 6-12 Penetration von Biotin aus O/W- Abb. 6-13 Penetration von Biotin aus O/W-

Vehikeln mit Hyaluronidase in Vehikeln mit Hyaluronidase in
humane Haut ex vivo im Vergleich humane Haut ex vivoim Vergleich
zum O/W-Standard (Epidermis) zum O/W-Standard (Dermis)
(p=0,05;n=09) (p=0,05;n=9)

Dermis

Aus der Abb. 6-13 lassen sich die Ergebnisse des Wirkstofftransportes von Biotin aus den
O/W-Vehikeln in die dermalen Schichten der Haut entnehmen. Fir den St&id@Vgilt, wie

bereits in der Epidermis festgestellt (Abb. 6-12), dal’ er die Penetration von Biotin nur in einem
geringem Ausmalf zulafit.

Verglichen mitST O/Whblieb die Addition von 6,3% Hyaluronidag@g 4 O/W)ohne Auswirkung auf

die dermale Verteilung (Abb. A. 5 und Abb. A. 6) und die Gesamtkonzentration (Abb. 6-12) des
Vitamins. Indes verursachte die Modifizierung des Vehikels mit steigender Enzymkonzentration von
0,6% (H 1 O/W) 1,3% (H 2 O/W)bis 2,6%(H 3 O/W)eine signifikante Zunahme der Biotinkon-
zentration nach 30 min Einwirkzeit. Bei deren Verlangerung auf 300 min waren nur die Vehikel
H2 O/WundH 3 O/Win der Lage, den Wirkstofftransport zu steigerhl O/W und H 4 O/W
erzielten die gleiche Wirkung wie der Stand&id O/W
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Diskussion

Das Penetrationsverhalten von Biotin aus der in Kap. 4.2.1 beschriebenen Wasserhaltigen Hydrophi-
len Salbe nach DAB 10 stellte hinsichtlich der erforderlichen Wirkkonzentration in der Epidermis
einen unbefriedigenden Zustand dar. Obwohl die Resultate der in vitro-Liberation des Standards
(Abb. 5-5) eine gute Prognose fir die Penetration erwarten lie3en, waren der hohe Was-seranteil in
der Emulsion und die verwendeten Vehikelbestandteile allein nicht genug treibende Kraft fir den
angestrebten Biotintransport.

Durch die Modulation der O/W-Emulsion mit Hyaluronidase ergaben sich zundchst verénderte
Bedingungen fir die Liberation des Wirkstoffs. Die retardierte Liberation durch den hohen
Enzymgehalt (6,3%) bei Anwendung des Vehikdlgl O/W steht im Zusammenhang mit dem
Ausbleiben einer Penetrationsverbesserung gegeniiber dem Standard. Emulsionen mit reduzierter
Enzymmenge zeigten ein gleichwertiges Liberationsverhalten, fuhrten jedoch zu signifikanten
Steigerungen der penetrierten Biotinmengen in den einzeln betrachteten Hautkompartimenten
Stratum corneum, Epidermis und Dermis. Somit kdnnten die erhaltenen in vitro-Resultate an
humaner Haut ursachlich auf eine Wechselwirkung zwischen dem Vehikel und dem Akzeptor
zurtickgefuhrt werden.

Uber den mdglichen Mechanismus dieser Wechselwirkungen lassen sich teils fundierte. teils
spekulative Aussagen treffen. Fest steht, dal3 die Hyaluronsdure als spezifisches Substrat der Hyalu-
ronidase nur in den lebenden Schichten der Epidermis und Dermis lokalisiert ist und nicht im
Stratum corneum nachweisbar war (Tammi et al., 1988). Der Abbau der Hyaluronsdure und anderen
sauren Mucopolysacchariden (Dermantansulfat, Keratansulfat, Chondroitin) vollzieht sich Uber die
Spaltung der Glykankomponenten, die im Falle der Einwirkung bakterieller Hyaluronidase durch die
Losung glykosidischer Bindungen untBrEliminierung in der Bildung von Disacchariden mit
Doppelbindung endet (Abb. 6-14).

Eine Verbesserung der Penetration fur Biotin in die lebenden Schichten der Haut macht eine
Beeinflussung der Barriereintegritdt des Stratum corneum erforderlich. Ansatzpunkte fur die
Umsetzung dieser Anforderung sind in der Fluidisierung der Lipidbilayer und einer nachfolgenden
Permeabilitatserhéhung zu sehen, die jedoch nicht unter Hyaluronidaseeinflul nachweisbar war
(Squier, 1984).

Uber mogliche Wechselwirkungen des Enzyms mit der Proteinstruktur des Corneozyten bzw. eine
daraus resultierende Zerstorung der cornified envelope existieren keinerlei Hinweise in der Literatur.

Bakterielle-Hya. Blutegel-Hya.

l COOH J CH,OH COOH CH,OH
"o N ' HO o , Q. HO o
HO o O, OH o OH
OH NHAC ] OH NHACc

Spermatozoen-Hya.

Abb. 6-14 Mechanismus der enzymatischen Spaltung von Hyaluronsaure (nach Nuhn, 1997)
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6.3.2 Hyaluronidasehaltige W/O-Emulsionen

Neben den Untersuchungen der Penetration von Biotin aus O/W-Vehiklen sollte ebenfalls dessen
Transportverhalten unter Einflu3 von lipophileren W/O-Emulsionen charakterisiert werden.

Ergebnisse

Stratum corneum

Wie in Abb. 6-15 dargestellt, fiel der Wirkstofftransport in die Hornschicht humaner Haut ex vivo
nur sehr gering aus (unter 8 nmol/mms3). Mit dem StandafdW/O wurden die niedrigsten
Biotinkonzentrationen erzielt. Der Zusatz von Hyaluronidase bewirkte konzentrations- sowie zeitab-
h&ngige Veranderungen der Penetration von Biotin. Wéhrend die Modifikation des W/O-Vehikels
unter Verwendung von hohen Enzymmenddrd(W/Omit 10.000 IE/cm?) im Kurzzeitbereiaihne
Steigerungseffekt blieb, &uflerte sich die Erhéhung der Modulatorkonzentrationen von 0,6%
(H 1 W/O)uber 1,3%H 2 W/O)auf 2,6%(H 3 W/O)in einer Zunahme der Wirkstoffpenetration.

Indes erbrachte die Bestimmung der penetrierten Raten nach einer Einwirkzeit von 300 min eine
negative Korrelation von inkorporierter Enzym- und eingedrungener Biotinmenge (Abb. 6-15). Bei
Betrachtung der wirkstoffhaltigen Abrisse des Stratum corneum werden innerhalb der
Verteilungsprofile die Einflisse der hyaluronidasehaltigen Vehikel transparent (Abb. A. 8).
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Abb. 6-15  Penetration von Biotin aus W/O-Vehikeln mit Hyaluronidase in humane Haut ex vivo im
Vergleich zum W/O-Standard (Stratum corneum) (p< 0,05; n = 3)

Epidermis

In der Abb. 6-16 sind die epidermalen Konzentrationen von Biotin nach einer Einwirkdauer von
30 und 300 min dargestellt. Die Ergebnisse reprasentieren ein vehikeldominiertes Wirkstoffprofil in
Anlehnung an die beschriebene Verteilung innerhalb der Hornschicht (Abb. 6-15).

Eine signifikante Erhohung der epidermalen Biotinkonzentration gegenuber dem Standardvehikel
ST W/Owar bei kurzer Applikationsdauer durch die Einarbeitung der Enzymmengen unterhalb von
10.000 IE/cm{H 3 W/O; H 2 W/O; H 1 W/Qgrreichbar (Abb. A. 7).

Obwonhl der Zusatz einer Enzymmenge von 10.000 IE(eh# W/O)mit prolongierter Einwirkzeit

ein Ubertreffen des Vergleichswertes der Standardkonzent@biv/O)ermoglichte, wurde die
minimale pharmakologische Wirkkonzentration des Vitamins vohnidl/l (0,01 nmol/mms3) nicht
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erreicht. Alle Vehikel mit niedrigerer Hyaluronidasekonzentration bewirkten nach 300 min eine
Penetrationsforderung des Vitamins in den Bereich epidermal effizienter Konzentrationen, die
ebenfalls als deutliche Verschiebung der Wirkstoffprofile in Abb. A. 8 sichtbar wird.
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Abb. 6-16 Penetration von Biotin W/O- Abb. 6-17 Penetration von Biotin aus W/O-

Vehikeln mit Hyaluronidase in Vehikeln mit Hyaluronidase in
humane Haut ex vivo im Vergleich humane Haut ex vivo im Vergleich
zum W/O-Standard (Epidermis) zum W/O-Standard (Dermis)
(p=0,05;n=9) (p=0,05;n=9)

Dermis

Aus der Abb. 6-17 gehen die dermalen Konzentrationen an Biotin nach Applikation der
W/O-Vehikel hervor. Die hochste erreichte Biotinkonzentration betrug in der Dermis etwa
0,0021 nmol/mm3, womit das Ausmalf der Penetration insgesamt als sehr gering einzustufen wére.
Die Variation der W/O-EmulsiorST W/O durch Versetzen mit differierenden Enzymmengen
erbrachte unterschiedlich starke Wirkungen auf den dermalen Transport von Biotin (Abb. A. 7 und
Abb. A. 8). Sowohl im Kurz- als auch im Langzeitbereich erwiesen sich die Véhi&alN/Ound

H 2 W/Oals beste Transporter fir Biotin in die dermalen Schichten der Haut.

Diskussion

Im Gegensatz zu den epidermal erzielten Biotinkonzentrationen nach Applikation der modifizierten
O/W-Vehikel (Abb. 6-12) erforderte die Uberschreitung der minimalen Wirkkonzentration bei
Anwendung der hyaluronidasehaltigen W/O-Vehikel eine langere Einwirkdauer (Abb. 6-16). Bedingt
durch die Verschlechterung der Liberation aus den lipophileren Vehikeln (unter 20% Gesamt-
liberation auch nach 300 min) laRt sich der Rickgang der Depotausprdgung im Stratum corneum
(Abb. 6-15) als auch der verminderte epidermale Transport erklaren. Der vehikeldominierte Effekt
resultiert dabei aus der Struktur der Wasserhaltigen Wollwachsalkoholsalbe nach DAB 9, die Biotin,
gelost in durch Mischemulgatoren stabilisierten Wassertropfchen, in der Emulsion einschlief3t.

Als aulRerordentlich interessant stellte sich die Gegenlaufigkeit von Hyaluronidasegehalt im Vehikel
und erzielter Biotinkonzentration im lebenden Gewebe nach kurzer und erweiterter
Applikationsdauer heraus. Ein Anhaltspunkt flr die Effektivitdt der niedrigen Modulatorkonzen-
tration kdnnte im Zusammenhang mit Untersuchungen von Sheinaus et al. gesehen werden. Durch
Inkorporation von750 TRU Hyaluronidase pro Gramm lipophiler Salbengrundlage (Plastibase
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wasserfrei) konnte die Penetration von Natriumjodid im Vergleich zum modulatorfreien Vehikel
signifikant gesteigert werden, wéhrend der Transport von Natriumchlorid, Sulfanilamid und dessen
Natriumsalz nicht beeinflu3t wurde. Nach Austausch des Vehikels gegen hydrophilere Grundlagen
(Hydrophile Salbe U. S. P. X1V, Plastibase wasserhaltig) war ebenfalls keine penetrationsfordernde
Wirkung des Enzyms auf die untersuchten Modellsubstanzen nachweisbar (Sheinaus et al., 1955).
Bis heute gilt der Mechanismus der Penetrationsbeeinflussung durch Hyaluronidase als nicht geklart.
Eine Eigenpenetration des Enzyms durch die Hornschicht kann, bedingt durch die Molekulgrofie
(116.000 D) des Modulators, als unwahrscheinlich angesehen werden. Denkbar erscheint jedoch das
Vordringen des Enzyms in die dermalen Schichten der Haut tber die follikulare Route, wobei dann
eine Wirkungsentfaltung des Enzyms erfolgen konnte (Abb. 6-14). Zur vollstandigen Klarung dieser
Hypothese sind jedoch Untersuchungen zur Eigenpenetration des Enzyms notwendig, die bis zum
heutigen Zeitpunkt aus analytischen Griinden noch nicht durchfihrbar waren.

