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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das humaneStratum corneumbildet die entscheidende Barriere innerhalb der
Epidermis. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, lipid- und strahlungsinduzierte
Stérungen dieser Barriere zu untersuchen. Dazu haben wir drei verschiedene
Modellsysteme entwickelt bzw. eingesetzt: (i) Vesikel &tratum corneuntipiden

(SCV), (i) die rekonstituierte humane Epidermis (ReHE) und (iii) das isolierte
Stratum corneum

1. Zur Herstellung der SCV wurden die humanen plant&teatum corneunhipide
extrahiert. Zur Quantifizierung haben wir erstmals die automatische
Mehrfachentwicklung (AMD) von HPTLC Platten eingesetxhijang 1). Durch
eine anschlieBende massenspektrometrische Analyse lieR sich die
Zusammensetzung der Ceramide weiter aufklarémh&ng 2). Aus den
extrahierten Lipiden haben w8tratum corneunVesikel (SCV) hergestellt, die
ein einfaches System der Lipidbarriere 8&stum corneumdarstellen. Es zeigte
sich, dal3 die SCV-Membranen mehrere Phaseniibergange aufwiesen, die auch im
isolierten Stratum corneumvorkamen. Die Hauptumwandlung lag zwischen
49,2 und 49,7 °C. Cholesterol lag bei Raumtemperatur in einer separaten
kristallinen Phase vor. Zweiwertige lonen t&aVig®") reduzierten die kolloidale
Stabilitat der Vesikel, induzierten laterale Phasenseparation und férderten unter
erhohten Temperaturen (>326) die Membranfusion. Dabei entstanden
multilamellare Lipidschichten, wie sie auch im nativ&iratum corneum
vorhanden sindAnhang 4 undAnhang 5).

Liposomen werden seit Beginn der 80er Jahre als Penetrationsverstarker an der
Haut verwendet. Die Wechselwirkungen zwischen topisch (auf die
Hautoberflache) applizierten Liposomen und d8tratum corneunist aber nur
unzureichend aufgeklart. Deshalb wurden die Wechselwirkungen zwischen den
SCV (als Modellsystem deStratum corneunhkipid-Barriere) und Liposomen aus
synthetischen Lipiden untersucht. Liposomen aus Phosphatidylcholin (PC) zeigten
keine Wechselwirkung und keine Fusion mit den SCV, wahrend Liposomen aus
Phosphatidylserin (PS) bzw. Gemische mit Cholesterolhemisuccinat eine starke
Wechselwirkung aufwiesen und schnell mit den SCV fusionieAahdng 4).

Wir setzten die SCV weiterhin ein, um die UV-induzierte Lipidperoxidation der
Stratum corneum Lipide zu untersuchen. Die Oxidationsprodukte
(Malondialdehyd, Cholesterol- und andere Lipidhydroperoxide) wurden
quantifiziert @nhang 6). Wir konnten zeigen, daR Singulett-Sauerstb@i,) an

der Lipidperoxidation nicht beteiligt istAGhang 7). Das im Stratum corneum
vorhandene Cholesterol wird fast vollstindig zuma- 7 oder -
Cholesterolhydroperoxid oxidiert. Daraus folgte, dal3 Cholesterol innerhalb des
Stratum corneumkeine antioxidative Wirkung hat. Durch die UV-induzierte
Lipidperoxidation wurde die Barriereeigenschaft der Membran verringert und es
kam zu einer erhdhten Penetration von kleinen hydrophilen Molekulen.

2. AnschlieBend haben wir aus humanen epidermalen Keratinozyten das 3-dimen-
sionale Modell der rekonstituierten Epidermis (ReHE) hergestellt und Stérungen
untersucht, die topisch applizierte liposomale Lipide bewirlkdemhéng 8). Die
Applikation von Phosphatidylcholin-Liposomen (PC) fuhrte innerhalb von 4 h zu
mikroskopisch sichtbaren Veranderungen und Stoérungen innerhalb der ReHE,
wahrend Liposomen aus Phosphatidylserin (PS) auf der Oberflache der ReHE

1




1. Zusammenfassung

aggregierten, mit den Lipiden d8satum corneumtusionierten und die Struktur

der ReHE nicht beeinflu3ten. Die Penetrationsgeschwindigkeit von PS Liposomen
betrug nur 0,073 ng Lipidhcm? ~wahrend PC-Liposomen mit einer
Geschwindigkeit von 1,38 ng Lipid'ttm? penetrierten. Die unterschiedliche
Verteilung liposomaler Lipide in den Schichten der ReHE 4 h nach der
Applikation konnten wir fluoreszenzmikroskopisch bestatigen.

. In einem dritten Schritt wurden mit der FT-IR Spektroskopie und der Kalorimetrie
untersucht, welche Stérungen topisch applizierte Liposomen im isolftrizium
corneum (SC) bewirkten. Es zeigte sich, dall PC-Liposomen eine
MembranstorungAnhang 9) und -fluidisierung innerhalb de3tratum corneums
bewirkten. PS-Liposomen hatten keinen EinfluR. PC-Liposomen erleichterten die
Penetration einer verkapselten und/oder der Modellsubstanz Carboxyfluorescein.

. Wir haben die Lipasen desStratum corneums charakterisiert. Das
Temperaturoptimum der untersuchten Phospholipasg lidgt zwischen

30 - 35°C. Enzymsubstrate sind Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin
und Phosphatidylglycerol. Weder Phosphatidylserin noch Phosphatidsaure werden
hydrolysiert. Die Aktivitat liel3 sich durch Zugabe von Detergentien oberhalb der
kritischen mizellaren Konzentration und durch Kalziumionen steigern.
Kupferionen und die Komplexierung freier Kalziumionen durch EDTA reduzierte
die Hydrolysegeschwindigkeit.



2. Einleitung und Fragestellung

2. Einleitung und Fragestellung

Die humane Haut hat ein Gewicht von ca. 3 kg und bedeckt eine Flache Von 2 m
Sie besteht aus der Subcutis, der Dermis und der nach auf3en hin abschliel3enden
Epidermis. Die &ufRerste Schicht der Epidermis istSdeegum corneun(SC). Durch

seinen Aufbau aus abgestorbenen Hornzellen (Korneozyten), die in multilamellare
Lipidschichten eingebettet sind, stellt dSsratum corneumeine sehr effektive
Barriere dar. Es schiitzt den Organismus vor unkontrolliertem Wasserverlust und
dem Eindringen kérperfremder Substanzen. Ohne die Barriei®tiddsm corneums

wiirde der Mensch taglich 20 Liter Wasser transepidermal verliéféh Der
tatsachliche Wasserverlust durch das intakte SC betragt aber nur 04cmg f1°.

Das Stratum corneunist als duf3erste Grenzschicht unterschiedlichen Storfaktoren
ausgesetzt. Die solare UV-Strahlung trifft auf alle exponierten Kdrperregionen auf
und dringt, in Abh&ngigkeit von der Wellenlange, in &isatum corneunein (1),

Die UV-Strahlung bewirkt die Oxidation d&tratum corneunhipide. Es kommt zu

einer Storung der Lipidbarriere d&ratum corneumdie sich unter anderem in
einem erhohten transepidermalen Wasserverlust widerspiéydter Mechanismus

der strahlungsinduzierten Lipidperoxidation ist bisher nur unzureichend verstanden.
Nicht geklart ist weiterhin, ob Cholesterol, das im SC in hohen Konzentrationen

vorkommt, ein natirliches Antioxidanz ist.

Das Stratum corneunist neben der Strahlung auch natirlichen und anthropogenen
Substanzen ausgesetzt. Diese kdnnen ebenfalls in das SC eindringen. So werden seit
vielen Jahren Liposomen (Lipidvesikel mit wafldrigem Inhalt) auf das SC aufgetragen,
da sie das Eindringen von mitapplizierten Wirkstoffen in und durch das SC
erleichtern. Sie werden deshalb als Penetrationsverstarker bezeichnet. Dabei sind die
Faktoren, die die Penetration beeinflussen, nur zum Teil verstanden. Unklar ist, wie
die Zusammensetzung der Liposomen die Penetration beeinflul3t, ob die Liposomen
intakt oder nur die liposomalen Lipide penetrieren und welche Stérungen aus der
Penetration resultieren. Uber die enzymatische Hydrolyse der penetrierten liposo-
malen Lipide liegen ebenfalls keine Untersuchungen vor.

Zur Klarung dieser Fragen wurden verschiedene neue Versuchsansatze gewabhlt,

wobei bewuf3t der Bogen vom einfachen ModellsystenStiatum corneunvesikel
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(SCV), Uber die rekonstituierte humane Epidermis (ReHE) zum intakten humanen

Stratum corneun(SC) gespannt wurde:

Das Modellsystem detratum corneunvesikel (SCV):

Die Lipide des humanen plantaren SC wurden extrahiert und quantifiziert. Aus den
Lipiden wurden in Anlehnung an Lasch und Mitarbeftrdie SCV herge-
stellt. Diese stellen ein einfaches ModellsystemLg@d barriere de§tratum
corneumgdar.