6.3.3 Harnstoffhaltige O/W-Emulsionen

Ergebnisse

Stratum corneum

Durch die Modifizierung der O/W-Emulsion mit 10% Harnstoff einerseits und der zusatzlichen
Addition von Hyaluronidase andererseits, konnten im Stratum corneum veranderte Wirkstoffmengen
gemessen werden. So bildeten sich in der InitialpdasaNirkstoffpenetration in der Hornschicht
signifikant erhohte Wirkstoffdepots aus (Abb. 6-18 und Abb. A. 9), wobei die reine Harnstoff-
formulierung U O/W mit tber 8 nmol/mmé mehr Biotin einbringen konnte als das kombinierte
Vehikel U O/W H 2 (~ 5 nmol/mm3). Nach 300 min Einwirkzeit sank die Transportleistung von

U O/W geringfuigig unter die vod O/W H 2ab, wobei sich die Verteilung von Biotin im Stratum
corneum nur in den oberen Abrissen unterschied (Abb. A. 10)
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Abb. 6-18 Penetration von Biotin aus modikierten O/W-Vehikeln in humane Haut ex vivo im
Vergleich zum O/W-Standard (Stratum corneum) (p< 0,05; n = 9)
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Epidermis

Die in den epidermalen Hautschichten ermittelten Biotinkonzentrationen waren vom Einfluf3 der
modulierten Vehikel dominiert (Abb. 6-19).

Wie schon in der Hornschicht konnten auch hier durch den Einsatz des harnstoffhaltigen Vehikels
U O/W zu beiden Versuchszeiten signifikant erhdohte Wirkstoffkonzentration nachgewiesen werden.
Diese lagen nach 30 min bei ca. 0,018 nmol/mm3 “1@3®ol/l) und nach 300 min bei

0,012 nmol/mm?2 (1,20°mol/l) tiber dem W/O-Standard mit ca. 0,007 nmol/mm310;7mol/l).

Die Kombination beider Modulatoren erbrachte erst nach 300 min (Abb. 6-19) den erwiinschten
Steigerungseffekt auf ca. 0,015 nmol/mm3 @g8 mol/l), wéahrend initial (Abb. A. 9) ein Riickgang

des Penetrationsausmalies melR3bar war.

Dermis

In Analogie zur Epidermis (Abb. 6-19) lieRen sich auch in der Dermis nach 30 min mit dem
harnstoffhaltigen Vehikd) O/W die héchsten Biotinmengen bestimmen (Abb. 6-20 und Abb. A. 9).
Dieser Wirkstoffspiegel (um 0,002 nmol/mm3) blieb auch nach verlangerter Applikationsdauer
erhalten.

Die Kombination von Harnstoff und Hyaluronidase im VehideD/W H 2fiihrte zum verzdgerten
Anstieg der Biotinkonzentrationen nach prolongierter Applikationsdauer. Das Penetrationsausmalf
von U O/Wwurde dabei nicht erreicht.
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Abb. 6-19 Penetration von Biotin aus Abb.6-20 Penetration von  Biotin  aus
modifizierten  O/W-Vehikeln in modifizierten  O/W-Vehikeln
humane Haut ex vivo im Vergleich humane Haut ex vivo im Vergleich
zum O/W-Standard (Epidermis) zum O/W-Standard (Dermis)
(p=0,05;n=09) (p=0,05;n=09)
Diskussion

Die Modifikation der O/W-Emulsion mit0% Harnstoffwirkte sich besondetisitial begtinstigend

auf das Penetrationsverhalten von Biotin aus. Dieses Resultat steht im engen Zusammenhang mit der
Eigenpenetration des Modulators (Abb. 6-24). Fir die Begruindung des Mechanismus lassen sich
mehrere Einflisse des Molekils diskutieren. Wie von WOHLRAB ermittelt, konnten harnstoffhaltige
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hydrophile Vehikel die Wasserbindungskapazitat der Hornschicht kurzzeitig erhéhen und demzufolge
fur erleichterte Penetrationsbedingungen sorgen (1988). Weiterhin ist Harnstoff fiir seine brechende
Wirkung auf hydrophobe Bindungen und mizellare Strukturen bekannt (0&vi%), die in Verbin-

dung mit der Degradierung der interzellularen Bilayerstruktur gebracht werden kann.

Insgesamt eignet sich die Anwendung von O/W-Vehikeln mit 10% Harnstoff fir den Bedarf initial
hoher epidermaler Biotinkonzentrationen (Abb. 6-19).

Bei der Untersuchung der Kombinationsvehikel mit Harnstoff und Hyaluronidase blieb nach kurzer
Einwirkzeit der erwartete synergistische Effekt beider Modulatoren aus. Im Gegensatz zum
Penetrationsschub der reinen hyaluronidasehaltigen Formuliddud@/W trat epidermal ein
Ruckgang des Biotintransportes auf. Eine Ursache dafur kdnnte in der Coapplikation von hydro-
philem Wirkstoff und hydrophilem Modulator liegen, wobei in Anwesenheit des Enzyms die Penetra-
tion von Harnstoff bevorzugt beschleunigt wurde (Vergleich Abb. 6-19 und Abb. 6-25). Aus der
fortschreitenden Harnstoffpenetration unter Einwirkung der Hyaluronidase resultierend, 1a3t sich die
Zunahme der epidermalen Biotinmengen nach verlangerter Applikationsdauer erklaren.

6.3.4 Harnstoffhaltige W/O-Emulsionen

Wie schon bei den Untersuchungen zum Einfluf3 von Hyaluronidase auf den Biotintransport wurden
ebenfalls fur die harnstoffhaltigen Formulierungen Abhangigkeiten von der verwendeten Grundlage
Uberprift. Dabei sollten aus der Literatur bekannte spezifische Effekte der Harnstoffwirkung auf die
Penetration von Biotin ausgenutzt werden (Wohld&$0a).

Ergebnisse

Stratum corneum

Wie in Abb. 6-21 ersichtlich, traten trotz Modifikation des W/O-Vehikels ST W/O mit Harnstoff
und dem Enzym nur geringfligige, jedoch signifikante Veranderungen der Wirkstoffpenetration auf.
Insgesamt war nur eine schwache Auspragung der Wirkstoffdepots in der Hornschicht zu bestimmen
(unter 4 nmol/mm3).
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Abb. 6-21  Penetration von Biotin aus modikzierten W/O-Vehikeln in humane Haut ex vivo im
Vergleich zum W/O-Standard (Stratum corneum) (p< 0,05; n = 3)
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Die Formulierungd W/O mit 10% Harnstoff bewirkte sowohl nach 30 als auch nach 300 min eine
signifikante Steigerung der Biotinpenetration (Abb. 6-21), wie sie ebenfalls sichtbar aus den Vertei-
lungsprofilen in den Abb. A. 11 und Abb. A. 12 hervorgeht. Erst mit fortgeschrittener Applikations-
dauer trat die penetrationsférdernde Wirkung des mit Hyaluronidase versetzten ¢MK&sH 2

ein.

Epidermis

Die in Abb. 6-22 dargestellten epidermal determinierten Konzentrationen an Biotin lassen eine
Verbindung zu den bereits beschrieben Verhaltnissen im Stratum corneum (Abb. 6-21) erkennen.
Aus dem Zusatz von 10% Harnstoff zum W/O-Standard resultierte eine Erhéhung der eingebrachten
Biotinmengen, die vermehrt in den oberen Schichten der lebenden Epidermis lokalisiert werden
konnte (Abb. A. 11 und Abb. A. 12). Das kombinierte VehlkelV/O H 2zeigte im Vergleich zu

U W/Oeine verzdgerte Penetrationscharakteristik.

Dermis

Der dermale Transport des Vitamins konnte nicht durch die Modulatoren gesteigert werden
(Abb. 6-23). Das Penetrationsausmald tblV/O bewegt sich auf dem Niveau des Vergleichs-
vehikels ST W/Q wéahrend die Addition von Hyaluronidase thW/O H 2 eine verschlechterte
Penetration in die Tiefe verursachte.
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Abb. 6-22  Penetration von Biotin aus Abb. 6-23  Penetration von Biotin aus

modifizierten  W/O-Vehikeln in modifizierten  W/O-Vehikeln in
humane Haut ex vivo im Vergleich humane Haut ex vivo im Vergleich
zum W/O-Standard (Epidermis) zum W/O-Standard (Dermis)
(p=0,05;n=9) (p=0,05;n=9)

Diskussion

Nach Beurteilung der Liberationsergebnisse (Abb. 5-6), die bei Zusatz von Harnstoff und
Hyaluronidase vor allem im Kurzzeitbereich in gleichem Mal3e eine Verringerung der Biotinfrei-
setzung erkennen lieRen, wurde zunachst eine Verschlechterung der Penetration vermutet. Diese
Annahme traf allein im Falle des kombinierten Vehikélg//O H 2zu.
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In Analogie zur Biotinpenetration aus der harnstoffhaltigen O/W-Emu(slo@/W) erbrachte der
Harnstoffzusatz zu beiden Untersuchungszeiten einen penetrationsfordernden Effekt. Vergleicht man
jedoch die Absolutwerte in den einzelnen Hautschichten, so fallt klar die Uberlegenheit der hydro-
phileren O/W-Vehikel auf.

Entgegen friheren Untersuchungen von WOHLRAB, der nach 300 min flrokdéytison eine
héhere epidermale Penetration aus einer W/O-Emulsion (Unguentum Alcoholum Lanae aguosum
AB-DDR, ahnliche Zusammensetzung ST W/O) beobachtete, konnte flr Biotin keine verzégerte und
intensivere Einwirkung nach Applikation des lipophileren Vehik@gsW/O) gefunden werden
(Wohlrab, 1990b). Hinzu kommt, dal3 alle mit Harnstoff versetzten W/O-Vehikel zu keinem Zeit-
punkt der Gehaltsbestimmung die entscheidende epidermale Wirkkonzentrationo{)Ofiir die
Biotinwirkung realisieren konnten.

Zieht man die Eigenpenetration des Modulators Harnstoff aus W/O-Emulsionen hinzu (Abb. 6-24),
so fallt diese initial im Stratum corneum nur ca. halb so stark aus wie die aus den O/W-Systemen.
Demzufolge konnte auch der Wirkstofftransport nur bedingt durch die Einflisse von Harnstoff
gefordert werden. Ebenso bewirkte die Coapplikation von Hyaluronidase einen bevorzugten Harn-
stofftransport in die lebenden Hautschichten, der zum Nachteil der Biotinpenetration ausfiel.

6.3.4.1 Eigenpenetration des Modulators Harnstoff in humane Haut ex vivo

Neben der Erfassung der penetrierten Mengen an Biotin diente die Charakterisierung der Eigenpene-
tration des verwendeten Modulators Harnstoff zur Vervollstandigung der Analyse von Wechselwir-
kungen zwischen Modulator, Arzneistoff und dem Erfolgsorgan Haut. Dazu galt es, die penetrierten
Harnstoffmengen aus den biotinhaltigen Emulsionen einmal unter Zusatz von 10% Harnstoff
(U O/W und U W/O) und weiterhin nach erganzender Einarbeitung von niedrigen Mengen an
Hyaluronidase (2.500 IE/cm?2) zu ermitteln.
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Abb. 6-24  Penetration von Harnstoff aus biotinhaltigen Vehikeln in humane Haut ex vivo
(Stratum corneum) (p< 0,05, n = 3)
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Stratum corneum

Nach einer Applikationsdauer von 30 min zeigten sich, je nach verwendeter Vehikelgrundlage,
Unterschiede im Ausmal3 der Modulatorpenetration (Abb. A. 13). So lagen die Harnstoffkonzentra-
tionen im Stratum corneum bei der Verwendung der hydrophileren O/W-Vehikel auf einem ca.
doppelt so hohen Niveau wie die aus den W/O-Systemen (Abb. 6-24).