Die SCV wurden physikochemisch charakterisiert. Die Wechselwirkung der SCV mit
Liposomen aus synthetischen Lipiden wurden untersucht und die Parameter,
die diese Wechselwirkung bestimmen, charakterisiert.

Die SCV erlaubten es strahlungsinduzierte Oxidationsvorgange zu untersuchen. Die
Lipidperoxidationsprodukte wurden isoliert, quantifiziert und die Funktion

des Cholesterol als Antioxidants der Hornschicht bestimmt.

Aus den Befunden dieses ersten Abschnittes wurde folgende Arbeitshypothese
entwickelt: topisch applizierte Lipide kbnnen, abhéngig von ihrer Zusammensetzung,
mit den interzellularen Lipiden deStratum corneum®ntweder keine Wechsel-
wirkung eingehen oder nach einer starken Wechselwirkung mit diesen fusionieren.
Durch die Fusion werden die Vesikel in den obersteat@n corneumSchichten
aufgehalten, verbleiben dort und mischen sich mit 8eatum corneuntipiden.
Dadurch verstopfen sie Penetrationswege, die von Menon und®&liasowie von
Schatzlein und Cev®® nachgewiesen wurden. Daraus folgt, da Liposomen, die
eine starke Wechselwirkung aufweisen, eine niedrige Penetrationsrate aufweisen
sollten und Liposomen die keine Wechselwirkung zeigen, schnell in das SC penetrie-
ren sollten. Um diese Arbeitshypothese zu Uberprifen, wurden Untersuchungen an
der rekonstituierte humane Epidermis (ReHE) und am isoliéteatum corneum

durchgefuhrt.

Die rekonstituierte humane Epidermis (ReHE):

Es sollte geklart werden, ob die spezifischen Wechselwirkungen, die zwischen den
SCV und Liposomen aus synthetischen Lipiden auftreten, auch im Zellver-
band der ReHE nachweisbar sind. Die Stérungen, die topisch applizierte lipo-

somale Lipide in der ReHE induzieren, wurden bestimmt. An ausgewahlten

4
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Lipiden wurde untersucht, ob die spezifische Wechselwirkung zwischen den
topisch applizierten liposomalen Lipiden und den SC Lipiden einen Einfluf3

auf die Penetrationsgeschwindigkeit hat.

Das intakteStratum corneuniSC):
Ziel des Komplexes war es, die am Modell der SCV und der ReHE gewonnenen

Befunde auf das intakte SC zu Ubertragen. Dazu wurden ausgewabhlte Lipide
auf das SC appliziert und die daraus resultierenden Stérungen im SC kalori-
metrisch und infrarot-spektroskopisch untersucht. Weiterhin wurde die Pene-
tration von Liposomen bzw. liposomalen Lipiden und koapplizierten
Modellsubstanzen durch das isolierte SC gemessen. Da im SC verschiedene
Hydrolasen vorkommen, wurde die Aktivitat der dort vorhandenen Phospho-
lipase A (PL A;) erstmals genauer untersucht. Ziel war es, die Hydrolyse

topisch applizierter (liposomaler) Lipide einzuschatzen.

Die vorliegende Arbeit erlaubt einerseits einen Einblick in den Mechanismus der
strahlungsinduzierten Lipidperoxidation des humanen epidermaitratum
corneumsWeiterhin wird gezeigt, welchen Einflul3 die Lipidzusammensetzung von
Liposomen auf die Penetration in daisatum corneurhat und es werden die daraus

resultierenden Storungen bestimmit.



3.1 Das Organ Haut

3. Grundlagen

3.1. Das Organ Haut

Die Haut ist mit ca. 2 mund einem Gewicht von ca. 3 kg das gréRte Organ des
Menschen. Anhand ihres Aufbaus kann man sie in 3 Schichten unterteilen: die
Subcutis, die Dermis und die apikal liegende Epidermis. lhre Starke betragt 1,5 bis
4 mm, wobei 0,1 mm auf die Epidermis entfallen. In die Haut eingebunden sind
verschiedene Hautanhangsgebilde, wie z. B. die Nagel und die Haare, sowie die
Schweil3- und Talgdrtsen.

Die einzelnen Schichten der Haut erfullen vielfaltige Aufgaben. Die Subcutis besteht
zum grof3ten Teil aus Lipozyten und Bindegewebe. Sie dient der Thermoregulation
und ist Energiespeicher. Die Dermis bildet durch ihre Fasern aus Kollagen, Elastin
und Retikulin einen effektiven mechanischen Schutz. Sie ist fur die Elastizitat
zustandig, stark durchblutet und der Sitz der Nervenfasern. Der apikal liegenden
Epidermis kommt eine besondere Bedeutung zu. Sie besteht aus Keratinozyten in
unterschiedlichen Differenzierungsstadien. Die Differenzierung endet mit der
Bildung des Stratum corneums das aus enddifferenzierten Keratinozyten
(Korneozyten) besteht. Diese sind in multilamellare Lipidschichten eingebettet. Das
Stratum corneum schitzt den Organismus vor korperfremden Substanzen,
eindringenden Mikroorganismen und unkontrolliertem Wasserverlust.

Weitere Zellen in der Epidermis sind die Melanozyten, die Melanin synthetisieren
und dadurch die schadigende solare UV-Strahlung absorbieren, die Langerhans-Zelle
mit Makrophagenfunktion und die Merkelzelle, die als Sensor bei der Ubertragung

von Beruhrungsreizen dient.
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3.2. Die Epidermis

Die Epidermis ist die auf3erste Schicht der Haut und l&R3t sich histologisch in
verschiedene Schichten einteilen (Abb. 1). Uber 90 % der Zellen sind Keratinozyten,
die in der Epidermis in unterschiedlichen Differenzierungsstadien vorliegen. In
diesen Stadien unterscheiden sich die Keratinozyten immunhistochemisch, physio-
logisch und in der Anzahl und Funktion ihrer Organellen. Die Differenzierung der
Keratinozyten endet mit der Stratifizierung, der Ausbildung der Hornschicht, deren
Zellschuppen durch Abschilferung verloren gehen.

Alle Keratinozyten gehen aus einem Stammzellsystem hervor, das aus Keratino-
blasten besteht. Dieses ist an der Grenze zwischen Epidermis und Def@tigatum
basale lokalisiert. Die Zellen des Stammzellsystems bilden ein einschichtiges,
saulenférmiges Epithel und sind Gber Hemidesmosomen mit der darunter liegenden
Basalmembran verbunden. Untereinander stehen die Zellen Gber Desmosomen in
Kontakt.

Die Zellen des epidermalen Stammzellsystems lassen sich immunhistochemisch
durch die Expression der Keratine K5/K14 und spezieller Integrine charakterisieren.
Die Integrine sind Heterodimere und bestehen aus eiend einerf3-Untereinheit.
Innerhalb der undifferenzierten Zellen désatum basaldreten Integrine mit einer
B1-Untereinheit in hoher Konzentration auf. Immunhistochemisch kannugas
(Ligand: Kollagen und Laminin 1), dassf;- (Ligand: Laminin 5, Laminin 1), das
osB:- (Ligand: Fibronektin), sowie dasigfi- und agf;-Integrin nachgewiesen
werden®”. Nur im Bereich der basalen Zellmembran tritt auRerdenoigsinte-

grin auf, das mit hemidesmosomalen Proteinen der Basalmembran assoziiert ist.

Die direkt aus den epidermalen Stammzellen hervorgehenden Keratinozyten
(transient amplifizierende Zellél??) kénnen sich noch 4 - 5mal teilen. Die Tochter-
zellen der transient amplifizierenden Zellen, die Ubergangszellen, exprimieren kein
0gB4-Integrin mehr und verlieren den Kontakt mit der Basalmembran. Es beginnt
einen terminaler Differenzierungsprozess, der mit der Bildung des Korneozyten
endet.

Keratinozyten, die in die Differenzierungsphase eintreten undSttasum basale
verlassen, wandern in apikaler Richtung in das 2 -4 Zell-Lagen dtiaum

spinosum das sie individuell und aktiv innerhalb von 14 Tagen durchqueren. Es
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kommt zu einer Zunahme des plasmatischen Volumens und der Organellen. Da die
Zellen durch Desmosomen weiterhin miteinander verbunden sind, besitzen sie ein
stachelférmiges Aussehen, nach der diese Zellschicht benannt ist. Charakteristisch

fur dieses Differenzierungsstadium ist die Expression des Keratinpaares K1/K10.

Stratum corneum

Stratum lucidum

Keratinosomen

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Desmosom

Stratum basale

Basalmembran mit Hemidesmosomen

Abbildung 1:

Schematischer Querschnitt durch die humane EpidermiStiatum basalestehen die Zellen saulen-
formig auf der Basalmembran und sind iiber Hemidesmosomen mit dieser verbunden. Uber Desmo-
somen stehen die Zellen untereinander in Kontakt. Nach dem Beginn der Differenzierung wandern die
Keratinozyten in dastratum spinosunund dasStratum granulosumiEs kommt zur Synthese von
Keratohyalin und zur Bildung von Keratinosomen. [Zsatum corneunbesteht aus multilamellaren
interzelluldaren Lipidschichten (MILL), in die die ausdifferenzierten Keratinozyten (Korneozyten)
eingebettet sind. Modifiziert nach Frits€h.

Im sich apikal anschlieRende®tratum granulosunkommt es zur Bildung von

Keratohyalingranula, in denen Profilaggrin und Keratinfilamente aggregieren. In
Folge weiterer Differenzierungsvorgdnge kommt es zur Expression der Keratine
K2e/K9, zur Bildung von Filaggrin, das die Vernetzung der Keratinfilamente fordert
und zur Bildung von Involukrin, das den spater entstehenden Korneozyten

stabilisiert. AuBerdem treten ifGtratum granulosunin apikaler Richtung zuneh-
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mend intrazellulare Organellen, die Keratinosomen auf. Fir diese Organellen werden
synonym die Begriffe "epidermal lamellar body", "Odland bodies" (nach ihrem Erst-
beschreiber), "membrane coating granules” (da sie von einer trilamellaren Membran
umgeben sind) oder "Cementosomen" verwendet. Diese 0,2 - 0,5 um grof3en sekre-
torischen Vesikel stammen aus dem Golgi-Apparat und enthalten neben geordneten,
lamellaren Lipiddoppelschichteﬂm) alle fur die Ausbildung einer intakten Horn-
schicht notwendigen Komponenten. Dazu gehéren neben Lipiden (z. B. Ceramide,
Fettsduren, Sterole und deren Derivate) auch eine Vielzahl von Hydrolasen (z. B.
Lipasen und Proteasen).

Apikal an das physiologisch sehr akti&tratum granulosunschlief3t sich das
physiologisch inaktive (toteptratum corneumdie Hornschicht, an. Es besteht aus
enddifferenzierten Keratinozyten, den Korneozyten, die in multilamellare
Lipidschichten eingelagert sind. An der scharfen Grenze beider Strata entsteht eine
Ubergangszone, in der es zu einem massiven Umbau innerhalb der Keratinozyten
kommt. Proteasen und Nucleasen bauen fast alle Zellorganellen, die RNA und die
DNA des Keratinozyten ab. Durch Sekretion wird der Inhalt der Keratinosomen in
den extrazellularen Raum ausgeschittetEs kommt zur Bildung von multilamella-

ren Lipidschichten, in die die Korneozyten eingebunden sind. Je nach Korperregion
hat dasStratum corneuneine Starke von 10 - 80 um und kann aus bis zu 20 aufein-
anderliegenden Schichten aus Korneozyten und interzellularen multilamellaren
Lipidschichten bestehen. A&ratum corneum conjunctubezeichnet man den basal
liegenden, eng gepackten Teil der Hornschicht (3 -5 Lagen stark), wahrend der
apikal sehr locker aufgebaute Bereich @astum corneum disjunctubildet. Von
diesem wird ungeféhr alle 24 h die oberste Schicht der Korneozyten abgeschilfert.
Der gesamte Differenzierungsvorgang der Keratinozyten Stsatum basaléis zur
Abschilferung der Hornzellen dauert einen Monat. Die Abschilferung ist ein
enzymatisch kontrollierter Vorgang, der durch eine Serinproteiridsg!!™
kontrolliert wird. Der EinfluR der SterolsulfataS€ an diesem ProzeR ist umstritten.
Mehrere externe Faktoren beeinflussen die Differenzierung des Keratinozyten. Dazu

gehoren der epidermale Wachstumsfaktor EG¥ der Tumornekrosefaktor TNG-
der transformierende Wachstumsfaktor TB#£?, die Vitamine A, C und **°, die

Temperatuf**® und die KalziumkonzentratidrP.
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Die genaue extrazellulare Kalziumkonzentration ist nicht bekannt. Sie igtamr8
basale niedrig, nimmt in apikaler Richtung zu und erreicht anratBm
granulosum/Stratum corneurdbergang das Maximum. InStratum corneum
disjunctumkonnte weder intra- noch extrazellular?Caachgewiesen werdétf®),

Die Kalziumkonzentration innerhalb der Epidermis unterliegt einer genauen Regula-
tion ™22, Wahrscheinlich liegt die epidermale Kalziumkonzentration im millimolaren

Bereich, da die Differenzierung der Keratinozyten in vitro 10 mKf Ganotigt?.

60

-l - Phospholipide
f.—Ceramide
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fxffreie Fettséuren
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3 ]
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Abbildung 2:

Veranderung der Lipidzusammensetzung innerhalb der humanen Epidermis von den basalen Zell-
schichten $tratum basaleSB undStratum spinosumSS) Uber daStratum granulosunSG) zum
apikalenStratum corneuntSC) (modifiziert nach Elias und Merio}).

Parallel mit der Differenzierung der Keratinozyten v@tratum basalebis zur
Ausbildung desStratum corneuméndert sich die Lipidzusammensetzung innerhalb
der einzelnen Strat8. Von basal nach apikal kommt zu es einer Abnahme der
Phospholipide und einer Zunahme der freien Fettsauren. Auch die Konzentration der
Ceramide nimmt zu (Abb. 2). In einer sehr groben Naherung kann man davon ausge-
hen, dal® die freien Fettsauren, die Ceramide und das Cholesterol in equimolaren

Mengen imStratum corneumrorhanden sind.
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3.3. Das Stratum corneum

Das apikal liegend&tratum corneunbildet durch seinen spezifischen Aufbau die
entscheidende Barriere der Epidermis. OhneSdiegum corneunwirde der Mensch
taglich 20 Liter Wasser transepidermal verlie?é¥. Bei intakter Barriere betragt der
Verlust nur 0,4 mghcm? ©®. Das entspricht 0,16 Liter pro Tag. D&$ratum
corneum besteht aus Hornschuppen (Korneozyten), die in multilamellare
Lipidschichten eingebettet sind. Die Starke &tsatum corneumsvird durch die
Anzahl der aufeinander gestapelten Korneozyten bedingt und variiert je nach Korper-
region und Jahreszeit zwischen 10 undu80®*®. Firr groRe hydrophile Molekiile

gibt es keine direkten Penetrationswege durchSiegum corneumLipophile und

sehr kleine hydrophile Substanzen (z. B. Wassermolekile) kénnen nur entlang der
multilamellaren  Lipidschichten diffundieren. Der Penetrationsweg verlauft
"maanderférmig” um die Korneozytél¥ und betragt ca. 500 pm, ein Vielfaches der
Starke destratum corneums

Ein ahnliches Prinzip der Diffusionsbarriere haben die hoheren Pflanzen entwickelt,
die sich ebenfalls vor unkontrolliertem Wasserverlust schitzen muissen. Auf der
pflanzlichen Epidermis ist eine Kutikula aufgelagerte, die aus Wachsen besteht.
Diese weisen Uber weite Bereiche kristalline Struktur auf. Die Penetration hydrophi-
ler Molekule durch die Kutikula ist ebenfalls nur maanderférmig an der Grenzflache
zwischen kristallinen fluiden bzw. amorphen Bereichen modfiich

Als charakteristische physikalische MeR3gré3e des intaBteatum corneumsvird

oft der transepidermale Wasserverlust (TEWL) verwendet. Dieser nimmt bei einer
akuten Stoérung der Barriere stark zu. Eine teilweise Extraktion der Lipide durch
Azeton oder Natriumdodecylsulfat (SDS) erhdht den transepidermalen Wasserverlust
von 9 ppm cnif h! um den Faktor 30 - 1067.

Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, da3 der TEWL an einzelnen Korperteilen
variiert und einem zirkadianen Rhythmus unterlié8®. Die Autoren zeigten, daR

der TEWL an der Stirn um Mitternacht 29 ¢’mi* betragt und dann tiber 12 h auf
10,4 g n? bt abfallt. In den nachsten 12 h steigt er dann wieder an. Das bedeutet,
daf} die Diffusionsbarriere d&ratum corneums8ber den Tag nicht konstant ist.

Zur Strukturbeschreibung d&tratum corneumsvurde der Begriff des "Backstein-

Mortel"-Modells von Elias®? eingefiihrt. Neuere Untersuchungen belegen, daR
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3.3. Das Stratum corneum

dieses Modell zu stark vereinfacht. D&isatum corneunist in sich sehr heterogen.
Bonté und Mitarbeitef*” zeigten, daR die Phospholipidkonzentration von basal nach
apikal abnimmt. Die Konzentration der freien Fettsauren und der Ceramide nimmt in
der gleichen Richtung zu. Ebenso verédndert sich die Konzentration der Kalium-,
Natrium- und Chlorid-lonen innerhalb d&tratum corneum&®Y. Die Kalziumkon-
zentration nimmt von basal nach apikal‘&0. Phosphat kommt nur in sehr geringer
Konzentration vor.