Der zeitliche Verlauf der Penetration von Harnstoff aus den reinen Harnstoffemulsionen wies ein
gegenlaufiges Profil auf. Wahrend die Harnstoffpenetration aus dem VehikED von 30 min

nach 300 min als gesteigert erfal3t wurde, sank sie bei Appliketidd O/W.Die Absolutwerte der
Harnstoffpenetration aud W/O lagen jedoch unterhalb von denen aus dem hydrophileren Vehikel
U O/W. AulRergewdhnlich und nicht den Gesetzmaliigkeiten der Diffusion folgend, erschien die
Verteilung von Harnstoff nach verlangerter Penetrationszeit. Hier konnten nach Applikation beider
Emulsionen Anreicherungen in den mittleren Hornlagen (Abrisse 8-14) determiniert werden
(Abb. A. 14).

Die Einarbeitung von Hyaluronidase in die Emulsionen fiihrte erst nach prolongierter Einwirkdauer
(300 min) zu Veradnderungen der Harnstoffpenetration. Innerhalb der W/O-Vehikel erbrachte die
hyaluronidasehaltige Formulierur@ W/O H 2) nach 300 min eine Bbhung des Penetrations-
ausmafles. Bei Applikation des VehikdlsO/W H 2 waren die Konzentrationen nach 30 und
300 min ohne Unterschied und auf gleichem Niveau wie nach Verwendung der W/O-Emulsion
U W/OH 2.

Epidermis

Die in Abb. 6-25 dargestellten Resultate beschreiben die Vehikel- und Zeitabh&ngigkeit der Harn-
stoffpenetration in humane Haut ex vivo aus unterschiedlichen Emulsionstypen.

Waéhrend die Penetration des Modulators in die epidermalen Schichten der Haut aus der reinen
HarnstofformulierungJ O/W im zeitlichen Verlauf der Penetration nur einen sehr geringen Unter-
schied aufwies, erhdhte sich bei Anwendung des Vehiké#/O nach 300 min die Konzentration

um das Doppelte auf ca. 4,5 nmol/mms.
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Abb. 6-25 Penetration von Harnstoff aus biotinhaltigen Vehikeln in humane Haut ex vivo
(Epidermis) (p< 0,05, n=9)
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Fur beide untersuchten Emulsionstypen konnte nach Einarbeitung von Hyaluronidase (2.500 IE/cm?)
ein Einflul auf die Modulatorpenetration nachgewiesen werden (Abb. A. 13, Abb. A. 14). Bereits
nach einer Applikationsdauer von 30 min waren Steigerungen der Harnstoffkonzentration sichtbar,
wobei mit dem O/W-Vehikdl O/W H 2erhdhte Absolutwerte erzielt wurden (ca. 8 nmol/mmg). Der
Prozeld der Konzentrationssteigerung unter Einfluld des Enzyms setzte sich mit zunehmender Appli-
kationsdauer fort. Dabei lag eine Erhéhung der ermittelten Konzentration nach 300 min flur die
VehikelU W/O H 2(ca. 10 nmol/mm3) und O/W H 2(ca. 30 nmol/mm3) um den Faktor 3 vor.

Dermis

In den tieferen Schichten der Haut konnten, wie in Abb. 6-26 dargestellt, Unterschiede im Ausmal}
der Penetration des Modulators ermittelt werden, die in Analogie zu den epidermal bestimmten
Konzentrationen vom eingesetzten Vehikel dominiert wurden. Betrachtet man jedoch die
quantifizierten Substanzmengen an Harnstoff, so wird das Gefélle von epidermaler Konzentration zu
dermaler Konzentration deutlich (Abb. 6-25, bis zu zehnfach hthere Mengen).

Absolut gesehen fiel die Penetration von Harnstoff aus den VeHik&WO und U O/W nach

30 min nur gering aus (unter 0,5 nmol/mm3). Beim lipophileren Vetuké//O setzte sich dieses
Verhalten auch nach verldngerter Applikationsdauer fort, wahrend dui©AWV eine dreifach
hohere Menge an Harnstoff in die dermalen Hautschichten eingebracht werden konnte.

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum lieRen sich signifikante Anstiege nach Applikation der
hyaluronidasehaltigen Emulsiondd YW/O H 2und U O/W H 3 erkennen, die ebenso innerhalb der
unterschiedlichen Verteilungsprofile in den Abb. A. 13 und Abb. A. 14 zum Ausdruck kommen.
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Abb. 6-26  Penetration von Harnstoff aus biotinhaltigen Vehikeln in humane Haut ex vivo (Dermis)
(p<0,05,n=9)

Diskussion

Die Harnstoffpenetration aus den untersuchten Biotinvehikeln wurde bereits im Zusammenhang mit
der Wirkstoffpenetration in den Kap. 6.3.3 und 6.3.4 diskutiert. Daneben lassen sich jedoch die
vorliegenden Resultate unter dem Aspekt der moglichen physiologischen Eigenwirkung von
Harnstoff (Kap. 2.4.2) betrachten, wobei innerhalb der lebenden Epidermis antiproliferative Effekte

74



Kapitel 6 Untersuchungen zur Penetration von Biotin in humane Haut ex vivo

auf den Keratinozyten erst bei lokalen Konzentrationen im mmol-Bereich zu erwarten sind (Wohlrab,
1998).

Wie schon fur den hydrophilen Wirkstoff Biotin nachgewiesen (Kap. 6.3.1 und 6.3.2), fuihrte auch
im Falle der Harnstoffpenetration die Addition von HyaluronidasBO@.[E/cm?) zu verdnderten
Penetrationsprofilen. So erscheint eine Modifikation der Standardemulsionen ST O/W und ST W/O
angebracht, um einerseits die Depotwirkung in der Hornschicht nach prolongierter Applikationsdauer
zu erhdhen (Abb. 6-24) und andererseits den epidermalen Transport von Harnstoff (Abb. 6-25) zu
beschleunigen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

7.1 In vitro-Untersuchungen zum Einflul3 von Biotin auf humane Keratinozyten

Die unvollstandige Kenntnislage Uber das Verhalten des lebenden Keratinozyten unter Einflu3 von
Biotin fuhrte trotz sichtbarer Erfolge nach langzeitiger oraler Anwendung (Kap. 2.5) zu einer
kritischen, teils reservierten Haltung der Dermatologen gegeniiber dem therapeutischen Einsatz des
Vitamins.

Ziel der vorliegenden in vitro-Untersuchungen war es, mogliche Wirkungen des Biotins auf den
humanen Keratinozyten zu prifen. Dabei konnte ein umfassendes Methodenspektrum ausgeschopft
werden, um spezifischen, teils widersprichlichen Aussagen der Fachliteratur Uber das Wachstums-
verhalten von Keratinozyten unter Biotineinflu nachzugehen. Nach den vorliegenden Befunden
lassen sich folgende Aussagen zur Wirkung von Biotin auf den humanen Keratinozyten treffen:

1. Die Charakterisierung dé¥oliferationsverhaltea der Zellen unter Biotineinflu? ergébinerlei
Anhaltspunkte fur einekingriff des Vitaminsn regulierende Prozesse des Wachstums bzw.
Anhaltspunkte fiir eine toxische Wirkung. Im Bereich #6H-10° mol/l Biotin kann bis zu 96 h
Einwirkdauer von eingpositiven Toleranzles Keratinozyten ausgegangen werden.

2. Weiterfihrend laRt sich nach den erhaltenen Resultaten aus den Untersuchungen zum
intrazellularen Calciumgehalt und der InvolucrinexpressionDififerenzierung bzw. Keratini-
sierung des Keratinozytevon der Basalzelle hin zum Corneozyten fa¢s vom Einflu3 des
Biotins bewerten.

3. In Analogie zur Unabhangigkeit der Differenzierungsvorgange vom Biotinstatus stehen die
Ergebnisse der Untersuchungen zur Apoptose nach Biotinapplikation. So lie3en sich die durch
Fettsduren induziertergpoptotischen Vorgangen Keratinozytennicht durch eine prophy-
laktische Vorinkubation verhindernEbenso warkein denkbarerregulativer Eingriff in den
Ablauf des Zelltodesachweisbar

4. Als ein wesentlicher Befund der in vitro-Untersuchungen kannvdegnderte Fettsauremuster
der Keratinozytemach Wachstum imit Biotin angereichertem Mediur(L0® bis 10° mol/l,
eingeordnet werden. Eine Ursache dafur dirfte im Zusammenhang mit der bekannten Wirkung
des Vitamins als Coenzym der Acetyl-CoA-Carboxylase stehen, wobei die Priifung der direkten
Wirkung von gesteigerten Biotindosen auf die Induktion der zytosolischen Carboxylase noch
aussteht. Gesichert gilt di&teigerungdes gesamten Fettsduregehaltes der humanen Keratino-
zyten (HaCaT und native) avlyristin-, Palmitin-, Stearin- und Olsaurevogegen dieLinol-
saure unverdndert synthetisientird. Ebenso wirkte sich die Mediumkonzentration an Biotin
unterschiedlich stark fordernd auf die Syntheseleistung aus (Abb. 3-9 und Abb. 3-10). Insgesamt
lassen sich durch die ermittelten Veranderungen im Lipidhaushalt der Zellen mogliche
Auswirkungen auf die Struktur und Funktion der gesamten Epidermis vermuten.
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7.2 Untersuchungen zur Liberation von Biotin in artifizielle Lipidmembranen

Die in vitro-Liberationsuntersuchungen von Biotin wurden am Mehrschichtmembranmodell
(MSMM) nach FURST UND NEUBERT unter Auswahl eines geeigneten hydrophilen Akzeptor-
mediums in Form von kinstlichen Membranen vorgenommen. Unter Zuhilfenahme dieser Versuchs-
anordnung konnte die Liberation des Wirkstoffs aus flissigen kolloidalen Trégersystemen und den
halbfesten Formulierungen der verschiedenen Emulsionstypen charakterisiert werden. Fir die
untersuchten kolloidalen Tréagersystem lassen sich folgende Ergebnisse restimieren:

1. DasLiberationsverhaltervon Biotin aus den STA-Partikeln waon der Oberflachenladunger
Partikel dominiert wobei die Freisetzung ausSDS-Partikelngegeniberden BA-Partikeln
erleichtertvollzogen wurde.

2. Wahrend dieliposomalen Suspensioneru einer Steigerung der Wirkstoffliberatiorim
Vergleich zur O/W-Emulsiorin der Lage waren, fuhrte die Verwendung Mekroemulsionen
zum Rickgang Einerseits erzielte di®odifikation mit Cholesteroim liposomalenVehikel
keine Veranderungler Liberation, andererseits innerhalb déikroemulsionmit steigendem
Cholesterolgehalt eine weitdRetardierung

Die Charakterisierung ddsberationsverhaltes des hydrophilen Wirkstoffs aus den unterschied-
lichen Emulsionstypen sowie deren Modifikationen mit Harnstoff und Hyaluronidase erbrachte eine
deutliche Abhangigkeit von der verwendeten GrundiegeVehikels. So kdnnen die Resultate wie
folgt zusammengefal3t werden:

1. Die Applikation einerO/W-Emulsionliel3 eineca. vierfach erhdhte Liberatiomon Biotin im
Vergleichzur W/O-Emulsiorzu.

2. Innerhalb der O/W-Emulsion ist eine Modifikation mit geringer Hyaluronidasemenge
(2.500 IE/cm2empfehlenswerda sie im Gegensatz zum hohen Modulatoranteil (10.000 IE/cm?)
die Liberation bis 300 min nach Auftragicht in Form einer Retardierungerandert Analog
dazu kann die Freigabe nach Einarbeitung ¥0%% Harnstoffals gleichwertig zum Standard
gewertet werden.

3. Das ungunstigd_iberationsverhaltenfur Biotin aus der W/O-Emulsiorkonnte auchnach
Vehikelmodulation nicht im positiven Sinne beeinflwBtden. Zur initialen Untersuchungszeit
(30 min) befanden sich bei allen modifizierten Vehikeln noch tber 95% an Wirkstoff in der
Grundlage. Nur mit Verzogerung erreichten das harnstoffmodifizierte und das Vehikel mit
geringerer Hyaluronidasemenge (2.500 IE/cm?) das Ausmald des W/O-Standards. Aus der
Emulsion mit hohem Enzymanteil (10.000 IE/cm2) wurden, absolut betrachtet, die geringsten
Wirkstoffanteile liberiert.
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7.3 Untersuchungen zur Penetration von Biotin in humane Haut ex vivo

Das Interesse an der topischen Applikation von Biotin griindete sich vorwiegend auf die Mdglichkeit
der regenerativen Beeinflussung von altersbedingten Hautveranderungen. Dabei wurde dem Biotin
eine Auswirkung auf die Faltchenauspragung der Haut zugesprochen, ohne die mechanistische
Grundlage dieser Wirkung zu kennen.

Nach dem Vorliegen der Ergebnisse zum Einflu® von Biotin auf die Fettsduresynthese stand die
Aufgabe, geeignete Vehikel fir diesen hydrophilen Problemarzneistoff zu entwickeln und eine
Anreicherung von effektiven Konzentrationen ¥0° mol/l) im epidermalen Gewebe anzureichern.
Zunachst erfolgte dazu die Charakterisierung der Transportfahigkeit von Biotin in die Epidermis
humaner Haut ex vivo unter Verwendung unterschiedlicher kolloidaler Tréagersysteme im Vergleich
zur hydrophilen O/W-Emulsion.

1. Obwonhl die partikularen Systemén Abhéangigkeit ihrer Oberflachenladung zur Auspragung
erhohter Biotindepots in der Hornschicht fuhrten, erwies sichejpidermale Penetrationskraft
alsunzureichend

2. Die Applikation derLiposomenerbrachte im Absolutmal3stab diéchsten Depotsn Stratum
corneum wobei die Cholesterolmodifikation in einer verzogerten Anflutung resultierte. Die
epidermale Wirksamkeikann jedoch ersiach prolongierter Einwirkdauergewéhrleistet
werden.

3. Der Einsatz der moadifizierterMikroemulsionen erscheint besonders effektivbei einem
Cholesterolgehalt von 5%ir den Biotintransport geeignet. Schon nach kurzer Applikations-
dauer (30 min) war die epidermal erforderliche Wirkkonzentration erreicht. Dieser Zustand wurde
ebenfalls nach verlangerter Penetrationszeit aufrechterhalten.

Neben den kolloidalen Tragersystemen wurde das Penetrationsverhalten von Biotin aus
gebrauchlichen Emulsionen (Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe nach DAB 9 und Wasserhaltige
Hydrophile Salbe nach DAB 10) und deren Modifikationen mit Hyaluronidase und/oder Harnstoff
untersucht.

1. Die Penetrationvon BiotinausbeidenStandardvehikeliist hinsichtlich ihrer epidermal erzielten
Konzentration alsinzureichenetinzustufen.

2. Beide eingesetzteModulatoren erwiesen sich algeeignet die Wirkstoffaufnahmein die
Epidermis positiv zu beeinflussewobei dasAusmal3des Arzneistofftransportes durch das
Stratum corneum in die EpidermiemverwendeteivVehikel abhangigst.

3. Obwohl sich unter Einsatz einerodifizierten W/O-Emulsioain penetrationsfordernder Effekt

einstellte, lag die epidermale Konzentration allerdieigs nach prolongierter Applikationsdauer
oberhalb der erforderlichen minimalen Wirkkonzentration.
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4.

Beide Enhancererbrachtenin der O/W-Emulsionim Kurzzeitbereichwirksame epidermale
Konzentrationsprofile, wahrend sich ifmangzeitversuchmit einem hyaluronidasehaltigen
Vehikel deutlich bessere Effekteerzielen lieBen. DieseSachverhaltwar auch auf das
entsprechenchodifizierte W/O-Vehikel Ubertraghar

Die Frage nach eineempfehlenswerten HyaluronidasemergBt sich nach den erhaltenen
Resultaten wie folgt beantworten. Untemhaltung gleicher Ausgangsaktivitateles Enzyms
von 50000 IE/mg gelten Hyaluroniddsmzentrationen vonl,3 - 2,6% (entsprechend einer
Aktivitdt von 2500 - 5000 IE/cm#Applikationsflache) im Vehikel als ausreichend, um einen
penetrationsfordernden Effekt auf das Biotin auszuliben.

. Die Kombination beider Modulatorern effektiven Konzentrationen fihrtmitial zu einer

Verminderung der Wirkstoffpenetratiordie durch den Hyaluronidaseanteiigunstender
Eigenpenetration des Harnstaftisfiel.
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8 EXPERIMENTELLER TEIL
8.1 Zellkultur

8.1.1 Herstellung der Biotin-Losungen

Eine Voraussetzung fur die Zugabe von Biotin zum zellularen System war die Ermittlung eines
vertraglichen Losungsmittels. Deshalb erfolgte zun&chst die Bestimmung der Ldslichkeit des Stoffes
in verschiedenen Medien (Goébel, 1995). Obwohl die Grundeigenschaften der Substanz eher einen
hydrophilen Charakter ausweisen, reichte das Losungsvermogen von Wasser nicht aus, um ausrei-
chend hohe Mediumkonzentrationen zu erzielen. Durch eine gezielte Variation des pH-Wertes und
den Einsatz von Puffersubstanzen konnte jedoch die Léslichkeit erhdht (Tab. 8-1)werden. So wurde
durch die Verwendung dd3uffers nach Mc lloaingMischung aus 14 ml einer 0,1 M Zitronen-
sauremonohydratlésung und 86 ml einer 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphatmonohydratlésung:
pH 7,2 Uberprift mit pH-Meter) eine ausreichende Ldslichkeit von Biotin erzielt und der pH-Wert an
den, des verwendeten Kulturmediums angepal3t.

Tab. 8-1 Loslichkeit von Biotin in verschiedenen Ldsungsmitteln (ergénzt nach Gaébel, 1995)

Lésungsmittel pH-Wert Cs [mg/ml]
Soérensen-Phosphat-Puffe 4.8 0,35+ 0,02
59 1,54+ 0,03
7,2 6,96+ 0,06
Tris-Puffer nach Gomori 7,2 1,72+ 0,06
Puffer nach Mc lloaine 7,2 17,27+ 0,54
Wasser 7,0 0,220+ 0,01
Ethanol 0,817+ 0,02

8.1.2 Kulturbedingungen humaner Keratinozyten (HaCaT, native Keratinozyten)

Die Gewinnung und die anschlieende Kultivierung der nativen humanen Keratinozyten aus
neonatalem Vorhautgewebe erfolgte nach der Vorschrift von GIBCO BRL Life Technologies
(Eggenstein, BRD).

Die Kultivierung der HaCaT-Keratinozyten wurde in Gibco’'s Keratinocyte Serum Free Medium
(SFM) unter Zusatz von BPE (25 pg/ml, Rinderhypophysenextrakt) und rEGF (0,1-0,2 ng/ml,
Rekombinanter Epidermaler Wachstumsfaktor) in 5%iger COZ2-Atmosphare (pH 7,2 -7,4) bei
36,6°C im low calcium-Status (0,09 mM) durchgefiihrt. Nach einer Kulturdauer von 7 Tagen wurde
das Medium aus den Kulturflaschen abgegossen und die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. Die
Zugabe von Trypsin (0,05%) mit einer unterstiitzenden Inkubation Gber 10 min im Brutschrank
diente der Ablosung der adharenten Zellen vom Boden der KulturgefafRe. Bevor mittels vorsichtigen
Turbulierens mit einer Pipette die Herstellung der Zellsuspension beginstigt wurde, konnte durch
Zusatz von 1-2 ml Medium die Proteinase inaktiviert werden.

Die Bestimmung der Zellanzahl erfolgte nach Zugabed@h pl Thyrode-Eosin-Lésung zu 100 pl
Zellsuspension, von der 1-2 Tropfen in eine Fuchs-Rosenthal-Kammer Gberfihrt wurden. Es schlol3
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sich die Zahlung der Keratinozyten in funf von 2@Q@enquadraten unter einem Lichtmikroskop

an. Daraus wurde unter Berticksichtigung des Kammerinhaltes (x 1.000), der Verdinnung (1:5) und
des Suspensionsvolumens die Gesamtzahl an Zellen berechnet.

Nach Zentrifugation der verbliebenen Zellsuspension (1.500 rpm -5 min) wurde der Uberstand
vorsichtig verworfen. Dem zurlickbleibenden Zellpellet wurde nach Aufklopfen soviel Kulturmedium
zugesetzt, dal3 eine definierte Suspension von einer Million Zellen/ml Medium resultierte. Diese
Zellsuspension war sowohl Ausgangsmedium fiir die Stammhaltung bzw. Untersuchungsansatze in
Gewebe-Kulturflaschen (1 Million Zellen/20 ml SFM) als auch fir die Einsaat in Greiner-Plaste-
kulturplatten mit 24 wells (25.000 Zellen/ml). Fir die Durchfiihrung der beschriebenen Experimente
kamen HaCaT-Zellen der 24. - 50. Passage bzw. native humane Keratinozyten der 2. - 3. Passage
zur Anwendung.

8.1.3 Proliferationsverhalten von Keratinozyten

8.1.3.1 Bestimmung des’[H]-Thymidin-Einbaus in die DNA

Am 3. Tag nach Zelleinsaat (HaCaT oder native Keratinozyten in 24 well Greiner-Plastekultur-
platten - 25.000 Zellen/ml) erfolgte die Zugabe der Biotinldsungen (20 ul je 1 ml Zellsuspension)
Daneben wurden Zellen mit einer medium- und einer I6sungsmittelbehandelten Kontrolle kultiviert.
Der Untersuchungszeitraum belief sich auf 24 h, 48 h, 72 h und 96 h. Eine Stunde vor Ablauf der
Versuchszeit wurde den Zellen 20 f[H]-Thymidin (0,5 pCi Mediumaktivitat) zugesetzt, um
anhand des[H]-Thymidin-Einbaus die DNA-Syntheseleistung zu bestimmen. Zum Ablésen der
Zellen vom Kulturgefal? wurde der anschlieBende Erntevorgang am Cell-Harvester durch eine
weitere kurzzeitige Inkubation (15 - 20 min) mit 0,05%igem Trypsin unterbrochen. Nach dem voll-
sténdigen Ernten unter begleitender durchlichtmikroskopischer Kontrolle befanden sich die losen
Zellen in den Filterblattchen des Harvesters. Diese wurden in Szintillationsmef3gefaRe tberfiihrt, bis
zur Trockne aufbewahrt und nach Zugabe des Flussigkeitsszintillationscocktails im Flissigkeits-
szintillationsmeRRgerat vermessen.