Uber dasStratum corneunbesteht ein ausgepragter pH-Gradi€fft. Im apikalen
Stratum corneundisjunctum betragt der pH- Wert bei Mannern 4,5 und bei Frauen
5,3 und nimmt bis zum ober&tratum granulosurauf 6,9 zu. Das entspricht einem
Sprung von 2 pH-Einheiten Gber 10 - 15 pm.

Innerhalb desStratum corneumsauf3erhalb der Korneozyten, kommen verschiedene
Proteine und Enzyme vor, die sich in ihrer Konzentration und Aktivitat unterschei-
den: Proteinaseff?°1!Y) Lipasen®®1141%%) B.Glukocerebrosidasen, Ceramidasen
®188)nd Sphingomyelinasetf®.

Diese Untersuchungen belegen, dal3 $ratum corneunkeine homogene Matrix
bildet, in sich sehr heterogen ist und neben den Korneozyten und den multilamellaren

Lipidschichten eine Vielzahl weiterer biologisch aktiver Substanzen enthalt.
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3.4. Die Lipide des Stratum corneums

Die Zusammensetzung d8tratum corneuniipide wurde erstmals von Lampe und
Mitarbeitern ®® aufgeklart. Friihere Versuche von Nieminen und Mitarbeitéfth

waren nicht erfolgreich. Die Autoren beschrieben, daf3 die multilamellaren
Lipidschichten desStratum corneumgén wesentlichen aus Ceramiden, freien Fett-
sauren und Sterolen bestehen (Abb. 3). Der Anteil an ungesattigten Fettsauren ist im
Stratum corneumsehr niedrig. Die Analysen zeigten aufl’erdem, dafRR die
Zusammensetzung dé&tratum corneumgwischen verschiedenen Korperregionen

variiert (Tab. 1).

Tabelle 1:
Zusammensetzung d&tratum corneunlipide unterschiedlicher Korperregionen nach Lampe und

Mitarbeitern®®. Die Angaben sind in Gewichtsprozent.

Lipidfraktion Gesicht Bauch Beine FulRsohlen
Phospholipide 3,3 4,9 5,2 3,2
Glykosylceramide 6,7 2,6 3,4 6,4
Cholesterolsulfat 2,7 1,5 6 3.4
freie Fettsauren 19,7 19,3 13,9 9
Ceramide 19,9 15,5 22,6 28,4
freie Sterole 17,3 14 20,1 32,8
Triacylglycerole 13,5 25,2 20,1 5,9
Sterolester 6,2 6,1 4,6 7,1
Squalen 6,9 6,5 3,6 2,9
n-Alkane 2,8 3,7 3 2,9

Lavrijsen und Mitarbeiter *®® fanden Unterschiede in der Lipidzusammensetzung
desStratum corneumBei finf untersuchten Individuen. Die relativen Anteile der Di-
bzw. Triacylglycerole variierte zwischen 10,5 - 75,9 %, die der Ceramide zwischen
5,3 - 36,4 % und die der freien Fettsauren zwischen 2,4 - 12,3 %. Rogers und Mitar-
beiter **9 zeigten, daR die Konzentration all&tratum corneurrLipide einem
jahreszeitlichen Gang unterliegt. Sie ist im Winter niedriger als im Sommer und
nimmt mit steigendem Alter ab. Untersuchungen von Denda und Mitarf3&itsig-

ten, dafd sich bei Frauen die Zusammensetzung der Ceramidfraktionen mit dem Alter
andert.

Neuere Studien von Bonté und Mitarbeitéffl belegten, daR die Lipidzusammen-
setzung auch innerhalb d&sratum corneunvariiert. Die Autoren zeigten mit der

AMD unterstitzen HPTLC Analytik, dal3 die Konzentration der freien Fettsauren, der
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3.4. Die Lipide des Stratum corneums

Sterole und der Ceramide von den basalen BereicherSulagim corneumsn
Richtung Stratum corneum disjuncturnunimmt, wéahrend die Konzentration der
Phospholipide abnimmt. Gleichzeitig nimmt das Verhaltnis der freien Fettsauren zum
Cholesterol (FA/Ch) und das Verhaltnis der freien Fettsauren zu den Ceramiden ab.
Diese Veranderungen stehen wahrscheinlich mit der Abschilferung der Hornzellen in
engem Zusammenhang.
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Abbildung 3:

Die Grundstrukturen der wichtigstedtratum corneuntipide: freie Fettsauren (FF, z. B. Olsaure),
Cholesterol (Ch), Cholesterolsulfat (ChS), Ceramide (Derivate des Sphingosins (Cer) und des
Phytosphingosins (X= -OH)), Triacylglycerole (TAG), Sterolester (ChE).

Obwohl die Zusammensetzung d&ratum corneuntipide nicht einheitlich ist, ist

eine Variation in der Zusammensetzung nur in engem Rahmen mdglich. Inhibiert
man namlich die Schlisselenzyme der fur diese Lipide spezifischen Synthesewege,
so kommt es zu einem starken Anstieg des transepidermalen Wasserverlustes und zu
morphologischen Veranderungen im Aufbau @&#stum corneumsDas konnte

durch spezifische Hemmung der Acetyl-CoA Carboxyl4s®, der HMG-CoA
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3.4. Die Lipide des Stratum corneums

Reduktaseé® und der Serin-Palmitoyl Transferas€”, den Schliisselenzymen der

Fettsdure-, Cholesterol- und Sphingolipidbiosynthese nachgewiesen werden.

3.4.1. Die Ceramide desStratum corneums

Ceramide sind Derivate des Sphingosins oder des Phytosphingosins (Abb. 3), die mit
einer Fettsaure saureamidartig verestert sind. In den ersten Studien wurden die
Ceramide des SC nach ihrem chromatographischen Trennverhalten in 6 Gruppen
eingeteilt (1, 2, 3, 4/5, 61 und 61f°). Auf Grund der sich aber abzeichnenden
Heterogenitat deStratum corneunCeramide wurde von Robson und Mitarbeitern
(1%8) eine neue Nomenklatur vorgeschlagen, die insbesondere die molekulare Struktur
berticksichtigt. Diese Nomenklatur differenziert zwischen Derivaten des
Phytosphingosins und des Sphingosins, ob iklydroxygruppe der amidartig
gebunden Fettsdure verestert ist und ob die Ceramm&tellung hydroxyliert sind.

Durch die Veresterung dew-Hydroxygruppe mit Linolsauré®®? entsteht eine
Acylkette aus bis zu 32 Kohlenstoffatomen. Dieses Ceramid 1 kann auf Grund der
Kettenlange zwei Lipidmonoschichten durchspanféi und die multilamellaren
Lipidschichten desStratum corneumsniteinander "vernieten®. Deshalb ist das
Ceramid 1 fir die Stabilitat und Struktur der Lipidlamellen von grof3er Bedeutung
(23).

Einige Ceramide sind Uber die Hydroxygruppe kovalent mit den Hullproteinen der
Korneozyten verkniipft“?. Diese sogenannten nicht-extrahierbaren Ceramide
(Ceramid A, Ceramid B) bilden mit den Hullproteinen (Involukrin, Lorikrin und
SPRP ("small proline rich protein")) der Korneozyten den "lipid-envel8p@" Die
Hullproteine der Korneozyten weisen eifid-altblatt Struktur auf. Deshalb ist die
Packungsdichte der an sie gebunden Lipide sehr {fith

Zusatzlich zu den Ceramiden findet man i8tratum corneumauch reine
Sphingosine, wie z. B. das 6-Hydroxysphingosin mit einer Kettenlange von 18 - 20
Kohlenstoffatomen und Dihydrosphingosine (Sphinganine) mit einer Kettenlange aus
bis zu 26 KohlenstoffatoméeH >,
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Die Fettsduren deStratum corneums

Die multilamellaren Lipidschichten deStratum corneumenthalten einen grof3en
Anteil an freien Fettsduren (Abb. 3), deren Acylketten aus 14 - 22 Kohlenstoffatomen
bestehen. Dabei liberwiegt der Anteil a.&£und Gg.-Ketten®®. Untersuchungen

von Ongpipatanakul und Mitarbeitefi” zeigten, daR im enddifferenziert8tratum
corneumOlséure (Gg.y) in einer separaten Phase vorkommt. Diese koexistiert mit
der geordneten Phase @&ratum corneurhipide.