8.1.3.2 DurchfluBzytometrische Bestimmung der Wachstumsfraktion

Am 3. Tag nach Zelleinsaat der HaCaT-Keratinozyten in Gewebe-Kulturflaschen erfolgte die
Zugabe der Biotinldsungen (ffol/l Mediumkonzentration). Parallel wurden Zellen mit einer
medium- und einer Idsungsmittelbehandelten Kontrolle kultiviert. Der Untersuchungszeitraum belief
sich auf 24 h, 48 h, und 72 h. Nach Ende der Kulturdauer wurden die Zellen fur die Messungen am
Durchflul3zytometer [5-Parameter-Zellanalyse-Gerat mit simultaner Messung von Vorwarts-
Lichtstreuung und 3 Fluoreszenzen; mit luftgekihltem Argonlak8 (m); Mel3signalverstarkung
linear bzw. logarithmisch; Signalauflosung 1024 Kanéle; Software: Systemsoftware PASCAL 3.22,
CellFit-Software Version 2.01.2, Lysys Il Vers. 1.1, ChrdMysmit 1%igem Trypsin von der
Gewebe-Kulturflasche (37°C, 20 min) abgel6st und in PBS-L6sung (Phosphat-gepufferte Salzlosung
0,137 M; 8,00 g NaCl, 0,20 g KCl, 1,44 g Ni#O, 2H,0, 0,20 g KHPO,ad 1000 ml Aqua dest.,

pH 7.4 mit NaHCQeingestellt) UberfihrtDas weitere Vorgehen der Probenvorbereitung verlief
nach dem Schema in (Abb. 8-1).
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| Zellsuspension in 1 ml PBS (1¥1Rellen) |

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

Zellen in 1 ml Ethanol (70%, -20°C) resuspendier¢n
Inkubation 5 min bei 4°C

v

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

[ Zellen in 1 ml PBS + FKS (1%), Pellet aufklopfen]

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

200 pl PBS +FKS (1%) + TWEEN20 (0,2%),
5 min Inkubation bei RT

Y

| Zugabe von 1 ml PBS + FKS (1%) |

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

V' S
Probe | | Negativkontrolle |
FITC Ki-67, sanft vortexen, FITC-Isotypenkontrolle ms-IgG1, sanft
Inkubation 30 min bei RT dunkel vortexen, Inkubation 30 min bei RT dunke]

\ Waschen in 1 ml PBS + FKS (1%), A/

Inkubation 5 min bei RT dunkel

y

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

300 ul Rnase-Lésung (1 mg/ml in PBS),
Inkubation 10 min bei RT dunkel

Y

350 uIPI-Lésung (50 pg/mlin PBS),
Inkubation 10 min bei RT dunkel

Y

| Innerhalb 1h messen am DurchfluRzytometer |

Abb. 8-1 Praparation zum Nachweis von Ki-67 und PI am Durchfluzytometer
8.1.4 Differenzierungsverhalten von Keratinozyten

8.1.4.1 Durchflu3zytometrische Bestimmung von Involucrin

Am 6. Tag nach Zelleinsaat der HaCaT-Keratinozyten in Gewebe-Kulturflaschen erfolgte die
Zugabe der Biotinldsungen (£0 10*mol/l Mediumkonzentration). Neben einer medium- und einer
I6sungsmittelbehandelten Kontrolle wurden die Zellen Gber 48 h mit Biotin inkubiert. Nach Ablauf
der Kulturdauer wurden die Zellen fir die Messungen am DurchfluRzytometer nach folgendem
Schema préapariert (Abb. 8-2):
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| Zellsuspension in 1 ml PBS (1¥1Rellen) |

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

Zellen in 1 ml Ethanol (70%, -20°C) resuspendier¢n
Inkubation 5 min bei 4°C

v

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

[ Zellen in 1 ml PBS + FKS (1%), Pellet aufklopfen]

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

200 pl PBS +FKS (1%) + TWEEN20 (0,2%),
5 min Inkubation bei RT

Y

| Zugabe von 1 ml PBS + FKS (1%) |

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

-~

Probe |

v

FITC anti-Involucrin AK , sanft vortexen,
Inkubation 30 min bei RT dunkel

A

| Negativkontrolle

v

Isotypenkontrolle ms-IgG1, sanft vortexen,
Inkubation 30 min bei RT dunkel

\ Waschen in 1 ml PBS + FKS (1%), /

Abb. 8-2

Inkubation 5 min bei RT dunkel

y

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

sek. AK Fab-Kanin.-anti-ms-FITC
Inkubation 30 min bei RT dunkel

Y

Waschen in 1 ml PBS + FKS (1%),
Inkubation 5 min bei RT dunkel

y

| Zentrifugation (5 min, 300 x g) Uberstand dekantiefen

300 ul Rnase-Lésung (1 mg/ml in PBS),
Inkubation 10 min bei RT dunkel

Y

350 uIPI-Lésung (50 pg/mlin PBS),
Inkubation 10 min bei RT dunkel

Y

Innerhalb 1h messen am DurchfluRzytometer |

Praparation zum Nachweis von Involarin am Durchfluf3zytometer
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8.1.4.2 DurchfluRzytometrische Bestimmung der intrazellularen C&*-Konzentration

8.14.2.1 Ermittlung der Langzeitwirkung

Fir die Versuche zur Bestimmung der intrazellularefi-Banzentration wurde den HaCaT-Zellen

am 3. Tag der Kulturdauer Biotin zugegeben (Mediumkonzentratiéa 10 mol/l, mit Lésungs-
mittelkontrolle). Die Inkubationszeit der Keratinozyten war auf 24 h, 48 h bzw. 72 h nach Zugabe
von Biotin beschrankt.Nach Ende der Kulturdauer wurden die Zellen fir die Messungen am
Durchflul3zytometer mit 1%igem Trypsin von der Gewebe-Kulturflasche (37°C, 20 min) abgeltst
und in HBSS-L6sung (145 mM NacCl; 4 mM KCI; 10 mM Glucose; 2 mM Mg mM HEPES,;

pH 7,4) Gberfuhrt.

Die Kalibrierung und Realisierung der Calciummessung am DurchfluRzytometer erfolgte nach
Vorschrift von FRODE (Frodel998). Die Bestimmung des intrazellularen Calciums wurde dabei
mit dem calciumempfindlichen Fluorochrom Fluo-3/AM  durchgefiihrt.  Entsprechende
Stammldsungen von 1 mM Fluo-3/AM in wasserfreiem DMSO und Plurodi27F(25 % w/w in
wasserfreien DMSO) wurden hergestellt und bei -20°C aufbewahrt. Die Arbeitslésung (HBSS-
Losung, 39 puM Fluo-3/AM und 5 pl/ml Pluronic F-127) wurde kurz vor Versuchsbeginn hergestellt.
Diese wurde als Endkonzentration von 3,5 uM Fluo-3/AM zu den Zellsuspensionen gegeben und bei
einer Tempera-tur von 37°C im Dunkeln fir 30 min inkubiert. Nach Zusatz von 12 pg/ml
Propidiumiodid (in HBSS-l6sung) wurden die Proben am Durchflu3zytometer vermessen.

8.1.4.2.2 Ermittlung der Kurzzeitwirkung

Die unbehandelten HaCaT-Zellen wurden wie in Kap. 8.1.2 kultiviert, am 6. Kulturtag geerntet,
danach in HBSS-Ldsung Uberfiihrt und mit Farbstoff Fluo-3/AM beladen (analog zu der Inkubation
in Kap. 8.1.4.2.1). Im Anschluf3 an die Farbstoffbeladung erfolgte die Messung der Kontrolle (Puffer
nach Mc lloaine) und die Zugabe von Biotin (0,5 mmol Endkonzentration), wobei die Ldsungen
2 min nach Versuchsbeginn eingespritzt wurden. Die Fluoreszenzintensitaten des Calciumsignals
wurden uber einen Zeitraum von ca. 10 min als Funktion zur Zeit aufgenommen.

8.1.5 DurchfluRzytometrische Bestimmung der Apoptose

Unter Verwendung des Annexin-V-FLUOS Kit wurde die Translokation von Phosphatidylserin als
Marker apoptotischer Zellen nachgewiesen. Dazu wurden HaCaT-Zellen gemalR3 Kapitel 8.1.2
kultiviert. Ab dem 3. Kulturtag erfolgte neben der Kultivierung unbehandelter Zellen die unter Inku-
bation von 10 mol/l Biotin im Medium. Am 5.Tag der Kulturdauer wurde den Zeldrinolen-

séure in unterschiedlichen Konzentrationen (0 - 30 pmol im Medium) zugesetzt. Nach weiteren 24 h
schloR sich die Ernte der Zellen an (1xZellen, 1 x in PBS gewaschen und fiir 5 min bei 200 x g
zentrifugiert). Das erhaltene Zellpellet wurde mit 100 pl einer Markierungslosung [20 pl Annexin-V-
FLUOS ad 1000 ul Inkubationspuffer (10 mM HEPES pH 7,4; 140 mM NacCl; 5 mM,Cad

20 pl P1 (50 pg/ml PI in Inkubationspuffer)] resuspendiert und fiir 10 - 15 min im Dunkeln
inkubiert, mit 400 ul Inkubationspuffer erganzt und mittels Durchflu3zytometrie analysiert.
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8.1.6 Durchfiihrung der Untersuchungen zum Lipidstoffwechsel

Sowohl HaCaT-Zellen als auch native humane Keratinozyten wurden, wie in Kap. 8.1.2 beschrie-
ben, in Kulturflaschen (1 Mill. Zellen / 20 ml SFM) kultiviert und am 3.Tag nach Einsaat mit der
Biotinldsung (Mediumkonzentration 70 10° mol/l und Lésungsmittelkontrolle) versetzt. Am 6.Tag
erfolgte das Ernten der konfluenten Monolayer und die Probenvorbereitung, wobei einzelne Pellets
zu je 3 Mill. Zellen fir die Lipidextraktion sowie fur die Proteinbestimmung verwendet wurden.

8.1.6.1 Durchfuihrung der Lipid-Extraktion

Die Extraktion der Zellen erfolgte in Anlehnung an die Methode der Lipidextraktion von Bligh und

Dyer (1959). Dazu wurde das Zellpellet mit 20 ml eines L&sungsmittelgemisches versetzt
(Chloroform und Methanol; 2:1), unter Rihren homogenisiert und 30 min im Dunkeln unter

Schitteln extrahiert. Es schlol3 sich die Filtration (Sterilfilter) und die Einengung des Extraktes
(Vakuumrotationsverdampfer) an. Der Lipidfilm wurde in 4 ml Methanol aufgenommen und der

Analytik via GC-MS zugefuhrt.

8.1.6.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt der Zellen wurde mit dem Protein Assay Kit nach der Lowry-Methode bestimmt.
Nach der Praparation laut Vorschrift zum Kit (P 5656) erfolgte die Messung am Absorptionsreader

bei 690 nm.

8.1.6.3 Analytik der Fettsauren mittels GC-MS

Die extrahierten Lipide der Keratinozyten wurden als methanolische Losungen der GC-MS-Analytik
zugefihrt, um die darin enthaltenen Fettsduren zu quantifizieren. 100 pl der Lésung wurden mit je
1 pl 0,2 M Trimethylsulfoniumhydroxid zu Methylestern umgesetzt, um die Verdampfbarkeit zu

verbessern.