Unklar ist, ob die imStratum corneumvorkommenden freien Fettsauren neu
synthetisiert, oder aus Membranlipiden hervorgeH&?. Eine am Stratum
granulosunStratum corneuntybergang und in den basalen Schichten $keatum
corneumsvorhandene Phospholipase A'® deutet aber darauf hin, daR freie
Fettsduren aus vorhandenen Lipiden hervorgehen kénnen. Dieser Vorstellung wird
durch Befunde von Mao-Quiang und Mitarbeitefi® gestutzt. Die Autoren
behandelten murine Haut mit Bromphenylacylbromid, einem spezifischen, PL A
Inhibitor. In der Folge sank die Konzentration der freien Fettsaureistiatum
corneum von 188 pug/mg SC auf 10pug/mg SC. Gleichzeitig stieg der
transepidermale Wasserverlust um den Faktor 2.

Die ungesattigten Fettsduren, insbesondere die essentiellen, sind fur den Aufbau und
Erhalt der Barriere entscheidend. Dabei kommt der Linolsauig,;(@-6) eine
besondere Bedeutung zu. Sie ist mit der endstandigetydroxyfettsdure der
Ceramide verestert. Dadurch entsteht das Ceramid 1, das die multilamellaren
Lipidschichten miteinander vernietet. Unter Linolsaure-Mangel kommt es zu einer
charakteristischen Stérungen des epidermalen Lipidstoffwechsels mit typischen
Verhornungsstérungen und einem erhohten transepidermalen Wasser#&Hust
Steht dem Organismus Linolsdure nicht in ausreichender Menge zur Verfliigung, so
wird sie durch Olsaure (g1 ersetzt und diese mit dep-Hydroxygruppe der
Ceramide verestert. Dieses Acylceramid-Derivat hat aber nicht die stabilisierende
Wirkung des Ceramid 1. Schon innerhalb &satum granulosumgommt es zu
einem Zerfall der Keratinosomen. Eine topische Applikation von Linolsaure oder

y-Linolensaure kann die mit diesem Mangel verbundenen Verhornungsstérung

reduziereri*??),
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3.4.2. Die Sterole desStratum corneums

Im Stratum corneunkommen im wesentlichen drei Sterolderivate vor (Abb. 3):
Cholesterol, Cholesterolsulfat und Sterolester. Insgesamt findet in der menschlichen
Epidermis 21 % der gesamten Cholesterolbiosynthese ®attDie epidermale
Synthese ist unabhangig von der hepatischen, da die Keratinozyten keinen LDL-
Rezeptor exprimieren. Anderungen der Cholesterolkonzentration im Blut haben
deshalb keinen EinfluR auf die Cholesterolbiosynthese in der Epidermis. Die
Synthese wird durch di@-Hydroxy-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) Reduktase
reguliert. Sowohl die Aktivitat als auch die Konzentration des Enzymes erhdht sich
in der Epidermis, wenn es zu einer Stérung der Barriere durch Azeton oder
Natriumdodecylsulfat (SDS) komrtf?).

Die Cholesterolkonzentration innerhalb d8fatum corneumainterliegt sowohl
einer individuellen, als auch einer korperregionalen Variation. Fur Cholesterol
wurden Werte zwischen 5,9 %8, 23 %1% ynd 35 %°*12) nachgewiesen. Eigene
Untersuchungen ®® an plantarem Stratum corneum ergaben individuelle
Konzentrationsunterschiede im Bereich zwischen 37,5 % und 54,2 % (n=6) und
eine mittlere Cholesterolkonzentration von 43,5+3% (n > 100). Neuere
Untersuchungen von Bonté und Mitarbeitétf belegen, daR auBerdem innerhalb
des Stratum corneumsdie Cholesterolkonzentration zwischen 2,5 -4 ug/cm
(12,2 - 17,4 %) variiert.

Cholesterolsulfat (ChS) gehért zu den polars&ratum corneuniLipiden. Die
Konzentration ist inStratum corneursehr niedrig und liegt zwischen 1,2 und 2,3 %.

In den tieferen Hornhautschichten ist die Konzentration hoher. Cholesterolsulfat
entsteht durch  Sulfatierung von Cholesterol mit 3'-Phosphoadenosin-
5'-Phosphosulfat (PAPS) und spielt wahrscheinlich bei der Abschilferung der
Hornzellen (Desquamation) eine Rolle. Es wurde postuliert, daf3 das negativ geladene
Cholesterolsulfat mit positiv geladenen Kalzium-lonen eine Stabilisierung der
multilamellaren Lipidschichten bewirkt. Eine irBtratum corneumvorhandene
Steroidsulfatase katalysiert die Hydrolyse des ChS in Cholesterol und Sulfat-lonen.
Dadurch soll es zu einer Destabilisierung der Lipidschichten und einer erleichterten
Abschilferung kommen.

Unterstitzt wurde diese Vermutung durch Untersuchungen von Long und

Mitarbeitern %, Die Autoren zeigten, daR die Cholesterolsulfat-Konzentration in
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abgeschilferten Korneozyten wesentlich niedriger ist, alsSimatum corneum
Bekannt ist auch, dal3 bei der X-chromosomalen rezessiven Ichthyose (RXLI), einer
Desquamationsstorung, die CholesterolsulfatkonzentrationStratum corneum
erhoht ist, da keine Steroidsulfatase-Aktivitat vorhanden ist. Dieser Befund
unterstitzt die Hypothese, dal3 Cholesterolsulfat direkt den Zusammenhalt der
Korneozyten verstarkt und die Steroidsulfatase die Desquamation beeinfluf3t.

Neuere Untersuchungen sind mit dieser Modellvorstellung nicht vereinbar. Die
Desquamationsstorung der RXLI konnte auch darauf beruhen, dal3 Cholesterolsulfat
im SC vorhandene Proteinasen henftfff. Die Proteinasen sind ebenfalls an der
Desquamation beteiligt. Sie hydrolysieren z. B. die Desmosomen, die die
Hornschuppen zusammenhalt®h'*?) So fiihrte die topische Applikation von ChS

zu einer RXLI-&hnlichen Desquamationsstorung mit erhdhter Desmoglein-
Konzentration, einem desmosomalen Protéi Die Autoren zeigten weiterhin, dai
Proteasen des Trypsin- und Chymotrypsin-Typs, die ebenfalStiatum corneum
vorkommen, durch Cholesterolsulfat inhibiert werden. Auch Zettersten und
Mitarbeiter *'* zeigten, daR die topische Applikation von Cholesterolsulfat zu einer
Stoérung innerhalb der multilamellaren Lipidschichten des SC fihrt.

Die Vermutung, daf} Cholesterolsulfat nicht direkt die Stabilitdt Seatum
corneumsbeeinflut, wird durch Lipidanalysen von Serizawa und Mitarbeff&fh
zusatzlich gestutzt. Die Autoren zeigten, dal3 bei hautgesunden Personen keine
Korrelation zwischen der Stabilitat d8g&ratum corneumand der Cholesterolsulfat-
Konzentration besteht. Trotz identischer Cholesterolsulfat-Konzentrationen weist das
Stratum corneunder Handflache eine 7fach hohere Stabilitdt auf, alsSt@gum
corneumdes Oberarms.

Bis heute ist die physiologische Funktion des Cholesterolsulf&tiatum corneum

nicht abschliel3end geklart. Es bleibt offen, ob die Koh&siorStr@asum corneums
durch ChS und die Aktivitat der Steroidsulfatase bestimmt wird, oder ob ChS

regulierend auf Proteinasen wirkt, die die Desquamation maf3geblich beeinflussen.

3.4.3. Die Struktur der multilamellaren Lipidschichten

Obwohl die Lipidzusammensetzung d8gatum corneumsnnerhalb bestimmter
Grenzen variiert, sind die Lipide hochgradig organisiert. lhre Synthese findet in den

Keratinosomen staff®. Nach Exozytose des Keratinosomeninhaltes arSttatum
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granulosun/Stratum corneunGrenze®® fusionieren die Lipide zu multilamellaren
Lipidschichten. Dieser Vorgang wird durch freie Fettsauren und die hohe
extrazellulare C& Konzentration beguinstigt.

Mit Hilfe elekronenmikroskopischer Untersuchungen und ROntgenbeugungs-
experimenten lalt sich die Struktur der multilamellaren Lipidschichten bestimmen.
Sie sind parallel zur Oberflache orientiert und treten in sich wiederholenden
Einheiten auf'’®.

Es wurde postuliert, dald3 die Ausrichtung der Lipidschichten durch die an die
Keratinozyten kovalent gebundenen Ceramide A und B, den "lipid envefdpe”
(Kapitel 3.4.1) beeinflul3t wird. Im Gegensatz dazu zeigten Studien von Kuempel und
Mitarbeitern ®?, daR sich dieStratum corneuntipide auch in Abwesenheit von
Korneozyten in multilamellare Lipidschichten organisieren. Es bleibt zu klaren, ob
der "lipid envelope" fir die Organisation der multilamellaren Lipidschichten wichtig
ist oder ob er nur eine stabilere Einbindung der Korneozyten in die multilamellaren
Lipidschichten erméglicht.

Rontgenstrukturstudien ergaben, dal3 die multilamellaren Lipidschichten zwei
voneinander unabhangige Schichtabstédnde aufweisen: einen grof3en mit 13,4 nm und
einen kleinen mit 6,4 nm Abstand. Neuere Untersuchungen in Verbindung mit
Elektronendichteprofilen erlaubten eine Zuordnung der Schichtabstdnde zu der
wahrscheinlichen molekularen Anordnung der Ligfd Der kleine Schichtabstand
entsteht aus vollstandig interdigitierten lamellaren Lipidschichten der kurzkettigen
Ceramide 2, 3, 4, 6 und Cholesterol. Der grofRe Schichtabstand wird durch
langkettige Ceramide des Typs 2, 3, 4, 6 bestimmt. Eine zusatzliche Stabilisierung
wird durch den vernietenden Effekt des Cerami® lsowie das Ceramid 5 und
Cholesterol erreicht. In dieser Modellvorstellung sind alle Acylketten parallel
zueinander in eine Richtung orientiert und die Kopfgruppen in die entgegengesetzte.
Altere Modellvorstellungen von Swartzendruber und MitarbeitEfth gehen davon

aus, dafl} die Ceramide spagatférmige angeordnet sind. Beide Modellvorstellungen
unterstutzen aber den vernietenden Einflu des Ceramid 1.

Der Ordnungsgrad der Lipidlamellen wird durch die Hydratation 8Sgatum
corneumsbestimmt ®®. Die Autoren zeigten, daR eine erhohte Hydratation kein

Anschwellen der Lipidlamellen zur Folge hat. Der grof3e Schichtabstand von 13,4 nm
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bleibt unverandert erhalten. Ursache ist, da das Ceramid 1 die multilamellaren
Lipidschichten miteinander vernietet und ein auseinanderweichen verhindert.

Die Struktur der multilamellaren Lipidlamellen wird weiterhin von der Temperatur
beeinflult. Bei 23 °C liegen die Lipide innerhalb der Lamellen in einer
orthorhombisch-kristallinen Phase V&*". Bei 55 °C kommt es zu einem Ubergang

in eine hexagonalen Packung. Ab 70°C findet ein weiteres sukzessives
Aufschmelzen der Lipide statt und bei 90 °C liegen alle Lipide in einer flussig-
kristallinen Phase vor.

Hervorzuheben ist, daR sowohl im intakt&tratum corneum®”, als auch in
Liposomen aus allefStratum corneuntLipiden (SCV) #'¥ Cholesterolanteile in

einer separaten kristallinen Phase vorhanden sind. Das bedeutet, dal die Lipide unter
physiologischen Temperaturen nicht in einer einzigen homogenen Phase organisiert
sind, sondern laterale Inhomogenitaten auftreten. Diese Befunde werden durch FT-IR
spektroskopische Messungen von Moore und Mitarbeltéthan Mischungen aus

Ceramid Il (aus Rinderhirn), Cholesteroid Palmitinsaure gestitzt.
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3.5. Die strahlungsinduzierte Oxidation der Lipide

Das humaneStratum corneumist als auf3erste Schicht direkt der natdrlichen UV-
Strahlung ausgesetzt. Die UV-Strahlung wird in 3 Wellenlangenbereiche eingeteilt:
UV-C (A <280nm), UV-B (280-320nm) und UV-A (320 -400nm). Die
kurzwellige UV-C Strahlung wird in den obersten Schichten der Atmosphére
absorbiert und erreicht die Erdoberflache nicht. UV-B Strahlung erreicht die
Erdoberflache nur in geringer Intensitat. Die Intensitat der UV-A ist auf der Erdober-
flache sehr hoch.

Die Transmission des SC fur UV-A und UV-B wurde von Bruels und Mitarbeitern
G bestimmt (Abb. 4). Sie betragt bei einer mittleren Dicke des SC 14 % fiir
A =290 nm (UV-B). Die langwellige UV-A Strahlung dringt tiefer in die Epidermis
ein. Die Autoren zeigten, dal? bei einer Wellenlange ¥6n365 nm 64 % der

auftreffenden Strahlung d&ratum corneurdurchdringen.
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Abbildung 4:

Penetrationstiefe von UV-Strahlung in dasatum corneunund die lebenden Epidermisschichten in
Abhéngigkeit von der Wellenlange. Es wurde e€stmtum corneunbicke von 20 pum angenommen
(modifiziert nach Bruels und Mitarbeitef¥).

UV Strahlung wirkt auf verschiedenen zellularen Ebenen und kann sowohl positive
als auch schadigende (im Extremfall mutagene und/oder letale) Effekte aufweisen.

So wird zum Beispiel das lebensnotwendige Vitamin (Dalciol) durch UV-B
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Strahlung aus seiner Vorstufe, dem Provitamig iD der Epidermis gebildet.
Andererseits kommt es aber unter hohen UV Dosen auch zu Stérungen im zellularen
Stoffwechsel %% es werden Zytokine freigeset#®, die Differenzierung der
Keratinozyten wird gestort'®!®) Enzymaktivitisten in der Epidermis werden
beeinfluRt ®388153154) die | ipidsynthese nimmt z(#>'°%) Anderungen in der
Genexpression treten aff® und es kommt zur Verdickung der Epiderrfi&),
AuRerlich sichtbar sind Erythembildurfd®® und Entziindungsprozes$e. Die
Wirkungen der UV-Strahlung auf zellularer Ebene sind vielfaltig, zum Tell
unverstanden und sollen hier nicht weiter ausgefthrt werden.

UV-Strahlung hat einen Einflul3 auf die Barriereeigenschaftei®tiegim corneums.
Nach Bestrahlung nimmt die Penetration von kleinen polaren Molekuléh2u
Holleran und Mitarbeitef?® zeigten, da es nach einer einmaligen UV-Bestrahlung
zu einer unvollstandigen Ausbildung der Keratinosomeiratum granulosurmit

einer gestorten Lipidsynthe$€) kommt. Insbesondere der Umsatz der Serin-Pal-
mitoyl-Transferase (SPT), dem Schliisselenzym der Ceramidsynthese, niffifht zu

Es kommt zu einer erhdhten Synthese der SPT-mRNA und einem Anstieg in der SPT
Konzentration 48 h nach der Bestrahluff Die multilamellaren Lipidschichten
kénnen sich auf Grund der gestdrten Lipidsynthese nicht richtig ausbilden und es
kommt zu einem Anstieg des transepidermalen Wasserver{{{&t&se Synthese der
Sterole, der freien Fettsauren und der Phospholipide nimmt ebenfalf®.zu
Ungefahr 120 - 140 h nach der Bestrahlung sind keine Stdrungen in der Barriere
mehr nachweisbar, da dann intakte Keratinosomen das SC erreicht haben.

UV Strahlung stoért auch unmittelbar die Zusammensetzung der multilamellaren
Lipidschichten. Thiele und Mitarbeit&f®) zeigten in vivo, dald eine einmalige UV-
Bestrahlung die Lipide deStratum corneumsexidiert. Es kommt zu einem Anstieg

von Malondialdehyd (MDA), einem Oxidationsprodukt der Acylketf&fl. Gleich-

zeitig nimmt die Konzentration an Vitamin E, einem lipophilen Antioxidants des
Stratum corneums ab. MDA verringert die Barriereeigenschaften von
Lipidmembranen®®”. Werden Liposomen mit UV-A bestrahlt, so kommt es zu
einem dosisabhangigen Anstieg von MDA und zu einer erhdhten Penetration
verkapselter Substanz&f.

Die Epidermis schutzt sich durch verschiedene Mechanismen vor der oxidierenden

Wirkung der solaren UV-Strahlung. Schutz vor der Oxidation bieten einerseits die
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epidermalen Vitamine E und €84+18®) sowie eventuell digrans-Urokaninsaure
(t-UCA), ein Abbauprodukt des Histidift§***°)

Es ist bis heute nicht geklart, ob eine der oben aufgefihrten Substanzen als das
entscheidende Antioxidanz der Epidermis wirkt, oder ob alle Substanzen zusammen
wirken. Denn da daStratum corneunphysiologisch weitgehend inaktiv ist, kbnnen
oxidierte Substanzen nur langsam oder uberhaupt nicht regeneriert werden. Das
Stratum corneumkann sich deshalb veréndernden Strahlungsbedingungen nicht
unmittelbar anpassen.