Gerat

Autosampler

Detektor (MS)
lonisierung
Kapillarsaule
Injektionsvolumen
Injektionsart
Injektionstemperatur
Temperaturprogramm

Quellentemperatur
Tragergas
FluBrate
Kalibrierung

Finnigan MAT Magnum, GC-Varian 3400
Finnigan MAT A 200 S
lontrap
Elektronenstol3 70 eV
FFAP, 25 m x 0,25 mm x 0,25 pm, mit 10 m unbelegter Vorsaule
1pl
splitless, Splitventil6ffnung nach 1 min
250°C
60-160°C : 15°C/min
160-240°C : 25°C/min
220°C
Helium, Vordruck 13 psi
40 cm/min
Externer Standard (Konzentrationen: 0,02-10 pg/ml)
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8.2 Herstellung und Charakterisierung der Vehikelsysteme

8.2.1 Nanopartikel

Herstellung

In Anlehnung an das von HUSCHKA beschriebene Verfahren zur Herstellung von Nanopartikeln
aus Starkeestern erfolgte die Anfertigung der untersuchten biotinhaltigen Partikelsysteme (Huschka,
1994). Als Tragermaterial kam dabei das halbsynthetische Polymer Starkeacetat (Séomaitell

einem Substitutionsgrad von 2,45 zum Einsatz. 10 ml einer 1%igen STA-l6sung in Dichlormethan
wurden mittels eines Ultra-Turrax Homogenisators T 25 (Dispergierwerkzeug S25N25F) 1 min bei
24.000 U/min mit 20 ml der entsprechenden 0,2%igen walrigen Emulgatorldsung (BA oder SDS)
und 20,1 mg Biotin homogenisiert und anschlieBend fir funf Minuten im Ultraschall-Bad
aufbewahrt. Der entstandenen dinnfliissigen Emulsion konnte danach durch Lésungsmittelextraktion
unter Verwendung eines Vakuumrotationsverdampfers im Wasserbad die lipophile Phase (Dichlor-
methan) entzogen werden. Als Endprodukte lagen nach einem weiteren gelchromatographischen Rei-
nigungsschritt mit PD 10-Columns somit unterschiedlich geladene biotinhaltige Partikelsysteme vor.
Diese Partikelsuspensionen wurden physikochemisch charakterisiert und den Untersuchungen zur in
vitro-Liberation und anschlieBenden Penetration in humane Haut ex vivo zugefiihrt.

| il
+ | ==

organische Emulgatorldsung Emulsion nach Suspension nach
Starkeacetatldsungy mit Wirkstoff Homogenisation Lésungsmittelentzu

Abb. 8-3 Ablaufschema der Partikelhersellung (solvent evaporation process)
Charakterisierung

Photonenkorrelationsspektroskopie

Die Bestimmung der GroRRenverteilung der Vesikel konnte mittels PCS am Photonenkorrelations-
spektrometer realisiert werden. Das Mel3medium fiir die Bestimmung der TeilchengrofRe war Aqua
bidest., welches zusatzlich mit einem Membranfilter 200 nm gereinigt wurde. Dem Wasser wurde

solange Partikelsuspension zugetropft, bis die Zahlrate (Gerateparameter) im idealen Bereich lag.
Die Meflitemperatur lag bei 20°C, wobei die Viskositdt von Wasser zugrundegelegt wurde. Die

MeRdauer war auf 120 Sekunden eingestellt, was einer Amaaldehn Messungen entspricht. Aus

drei Durchldufen dieser MelRvorgange ermittelte der Rechner den Mittelwert der Probe. Dieser
wiederum war die Grundlage fur die Auswertung und den Vergleich mit weiteren Proben.
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Zetapotentialmessung

MeRmedium fiir die Bestimmung des Zetapotentials war eiffenblare waRrige Kaliumchlorid-

I6sung, so dalR die Mindestleitfahigkéitr die Messung erreicht war. Dazu wurden die Partikel

(20 ml walrige Suspension) in einem Mal3kolben mit Kaliumchlorid auf die entsprechende Molaritat
eingestellt. 3-5 ml dieses Probenmaterials dienten als ausreichende Menge, um die Mel3zelle des
Zetamasters vollstandig zu fullen. Dabei sollte das Probenmaterial moglichst langsam eingespritzt
werden, um storende Luftblasen in der Mef3zelle zu vermeiden.

Die Temperatur bei den durchgefuhrten Messungen lag bei 25°C. Sie wurde durch ein Thermostat
konstant gehalten und vom Zetamaster wéhrend der Datenaufnahmen dokumentiert. Die Messung
pro Probe war in drei Durchlaufe mit je zehn Potentialbestimmungen gegliedert. Der daraus
berechnete Mittelwert diente als Grundlage fir die Probenauswertung.

Elektronenmikroskopie

Die Untersuchungen zur Strukturaufklarung wurden am Institut fir Ultrastrukturforschung der
Friedrich-Schiller-Universitat Jena von Herrn Prof. Meyer durchgefuhrt.

Die Praparation der Nanopartsuspensionen erfolgte mit der Gefrierbruchanlage. Dazu wurde die
Suspension unter Nutzung der sogenannten Sandwich-Technik mit verflissigtem Propan eingefroren
und bei -130°C gebrochen. Im AnschluR daran erfolgte nach 30 s Atzdauer die Bedampfung mit
Platin (35° Winkel) und Kohle (90° Winkel). Die Betrachtung der mit Ethanol/Chloroform (1:1)
abgelosten Praparationen wurde am Elektronenmikroskop durchgefuhrt.

Fur die Erkennung der Oberflacheneigenschaften und der TeilchengréfRe kam noch eine weitere
Préaparationstechnik zum Einsatz. Hierbei wurde die Nanopartikelsuspension auf frisch gespaltenen
Glimmer aufgebracht, etwas mit Filterpapier abgesaugt und dann luftgetrocknet. Im Vakuum
erfolgte dann unter einem Winkel von 30° die Aufdampfung von Platinkohle. Dieser Platinkohle-
Abdruck wurde mit Wasser vom Glimmer getrennt, mit Chloroform gewaschen und unter dem Elek-
tronenmikroskop untersucht.

8.2.2 Liposomen

Herstellung

Die Herstellung der liposomalen Vehikel erfolgte unter Nutzung der Dunnfilm-Hydrations-Methode.
20 ml einer 5%igen Phosphatidylcholinldsung (bei Modifikation 1% Cholesterolzusatz) wurde aus
einem Rundkolben im Vakuumrotationsverdampfer im Wasserbad vollstandig das Ldsungsmittel
Chloroform entzogen, so daf3 sich an der Kolbeninnenseite ein blasenfreier Lipidfilm ausbildete. An
den LOsungsmittelentzug schlo3 sich die Extraktion des Lipids mit der biotinhaltigen Pufferlésung
nach Mc lloaine an (20 ml mit 21 mg Biotin). Durch vorsichtiges mechanisches Schiitteln im Labor-
schittler wurde der Film vollstandig vom Kolben abgelést und danach fir 5 min im temperierten
(45°C) Ultraschall-Bad belassen. AnschlieRend wurde durch Zuhilfenahme eines Extruders die
Lipiddispersion unter Einwirkung von Stickstoffdruck (30 bar) durch Polycarbonatfilter
(Nucleoporé&) definierter PorengréRRe (je zweimal mit 400 nm, 200 nm und 100 nm) extrudiert. In
einem abschlie3enden Reinigungsschritt konnten die Liposomen von nicht eingeschlossenem freien
Biotin gelchromatographisch (PD 10-Columns) gereinigt und auf einen Biotingehalt von 0,1% in der
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Suspension eingestellt werden. Die Vesikel wurden physikochemisch charakterisiert und den
in vitro-Untersuchungen zugefuhrt.

Charakterisierung

Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Die Durchfihrung der Bestimmung der Grol3enverteilung der Liposomen innerhalb der walrigen
Suspensionen erfolgte in Analogie zur Bestimmung der Teilchengro3e der Partikel, wie sie in
Kap. 8.2.1. beschrieben wurde.

Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Strukturaufklarung der liposomalen Systeme wurde ebenfalls von
Prof. Meyer in Jena durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Praparation der Liposomensuspensionen in
Anlehnung an die beschriebene Gefrierbruchmethode in Kap. 8.2.1..

8.2.3 Mikroemulsionen

Herstellung

Das Zusammenfigen der Komponenten der Mikroemulsion (Kap.4.1.3.1) erfolgte unter
Kennzeichnung der isotropen Gebiete im nach folgendem Vorgehen erstellten Dreiphasengebiet.
Zunachst wurde ein feststehendes Gemisch aus Tensid/Cotensid (2 : 3) und der lipophilen Olkompo-
nente im Verhaltnis (z. B. 20% : 80%) vorgelegt (Abb. 8-4). Daran schlof3 sich das Zumischen der
walrigen Pufferphase in 5% Schritten bzw. 2,5% Schritten an. War das entstandene Endprodukt
optisch klar, so konnte es voriibergehend als Mikroemulsion interpretiert werden. Zur Prifung dieser
Annahme fugte sich die physikochemische Charakterisierung der Vehikel an.

Bei Einarbeitung des Arzneistoffes wurde dieser in der hydrophilen Phase der Mikroemulsion gelost.
Die Modifikationen mit Cholesterol erfolgten unter Substitution von Isopropylpalmitat.

TagafO2 / Spafi20
(2:3)
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Mclloaine 10 20 30 40 50 60 70 8 dF°P

Abb. 8-4 Erstellen des Phasendiagramms nach der Verdinnungsmethode (ausgehend von einem
Tensid/Ol-Gemisch - 20% : 80% entstehen entlang der Geraden wasserhaltige Systeme)
(Kolln, 1986)
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Charakterisierung

Polarisationsmikroskop
Die Untersuchungen der Mikroemulsionen auf Isotropie wurden am Polarisationsmikroskop bei
100facher VergréRRerung durchgefinhrt.

Elektronenmikroskopie
Im Falle der Strukturuntersuchungen der Mikroemulsionen wurde ebenfalls auf die Technik der
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie zurtickgegriffen, die bereits in Kap. 8.2.1 beschrieben wurde.

Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Die Bestimmung der TropfchengrofRe der Mikroemulsionen wurde nach Filtration der Proben durch
einen Membranfilter (200 nm) durchgefiihrt. Nach dem Uberfiihren in die Streulichtkiivetten erfolgte
die Temperierung auf 25°C und die Vermessung bei einem Winkel von 60°.

Kompakt-Goniometer (ALV) Winkelbereich 20° bis 150°
Diodengepumpter Nd-YAG Laser (ADLAS) A =532 nm, Leistung 150 mW
Faseroptik (ALV), Detektor: Photomultiplier (EMI)
Datenerfassung: ALV-5.000/E Multiple Tau Correlator
Software: ALV-5.000/E Version 5.3.1, SLS
Thermostat: LAUDA RC 6

8.2.4 Emulsionen

8.2.4.1 Standardemulsionen

Zunachst wurde eine Stammlésung von 0,1 g Biotin in 10,0 Puffer nach Mc lloaine pH 7,2
hergestellt, diese anteilig mit der Wasserphase gemischt, danach der erwarmten Salbengrundlage in
kleinen Teilen beigefugt und bis zum Erkalten geriihrt. Die Vehikelkonzentration lag bei 0,1%

Biotin.

Rezeptur der O/W-Emulsion (ST O/W) Rezeptur der W/O-Emulsion (ST W/O)

biotinhaltige Pufferldsung 109 biotinhaltige Pufferldsung 109
Aqua bidest. 6,09 Aqua bidest. 4049
Hydrophile Salbe DAB 10 10,0 g Wollwachsalkoholsalbe DAB9 10,09

8.2.4.2 Modjifizierte Emulsionen

Die Modulatoren Hyaluronidase und Harnstoff wurden in der entsprechenden Menge in Aqua bidest.
geldst und in die Grundvehikel eingearbeitet (Kap. 4.2.2)
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8.3 Liberationsuntersuchungen am Mehrschichtmembranmodellsystem

Die in vitro-Liberation von Biotin aus den untersuchten Formulierungen konnte unter Nutzung des

Mehrschichtmembranmodellsystems nach FURST-NEUBERT bestimmt werden (Kap. 5.1). Zur

Optimierung der Versuchsbedingungen fiir den hydrophilen Arzneistoff muf3te die Zusammensetzung
des Akzeptors veréndert werden. Anstelle des lipophilen Akzeptorlipides Dodecanol trat Glycerol,

welches durch seine hohere Hydrophilie bessere Ldsungseigenschaften fir Biotin besitzt (Gobel,
1995).

8.3.1 Glycerol-Collodium-Membranen

Aufgrund der besseren Loslichkeit fir Biotin bestanden die verwendeten Membranen aus einer
Collodiummatrix mit Glycerol als hydrophiler Akzeptorkomponente. Um eine ausreichend hohe
Akzeptorkapazitat fur den Wirkstoff anbieten zu kdnnen, muf3te der Glycerol mit 8% in die Matirx
eingearbeitet werden.

Membranrezeptur:

Glycerol 8,0g
Diethylether-Ethanol-Gemisch (8,5 : 1,5 Vol%) ad 100,0 g
Collodiumlésung 4%ig ad 200,0 g

Die Rezepturlésung wurde auf der fettfreien Glasplatte eines Filmziehgerates unter dem Abzug
ausgegossen. Nach Verdunsten des Lésungsmittelgemisches konnte die Folie abgeldst werden. Mit
Hilfe einer kreisrunden Schablone erfolgte die Anfertigung der einzelnen Membran (d = 4 cm). Um
Schwankungen beim Gehalt des Akzeptorlipides durch Verdunstung zu vermeiden, wurden nur frisch
hergestellte Membranen verwendet.