Weder die UV-A noch die UV-B Strahlung sind energiereich genug, um Lipide
direkt zu oxidieren. Sie kdnnen aber von den natirlichen Pigmenten der Epidermis
und desStratum corneumsbsorbiert werden. Das Pigmentmolekil geht dadurch
vom Grundzustand®$) in den angeregten Zustan) uber, von dem es in den
langlebigen Triplett-Zustand>%) wechseln kann (Abb. 5). Die Energie des
Pigmentmolekuls im angeregten Zustandes kann eine Lipidperoxidation auslosen.
Beim "Typ II"-Mechanismus reicht die Energie oS Zustandes zur Bildung von
Singulett-Sauerstoff*Q,) aus. Dieser reagiert mit ungeséttigten Lipiden (LH) zu
Lipidhydroperoxiden (LOOH). Beim "Typ I"- Mechanismus ist die Energie s
Zustandes ausreichend, ein Wasserstoffatom aus ungesattigten Lipiden zu
abzuspalten. Dadurch kommt es zur Bildung eines Alkylradikatg (Ind eines
anionischen Pigmentradikalsq$. Bei mehrfach ungeséttigten Lipiden ist das L

ein Pentadienylradikal, bei dem ein Elektron Uber 5 Kohlenstoffatome delokalisiert
ist ®9. Nach Reaktion mit ©entsteht dann z. B. aus Linolsaure ein 9- oder
13-Peroxyradikal (LO@), das nach Wasserstoffabstraktion aus LH zu einem
Hydroperoxid (LOOH) reagiert. Aus dem LH entsteht hierbei ein neues Alkylradikal
(Lo), das weitere radikalische Reaktionen auslost.

Aus dem in der initialen Reaktion entstandenen anionischen Pigmentradikal S
entsteht durch Reaktion mit,@as Superoxidanion () und das Pigment fallt in
seinem Grundzustand®S  zuriick. Aus dem Superoxidanion entsteht
Wasserstoffperoxid (#0.), aus dem das sehr reaktive Hydroxylradikal (HO
hervorgehen kann. Auch dieses kann mit ungeséttigten Lipiden zu Alkylradikalen

reagieren, aus denen dann erneut Lipidhydroperoxide (LOOH) entstehen kdnnen.
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Typ | Typ I

0,
LH OH®=—H,0, =—0 $
X v
H20 L= LOOH o 1k LH
LOO LOO LA 3
YN i 0,
P4 LH
¥
MDA 0,
Abbildung 5:

Schema der strahlungsinduzierten Lipidperoxidation. Nach Absorption von Strahlung geht das
Pigment in den angeregten Triplettzustat®) (iber. Es kann nach dem "Typ II"-Mechanismus seine
Energie direkt auf © unter Bildung von Singulett-SauerstoffOf) (ibertragen, welcher mit
ungesattigten Lipiden (LH) zu Lipidhydroperoxiden (LOOH) reagiert. Im "Typ I"-Mechanismus
entsteht aus defs unter Bildung eines Alkylradikals ein anionisches Pigmentradila),(8as zur
Entstehung eines Superoxidradikals fiihrt (verandert nach Gittti

Abbildung 6 zeigt den Reaktionsverlauf der Lipidperoxidation und die daraus
resultierende Bildung von MDA. Durch Abspaltung eines Wasserstoffatoms (H
aus einem ungesattigten Lipid entsteht ein Alkylradikal (Initiationsphase). Nach
Reaktion mit @ entsteht daraus ein Peroxylradikal, das unter Bildung eines neuen
Alkylradikals zu einem Lipidhydroperoxid reagieren kann. Das neue Alkylradikal
steht fur weitere Reaktionen zur Verfligung (Propagationsphase). Das Peroxylradikal
kann aber auch zyklisieren und es entsteht das Endprodukt Malondialdehyd (MDA),
sowie ein verkurztes Alkylradikal. Diese Kettenreaktionen werden beendet, wenn

zwei Radikale miteinander reagieren (Termination).
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Abbildung 6:
Radikalinduzierte Oxidation von ungeséttigten Lipiden zu Lipidhydroperoxiden (LOOH) und
Malondialdehyd (MDA).

Der Anteil an ungesattigten Lipiden infStratum corneum welche das
Oxidationsprodukt MDA bilden konnen, ist sehr niedfy'®® Trotzdem kann die
Oxidation einiger weniger ungesattigter Fettsauren, z. B. der Linolséawye (6),
weitreichende Folgen fur die Barriereeigenschaft haben. Linolsdure ist ein
Bestandteil des Ceramidl1l, das auf Grund der Acylkettenlange zwei
Lipidmonoschichten durchspannen kann und die multilamellaren Lipidschichten
miteinander vernietet (Kapitel 3.4.1 und Kapitel 3.4.3). Dadurch kommt diesem
Ceramid eine entscheidende strukturgebende Funktiéh®*2uwird die Linolsaure
oxidiert, kommt es zu einer Verklrzung der Acylkette und eine Stérung der Integritat
der multilamellaren Lipidschichten ist zu erwarten. Die Vermutung wird durch
Befunde des Linolsaure-Mangels gestitzt. Unter Linolsdure-Mangel kommt es zu

Verhornungsstérungen und einem erhohten transepidermalen Wassefi78tlust
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3.6. Der Einflul3 extern applizierter Lipide auf das  Stratum corneum

Mit den Studien von Mezei und Gualeskhar&f? begann 1980 das wissen-
schaftliche Interesse an den Wechselwirkungen zwischen Liposomen und der
Epidermis. Die Autoren zeigten, dal3 liposomale Formulierungen die Akkumulation
von Wirkstoffen in der Epidermis und der Dermis um das 3 - 5fache erh6hen. Lasch
und Wohlrad'°? belegten, daR eine liposomale Kortisol Formulierung den Wirkstoff
besser in die Haut transportiert als eine vergleichbare Wasser/Ol Emulsion. Diese
Befunde wurden von Artmann und MitarbeitéPhbestatigt. Die Autoren zeigten,

dal3 Liposomen aus der Lipidmischung Nat 106 (85 % PC, 10 % PE und 5 % saure
Phospholipide) die Penetration eines verkapselten Antikérpers und radioaktiver
Substanzen in den Organismus erh6hen. Detailierte Studien von Schubert und
Mitarbeiternt*®” konnten zeigen, daR Liposomen aus reinem Eilecithin nicht intakt in
das Stratum corneunpenetrieren und die verkapselten Substanzen aubtdatum
corneumOberflache freigesetzt werden.

Moloney “?® untersuchte den EinfluR unterschiedlicher Phospholipide auf die
Epidermis und zeigte, dal’ eine mehrfache topische Applikation den transepidermalen
Wasserverlust (TEWL) und die Absorption von Hydrokortison erhoht. Nach
Behandlung mit Dioleoylphosphatidylcholin stieg der TEWL von 1,3 + 0,3 gnfi®

auf 3,4+ 0,9 gfhcm? Das entspricht einer Steigerung um das 2,6fache. Rigide
Phosphatidylcholine und fluide Phosphatidylglycerole hatten keinen so starken
Effekt. Dal? Phospholipide in geringem Malf3 in die lebenden Schichten der Epidermis
penetrieren, laBt sich auch aus einer Studie von Thiele und Mitarb&8&rmn
schlie3en. Topische Applikation der Phospholipidmischung Nat 106 reduzierte die
Erythembildung nach UV-Bestrahlung signifikant. Die Ursache dafir wurde auf
zellularer Ebene nicht geklart, 1al3t aber vermuten, dafd die liposomalen Lipide in die
Epidermis eindringen. Hofland und Mitarbeité? zeigten, daR das Lipidgemisch

Nat 106 strukturelle Veranderungen in den multilamellaren Lipidschichten bewirkt.
Aus parallel durchgefiihrten Rontgenbeugungstudien wurde geschlossen, dafd sich die
Lipide der topisch applizierten Nat 106 Liposomen mit 8&atum corneurhipiden
mischen. Vesikel mit einem geringeren Anteil an Phosphatidylcholin blieben auf der
Oberflache desStratum corneumsliegen und bewirkten keine strukturellen

Veranderungen irBtratum corneum
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Im Rahmen einer umfangreichen Untersuchung zeigten Ganesan und Mit&iBeiter
dal3 die erhothte Penetration von liposomalen Lipiden (verglichen zu dem frei
applizierten Wirkstoff) auf Unterschieden in der thermodynamischen Aktivitat der
liposomalen und der waflirigen Kontrollformulierung beruhen.

Bis heute bleibt die Frage strittig, ob Liposomen zum Teil auch intakt iStdatsim
corneumpenetrieren kdnnen oder ob sie auf der Oberflache zerfallen und nur die
liposomalen Lipide penetrieren. Weiterhin ist unklar, welchen Einflu3 die
Lipidzusammensetzung topisch applizierter Liposomen auf die Penetration hat. Als
relativ gesichert fir liposomale Formulierungen gilt der maanderférmige
Penetrationsweg innerhalb der multilamellaren Lipidschichf&® Sowohl
penetrierende liposomale Lipide, als auch intakte Liposomen, kénnen die Struktur
der multilamellaren Lipidschichten i®tratum corneurmerandern. Beides hétte eine
erhohte Penetration koapplizierter Wirkstoffe zur Folge. Trotz intensiver Forschung
konnte nicht eindeutig geklart werden in welcher Form topisch applizierte
Liposomen penetrierefi®®. Ursache dafiir sind die verschiedenen experimentellen
Versuchsansétze, Untersuchungen an intakter Haut bzw. isoli§ttatom corneum

und die Verwendung von Material unterschiedlicher Organismen (Mensch, Schwein,
Maus).