8.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Die benttigte Anzahl der Glycerolmembranen (6-8) wurde zwischen Grund- und Deckplatte einer
Zelle luftblasenfrei eingebracht. Zur Abgrenzung gegentiber der Grundscheibe sowie zur Erhéhung
der sink-Kapazitat des Akzeptors diente die Verwendung der Nephrophanfolie.

Radioaktiv markierte Vehikel (alle verwendeten Emulsionen und Mikroemulsionssysteme)

Der Auftrag der Vehikel erfolgte mit Hilfe eines Fuillspatels bei homogener Verteilung direkt auf die
Membranoberfliche (4 én Die durch Differenzwéagung ermittelte Auftragsmenge (ca. 10 mg)
wurde zuvor auf einer Folie gut mit der Tracerlésung vermischt (0,2 p&@4Biotin gelost in

Puffer nach Mc lloaine).

Die Versuchsanordnung bestand grundsétzlich aus drei Zellen, die im Modell fixiert und lichtge-
schitzt verpackt in einem Thermostaten bei 32°CC belassen wurden. Nach einer Inkubations-
zeit von 30,100 und 300 min erfolgte die Entnahme der Zellen mit anschlie3ender Auftrennung der
Membranen und Extraktion des liberierten Biotins. Mit dem Extraktionsmedium (2 ml Puffer nach
Mc lloaine) wurde das Biotin 30 min lang unter Schitteln (Schittelgerat) aus den Membranen
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eluiert. 100 pl aus diesem Eluat wurden in Sliatibnsgefal3e tberfuhrt, diese mit 3 ml Szintillator
Aqua Safe 300 Plus aufgeflillt und im Flissigkeitsglaitionszahler vermessen.

Nichtradioaktive Vehikel (Nanopartikel und Liposomen)

Der Auftrag der biotinhaltigen waRrigen Systeme auf die Membranoberfliche erfolgte mit einer
Mikroliterspritze (10 pl pro Zelle). Die erweiterte Versuchsanordnung bestand bei diesen Versuchen
aus drei Wiederfindungs- und fiinf Mef3zellen. Nach Ablauf des Untersuchungszeitraums von
ebenfalls 30, 100 und 300 mkonnten die voneinander getrennten Membranen mit 6 ml Aqua
bidest. ausgeschiittelt (Schittelgerat) werden. Die biotinhaltigen Lésungen wurden im Anschlufd der
Analytik via HPLC-MS (Kap. 8.4.3) zugefuhrt.

8.4 Penetrationsuntersuchungen an humaner Haut ex vivo
8.4.1 Versuchsvorbereitung und -durchfiihrung

8.4.1.1 Praparation des biologischen Materials

Die fur die Penetrationsstudien verwendeten Hautpraparate stammten von Mammareduktionsplasti-
ken. Das Untersuchungsmaterial wurde innerhalb von 2 h - 4 h nach der Operation aufgearbeitet.
Dazu erfolgte zunachst die Sauberung mit isotonischer NaCl-Losung. Es schlof3 sich das mechan-
ische Entfernen des subkutanen Fettgewebes und die Herstellung runder Stiicke mit Hilfe eines
Locheisens (d = 2 cm) an, so dal3 danach einzeln in Aluminiumfolie verpackte Praparate bei -20 °C
im Tiefkiihlschrank fir maximal drei Monate gelagert werden konnten.

Das Alter der Probandinnen lag zwischen 17 und 53 Jahren, wobei bei der Versuchsplanung aus
Standardisierungsgriinden versucht wurde, weitgehend auf altersgleiche Haut zuriickzugreifen.

8.4.1.2 Versuche mit radioaktiv markierten Substanzen

Zirka 30 min vor Versuchsbeginn wurden die FRANZ'schen Diffusionszellen mit dem Akzeptor-
medium Wasser gefillt und auf 32 °C temperiert. Unmittelbar vor der Vehikelapplikation wurde
diese mit dem in Ethanol geldsten Trat&-Biotin (5 uCi) bzw.**C-Harnstoff (5 uCi) versetzt.

Dabei wurde Wert auf homogene Vermischung mit der unmarkierten Zubereitung sowie auf die
vollstdndige Verdunstung des Lésungsmittels gelegt. AnschlieRend erfolgte der homogene Antrag
von ca. 20 mg Emulsion bzw. 20 pl der Mikroemulsion (Tracer in hydrophile Phase eingearbeitet)
auf der gesamten Epidermisflache eines aufgetauten und mit einem Wattetrager vom Gefrierwasser
getrockneten Hautstiickes. Unmittelbar nach der Vehikelapplikation wurde dieses auf eine Gaze
gelegt und in der Diffusionszelle fixiert (Kap. 6.1).

Nach Ablauf der Versuchszeiten von 30 min 3@® min wurde die Haut dem Modell entnommen

und der Formulierungsriickstand vorsichtig mit Wattetragern entfernt. Die weitere Aufarbeitung
erforderte die Fixierung des Untersuchungsmaterials mit Stecknadeln an der Peripherie auf einer mit
Aluminiumfolie bespannten Polystyrenunterlage. Unter Zuhilfenahme einer Schablone konnte das
Stratum corneum reproduzierbar auf einer Kreisflache (d = 1,6 cm) durch 20 Tesafilmabrisse
vollstandig eliminiert werden. Dessen quantitative Bestimmung erfolgte in paarweiser Fraktionierung
der Abrisse (10 x 2). Aus der lebenden Haut wurden je drei Stanzbiopsien (d = 0,6 cm) entnommen,
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die zur Anfertigung von Horizontalschnitten (8 x 20 pum - Epidermis, 30 x 40 pm - Dermis) an
einem Gefriermikrotom dienten. Fir die Quantifizierung der Proben wurden diese mit Methanol und
Szintillator [4,0 g PPO (2,5-Diphenyloxazol) und 0,1 g POPOP 1,4-Di-2-(5-phenyloxazolyl)-benzen

in 1,0 | Toluol]) versetzt, wobei zuvor die Epidermis- und Dermisschnitte sowie die Stanzenreste zur
vollstdndigen Zersetzung des Gewebes tiber Nacht in 100 pul bzw. 1 ml Soluene belassen wurden. Im
Anschluf3 daran wurden die Proben unter Mitfihrung zweier Leerwerte im Flussigkeitsszintilla-
tionszéhler vermessen.

8.4.1.3 Chromatographieversuche

Fur die Durchfihrung der Chromatographieversuche wurden analoge Vorbereitungen zu den
Versuchen mit radioaktiven Substanzen getroffen. Je 20 pl der Suspensionen der Nanopartikel und
der Liposomen wurden mit der Mikroliterspritze homogen auf der Haut verteilt und das
Hautpréaparat in der Diffusionszelle fixiert. Nach Ende der Versuchszeiten von 30 n80@nan

wurde die Haut, wie in Kap. 8.4.1.2 beschrieben, aufgearbeitet. Von den Stratum corneum Proben
wurden, den analytischen Bedingungen zufolge, die Abrisse 1-2 und im folgenden jeweils drei
Abrisse gepoolt und mit Methanol (4 bzw. 2 ml) fir 30 min extrahiert. Die aus der lebenden
Epidermis und Dermis enthommenen drei Stanzbiopsien (d = 0,6 cm) wurden ebenfalls an einem
Gefriermikrotom oberflachenparallel abgetragen und die Schnitte der Epidermis in zwei Proben je
4 x 20 pm und die, der Dermis in drei Proben je 10 x 40 um zusammengefal3RrBbeewurden

die Schnitte aller drei Stanzen einer Haut zugeordnet. An die ExtraktionnmhiM&thanol schlof3

sich eine Zentrifugation bei 12.000 U/min fir 5 min an, bevor die Proben der Analytik via HPLC-
MS zugefihrt wurden.

8.4.2 Histologische Untersuchungen zur Bestimmung der mitdren Epidermisbreite

Von jedem Operationspraparat wurden zur Bestimmung der mittleren Epidermisbreite histologische
Schnitte angefertigt. Dazu wurde ein kleines Stuick der Haut mit 4%igem Formaldehyd fixiert, in der
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und anschliel3end in Paraffin eingebettet. Nach Anfertigung
von 5 um dicken Gewebeschnitten mit einem Mikrotom wurden diese sofort in heiRem Wasser auf
einen Objekttrager aufgezogen und zum Gléatten im Brutschrank bei 60 °C fir 30 min aufbewahrt.
Die nach Entfernen des Paraffins und erfolgter Hamalaun-Eosin-Farbung (HE) [Hamalaun-Farbung
nach MAYER; (Romeis, 1989)] anfallenden Préaparate wurden wiederum entwéssert und anschlie-
Rend eingedeckt.

Zur Ermittlung der mittleren Epidermisbreite wurden die HE-gefarbten histologischen Hautschnitte
am Morphometrie-Unterprogramm des Bildanalysesystems CYDOK untersucht. Dabei erfolgte die
automatische Berechnung des Mittelwertes mit Standardabweichung aus zehn Werten von verschie-
denen interaktiv markierten Epidermisabschnitten. (Tab. 8-2).

8.4.3 Biotin-Analytik mittels HPLC-MS

Die Bestimmung der liberierten und penetrierten Mengen an Biotin wurde wie folgt durchgefiihrt:

Gerat Waters 600 E
Autosampler Waters Wisp 712
Detektor (MS) Finnigan-MAT SSQ 710C, Quadrupol
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Kapillarsaule Nucleosil20 3C18, 125 x 2 mm, 3 um Korngrofie

Kapillartemperatur 250 °C

Injektionsvolumen 5 ul

Elutionsmittel 90 ml Methanol-9 ml Agua bidest.-1 ml Acetonitril

FluR3rate 15 pl/min

Elektronenspray-lonisierung 4,5 kV

Scan-Mode SIM (Selected lon Monitoring)

Collision induced dissociation 20V

Kalibrierung Externer Standard Biotin (Konzentrationen: 0,01-5 pg/ml)

Tab. 8-2. Mittlere Epidermisbreiten der verwendeten Mammahautpraparate
Versuch mittlere Epidermisbreite £ SD [um]

Haut A Haut B Haut C

BA-Partikel 68,16+ 7,58 51,94 15,12 76,63 14,49
SDS-Partikel 68,16+ 7,58 51,94 15,12 76,63 14,49
Liposom 68,16+ 7,58 51,94 15,12 76,63 14,49
Liposom + Chol. 68,16+ 7,58 51,94 15,12 76,63 14,49
ME 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
ME + 2% Chol. 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
ME + 5% Chol. 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
ST O/W 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
H1O/W 70,00+ 20,00 68,22 20,04 82,82 18,41
H 2 O/W 70,00+ 20,00 68,22 20,04 82,82 18,41
H 3 O/W 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
H 4 O/W 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
U O/W 98,60+ 27,36 101,95 34,63 83,26 23,39
UO/WH 2 98,60+ 27,36 101,95 34,63 83,26 23,39
ST W/O 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
H1WwW/O 70,00+ 20,00 68,22 20,04 82,82 18,41
H 2 W/O 70,00+ 20,00 68,22 20,04 82,82 18,41
H 3 W/O 70,00+ 20,00 68,22 20,04 82,82 18,41
H 4 W/O 64,91+ 6,42 79,86 12,08 78,3& 26,67
U W/O 98,60+ 27,36 101,95 34,63 83,26 23,39
UW/OH 2 98,60+ 27,36 101,95 34,63 83,26 23,39
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8.5 Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse

Die statistische Prifung wurde mit der Software STATISTICA fur Windows [StatSoft,119@7,
Tulsa, USA] durchgefuhrt. Unterschiede wurden als statistisch signifikant bewertet, wenn die Irr-
tumswahrscheinlichkeit g 0,05 betrug (Weber, 1980).

Untersuchungen an humanen Keratinozyten in vitro

Die Ergebnisse der in-vitro Untersuchungen an humanen Keratinozyten resultieren aus Acht- bzw.
Sechs- oder Finffachbestimmungen und sind als Mittelwerte mit dem Standardfehler des Mittelwer-
tes bzw. der Standardabweichung angegeben. Zur Prifung auf signifikante Differenzen kam bei
Stichproben aus normalverteilten Grundgesamtheiten mit gleicher Varianz die Varianzanalyse (One
Way Analysis of Variance) zur Anwendung. Im Falle von nicht normalverteilten Grundgesamtheiten
kam der parameterfreie Test (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks), der die
analogen Hypothesen der Varianzanalyse verteilungsunabhdng prift, zum Einsatz. Unterschiede
zwischen den einzelnen Mittelwerten wurden durch paarweise Vergleiche nach dem Student-
Newman-Keuls-Verfahren bestimmt.

Charakterisierung der Vehikelsysteme

Die Daten der GréRRenverteilungen der kolloidalen Tréagersysteme wurden als Mittelwerte von Finf-
fachbestimmungen mit Standardabweichung ermittelt. Der Mittelwertvergleich erfolgte paarweise
nach dem Student-Newman-Keuls-Verfahren.

Liberation in artifizielle Lipidmembranen

Die Ergebnisse der in vitro-Liberation resultieren aus Mittelwerten von Funf- bzw. Dreifachbestim-
mungen, die in Form von Box (SEM) und Whisker (SD) Plots dargestellt wurden. Die Prifung auf
signifikante Unterschiede wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test durchgefihrt. Der parameterfreie Test
(Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks), der die analogen Hypothesen der
Varianzanalyse verteilungsunabhéng prift, wurde ausgewéhlt, weil die Mehrzahl der Daten die
Anforderungen parametrischer Tests nach normalverteilten Variablen und gleichen Varianzen nicht
erfullte.

Penetration in humane Haut ex vivo

Die Ergebnisse der Penetrationsstudien sind in Kap. 6 in Analogie zu den Liberationsdaten als
statistische Graphiken (Box und Whisker Plots) dargestellt. Die entsprechenden statistischen
Kenngrof3en entstammen den Rohdaten von Dreifachbestimmungen an Hauten, denen zur Ermittlung
der Konzentrationen an Biotin bzw. Harnstoff in der lebenden Epidermis und Dermis je drei Stanz-
biopsien entnommen wurden.

Die im Anhang dargestellten Verlaufsprofile der Wirkstoff- bzw. Modulatorpenetration enthalten im
Stratum corneum die Mittelwerte der Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung. In der
Epidermis und Dermis wurde aufgrund der Datendichte nur auf die Darstellung der Mittelwerte aus
den neun Stanzbiopsien zurtickgegriffen.

Die Untersuchung auf signifikante Differenzen erfolgte mit dem Kruskal-Wallis- und dem Student-
Newman-Keuls-Test
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8.6 Verwendete Substanzen

Annexin-V-FLUOS

Acetonitril gradient grade fur die HPLC
Aqua Safe 300 Plus
Benzalkoniumchlorid

Biotin

C-Biotin (spez Akt. 55 mCi/mmol)
Calciumchlorid (CaG)

Cholesterol

Chloroform reinst p.a.

Collodiumlésung 4% DAC 1986
Dichlormethan

Diethylether

Dimethylsulfoxid (DMSQ) zur Synthese
Dinatriumhydrogenphosphatmonohydrat
Eosin gelblich

Ethanol 96% reinst

Ethanol reinst p.a.

FKS (Fetales Kalberserum)

FLUO 3/AM

FITC anti-Involucrin AK

FITC Isotypenkontrolle ms-lgG1
FITC Ki-67 AK
Flissigkeitsszintillationscocktail

Formaldehyd

Glucose wasserfrei

Glycerol

Harnstoff

YC-Harnstoff (spez Akt. 55 mCi/mmol)
HEPES-Puffer

Hyaluronidase

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Zinsser Analytik, Frankfurt, BRD
Serva Feinbiochemie, Heidelberg, BRD
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD
Amersham-Buchler GmbH, Braunschweig, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Caesar & Loretz GmbH, Hilden, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Laborchemie Apolda GmbH, BRD
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD
Mo Bi Tec (Molecular Biologische Technologie),
Gottingen, BRD
Novocostra NCL-INV, Newcastle, Great Britain
Dianova dd®6NEG, Hamburg, BRD
Dianova diaé06S, Hamburg, BRD
Ultima Gold Canberra Packard GmbH, Dreieich,
BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Merck KGaA Darmstadt, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
BIOTREND Chemikalien GmbH, Kéln, BRD
Serva Feinbiochemie, Heidelberg, BRD
Abteilung Experimentelle Mikrobiologie der
Friedrich-Schiller-Universitéat Jena, BRD

Hamalaun nach MAYER fur die Mikroskopie Merck, Darmstadt, BRD

Isopropylpalmitat

Isotypenkontrolle ms-IgG1
Kaliumchlorid(KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KROy)
y-Linolensdure

Fluka-Chemie AG, Buchs, Schweiz
DAKO 931, Diggnostika GmbH, Hamburg, BRD
Serva Feinbiochemie, Heidelberg, BRD

VEB Laborchemie Apolda, DDR

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD
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Magnesiumchlorid (MgG)
Methanol reinst p.a.

Methanol gradient grade fur die HPLC

Natriumchlorid (NaCl) reinst p.a.
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Nephrophanfolie

Phosphatidylcholin (99%, vom frischen Ei)

Pluronic F-127
POPOP

PPO
Propidiumiodid

Protein Assay Kit P5656

R-nase (Ribonuclease, 60 Kunitz U/mg)

Sconacefl A
Sparf 20

VEB Laborchemie Apolda, DDR
Laborchemie Apolda GmbH, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Serva Feinbiochemie, Heidelberg, BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
VEB Filmfabrik Wolfen, DDR
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD
Calbiochem-Novabiochem GmbH, B&bden,
BRD
Canberra Packard GmbH, Dreieich, BRD
Canberra Packard GmbH, Dreieich, BRD
Calbiochem-NovabiochenGmbH, Bad Soden,
BRD
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D#iséen, BRD
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD
BSL Olefinverbund GmbH, Schkopau, BRD
Pharma-Zentrale GmbH, Herdecke, BRD

sekundarer AK: Fab-Kaninchen-anti-ms-FITC DAKO F313,dn@stika GmbH, Hamburg, BRD

Serum free keratinocyte medium (inklusive

rEGF + BPE)

Soluene 350

Stickstoffgas

Tagaf 02

Tesafilm

[6-*H]-Thymidin 60,3 Ci/mmol

Toluol

Trimethylsulfoniumhydroxid

Trypsin

TWEEN® 20
Zitronensduremonohydrat
Wollwachsalkoholsalbe nach DAB 9

Hydrophile Salbe nach DAB 10

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Eggenstein,
BRD
Canberra Packard GmbH, Dreieich, BRD
Messer Griesheim, Leipzig, BRD
Franken-Chemie, Wendelstein, BRD
Beiersdorf AG, Hamburg, BRD
American Radiolabeled Chemicals Inc, St. Louis,
USA
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, BRD
Macherey Nagel GmbH, Duren, BRD
Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein, BRD
Serva Feinbiochemie, Heidelberg, BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
Apotheke der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg
Apotheke der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg
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8.7 Verwendete Gerate und Hilfsmittel

Absorptionsreader

Bildanalysesystem mit
Durchlichtmikroskop

Biopsiestanzen

Brutschrank

Cell-Harvester und Vakuum-Controller
Elektronenmikroskop
Eppendorf-Reaktionsgefalie
Eppendorf-Zentrifuge

Extruder
Durchflu3zytometer
Filmziehgerat

Flussigkeitsszintillationszahler
Franz-Diffusionszelle

mit

Wasserbad
Fuchs-Rosenthal-Zéahlkammer
Fullspatel

GC-Anlage

GC-Kapillarsaule

Gefrierbruchanlage
Gefriermikrotom

Gewebe-Kulturflaschen und -Kulturplatten

HaCaT-Keratinozyten

HPLC-MS-Anlage
HPLC-MS-Saule
Laminarbox
Lichtmikroskop

Mehrschichtmembranmodell

Labsystems, iEMS, Merlin, Bornheim-Hersel, BRD
Cydok, Carl H. Hilgers, Konigswinter, BRD
Zetopan, Reichert AG Wien, Osterreich
Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach, BRD
Vitromat Typ sbs-11, Mytron Heiligenstadt, BRD
INOTECH, IH-110, Wohlen, Schweiz
JEM 100 B, Jena, BRD
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, BRD
EC 5402, Eppedorf-Netheler-Hinz  GmbH,
Hamburg, BRD
Lipex Biomembranes Inc., Vancouver, Canada
Becton Dickinson, Heidelberg, BRD
Eigenbau, Feinmechanikerwerkstatt der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg, DDR
Walld4 10, Berthold, Berlin, BRD
Crown Glass Company, Sommerville, New Jersey,
USA
Thermostat B3-DC1, Haake, Karlsruhe, BRD
Faust GmbH, Halle, BRD
VEB Dentalfabrik Treffurt, DDR
Finnigan MAT Magnum, GC-Varian 3400,
Finnigan-MAT, Bremen, BRD
FFAP, Macherey-Nagel, Diren oder Fisher
Scientific, Nidderau, BRD
BAF 400D, Balzers, Lichtenstein
Mikrotom-Modell 1206, Frigomobil Reichert-Jung,
Heidelberg-Nuf3loch, BRD
Greiner GmbH, Frickenhausen, BRD
Deutsches  Krebsforschungsinstitut
BRD
Waters 600 E, Waters GmbH, Eschborn, BRD
Nucleosil 120, Macherey-Nagel, Duren, BRD
VEB Elektromat Dresden, DDR
Olympus CK2-TR, Olympus Optical Co., Ltd.,
Japan
Eigenbau, Feinmechanikerwerkstatt der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg, DDR

Heidelberg,

Membranfilter 200 nm, Chromafil, Typ 20/25 Macherey-Nagel, Diren, BRD

Mikroliterspritze

VEB Werk fur Technisches Glas, llImenau, DDR
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PD 10-Columns

Polycarbonatfilter (Nucleopofg
pH-Meter

Photonenkorrelationsspektrometer

Pipetten
Préazisionswaagen

Schittelgerate
Sterilfilter Nalgene 0,2 pm
Streulichtkuvetten

Szintillationsmel3gefalle

Ultraschall-Bad
Ultra-Turrax Homogenisator T 25

mit dem Dispergierwerkzeug S25N-25F

Vakuumrotationsverdampfer
mit
Wasserbad

Wasserbad

Zentrifuge 1.500 rpm/min; 300 x g; 200 x g

Zentrifuge 12.000 rpm/min

Sephad®@G-25 M, Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden
Costar Corporation, Cambridge, USA
pH 525, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, BRD
Autosizer 2c, Malvern Instruments GmbH,
Herrsching, Deutschland
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, BRD
Typ 870-13, Gottl. Kern &h8, Albstadt 1, BRD
UMC 5, Sartorius AG Gottingen, BRD
Thys 2, MLW Labortechnik llmenau, DDR
Heidolph unimax 2010, BRD
Nalge-Company, Worcester, USA
Hellma, Mihlheim ,BRD
Pony Vial, Pico Glass Vial, Econo Glass Vial,
Canberra Packard GmbH, Dreieich, BRD
Bandelin, Sonorex Super RB2 H, Deutschland
IKA Labortechnik, Staufen, BRD
IKA Labortechnik, Staufen, BRD
Rotivapor RE 111, Laboratoriumstechnik Biichli,
Flawil, Schweiz
Bluchli 461, Laboratoriumstechnik  Bichli,
Flawil, Schweiz
Thermostat TB 120, MLW Prifgeratewerk
Medingen, Sitz Freital, DDR
Biofuge Primo, Heraeus Instruments, Gera, BRD
Hettich Mikroliter, Tuttlingen, BRD
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