Die in der Literatur beschriebenen Experimente zeigen, dal3 die Fluiditat der
Acylkette einen starken Einflul3 auf die Penetration bzw. Wechselwirkung der Lipide
mit denStratum corneunkipiden hat. Die topische Applikation von fluiden Lipiden
(aus Ei, Soja oder in Form von DOPC) stort die Organisation der multilamellaren
Lipidschichten starkef®79128167) ais entsprechende Lipide mit rigider Acylkette.
Yokomizu und Mitarbeitef°" zeigten mit Hilfe der FT-IR Spektroskopie, daR die
multilamellaren interzellularen Lipidschichten deStratum corneums nach
Applikation von fluiden liposomalen Lipide selbst fluider werden und Kirjavainen
und Mitarbeitern®® belegten, daR liposomale Lipide aus rigiden Phospholipiden
schlechter in die humane Epidermis penetrieren, als fluide Lipide.

Die Entwicklung von Vesikeln aus fluidem Phosphatidylcholin und Detergentien, die
eine extrem flexible Membran besitzER, eroffnete die Moglichkeit, Substanzen
effektiv durch dasStratum corneunin die lebenden Schichten der Epidermis zu
transportieren. Dadurch ergeben sich fiir Peptide wie z. B. In§HifY, Nar-

kotika“*? oder auch Antikorpet*Y) neue Applikationsformefi?. Bislang ungeklart
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ist aber der EinfluB, den diese penetrierenden Lipid/Tensid Gemische auf die
Struktur, Funktion und Organisation d8tratum corneuntipide haben. Ein von

Cevc und Mitarbeitern bestimmter FluR von > 0,1 mg Liptccim? 9 durch das
Stratum corneurféf3t eine massive Storung der Barriere vermuten.

In den letzten Jahren wurden auch kolloidale Trager aus lipidbeschichteten
Oltropfchen entwickelt, die nur 20 - 30 nm groR sind und lipophile Substanzen in
tiefere Hautschichten transportier€h Diese kolloidalen Trager sind, anders als
Liposomen, gegen Detergentien relativ stabil und kdénnen lipophile Substanzen in
hohen Konzentrationen aufnehmen. Auf Grund ihrer geringen Grof3e kénnen sie
besser durch natirlich vorhandene DefeK#'%® in das Stratum corneum
eindringen als die mindestens doppelt so groRen Liposomen.

Um den Einflu3 topisch applizierter Substanzen auf das SC zu erfassen wurden drei
verschiedene MelRRmethoden eingesetzt: die Kalorimetrie, die FT-IR Spektroskopie
und die Rontgenbeugung.

Schon 1975 konnte Van Duzee durch kalorimetrische Messungen zeigen, dal3 bei
40 °C und bei 75 °C eine Strukturveranderung in den multilamellaren Lipidschichten
des Stratum corneumsuftritt und daf bei 85 °C die Keratine und bei 107 °C die
nicht-fibrillaren Proteine denaturieren. Diese Temperaturangaben kdnnen zwischen
einzelnenStratum corneumProben um einige Grad variieren, was mit eigenen
Befunden bereinstimmt®'®, Trotzdem lassen sich imStratum corneum
charakteristische Ubergangstemperaturen bestimmen, die mit physikochemischen
Veranderungen korrelieren (Tabelle 2).

Die kalorimetrisch bestimmten Ubergangstemperaturen lassen sich mit FT-IR
Spektroskopie bestatigen. Sowohl ein lateraler orthorhombischer Ubergang zwischen
37 °C und 50 °C und das Aufschmelzen der Lipide zwischen 55 °C und 80 °C wurde
an intaktemStratum corneungemessef®>**® Golden und Mitarbeitef’® zeigten,

daR das Schmelzen der Lipide bei 70 °C eine Zunahme des transepidermalen
Wasserverlustes zur Folge hat. Auch an isolieBatum corneuntipiden ‘3" und

an Modellmischungen aus typische®tratum corneum Lipiden wurden
Phaseniibergange in diesen Temperaturbereichen geftfiden

Die von Bouwstra und Mitarbeitern®” durchgefilhrten umfangreichen
Rontgenbeugungsexperimente untermauern die FT-IR spektroskopischen und die

kalorimetrischen Befunde. Die Autoren zeigen, dal3 im hum&Bieatum corneum
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ein Ubergang aus einer lateralen kristallinen in eine laterale hexagonale Anordnung
stattfindet und zwischen 60 °C und 75 °C die Lipide schmelzen. Diese Studien
konnten die Struktur der multilamellaren Lipidschichten erstmals aufklaren.

Mit diesen 3 Methoden wurde auch der Einflul} verschiedener Substanzen auf die
Organisation derStratum corneumLipide untersucht. Die Studien konnten
nachweisen, dal Azoff”’® Ethanol ®® Olsaure™®® und Terpene!*? die
Organisation deBtratum corneurhipide nachhaltig stéren.

So bewirkte die Applikation von Nonan-, Decan- und Undecansaure eine erhohte
Penetration des MarkerparasAminobenzoesaure durch d&tratum corneum
Gleichzeitig verschob sich die Lage der endothermen Maxima des SC und es
veranderte sich dessen Enthalff&. Ursache ist wahrscheinlich, daR sich diese
Fettsauren imStratum corneurddsen. Auch einfach ungeséttigte (Olsaure) und
mehrfach ungesattigte Fettsduren (Linolsédure, Linolensaure) haben einen starken
EinfluR auf die Barriereeigenschaft. Dabei scheint sich die Olsdure nicht vollstandig
mit den Stratum corneumLipiden zu mischen®®®. Es kommt zur lokalen

Anreicherung und Doménenbildufig®.

Tabelle 2:
Endotherme Ubergange innerhalb des humaB@atum corneumsund die damit verbundenen
Strukturveranderungen. Zusammenfassung aus Naik®Paind Tanojo et af*".

Temperatur (°C) Komponente innerhalb des Stratum corneums
-10 Schmelzen der Lipide mit niedrigem Schmelzpunkt
35-45 rigider/fluider Phasentibergang innerhalb eng begrenzter Bereiche
55 lateraler Phasenubergang der Lipide von orthorhombisch nach hexagonal
70 Aufschmelzen der multilamellaren interzellularen Lipide
80 Schmelzen der proteinassoziierten Lipide und fibrillarer Proteine
100 Denaturierung nichtfibrillarer Proteine
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3.7. Das 3-dimensionale Zellkulturmodell der Epidermis

Das humaneStratum corneumsetzt sich aus Korneozyten zusammen, die in
multilamellare Lipidschichten eingebettet sind. Einfache Modellsysteme aus diesen
Lipiden erlauben, die Eigenschatft der Lipidbarriere zu charakterisieren (siehe Kapitel
5.2). DasStratum corneunist jedoch ein dynamisches, in sich heterogenes System
(siehe Kapitel 3.3). In die multilamellaren Lipidschichten sind nicht nur die
Korneozyten, sondern auch Proteine eingebunden. Dabei handelt es sich sowohl um
funktionsfahige Enzyme, als auch um strukturgebende Proteine bzw. Proteina-
ggregate (z. B. Desmosomen). Die Wechselwirkungen und die Stérungen, die exogen
zugefuhrte synthetische Lipide iBtratum corneunmduzieren, durfen deshalb nicht

nur an einfachen Modellsystemen &itsatum corneuntipiden untersucht werden.
Wichtig ist es, die Befunde auch an komplexen gewebeanalogen Modellsystemen zu
Uberprufen.

Vor einigen Jahren gelang es Rheinw&, das Stammzellsystem der Epidermis ex
vivo so zu kultivieren, dald sich die Zellen terminal differenzieren. Unter geeigneten
Kulturbedingungen entsteht ein der Epidermis ahnliches multizellulares Hautchen,
die rekonstituierte humane Epidermis (ReHE). Rosdy und Mitarbéiférzeigten,

daf} dieses Hautchen auch ohne Zusatz dermaler Faktoren generiert werden kann. So
ist es moglich, aus relativ wenigen epidermalen Zellen eine ReHE zu erzeugen, die
z. B. als autologes Transplantat verwendet werden %&hn

Weiterhin bietet die ReHE die Mdglichkeit, die Wechselwirkungen der Keratino-
zyten mit den dermalen Fibroblasten zu studieren oder Differenzierungsvorgange
innerhalb der Epidermis zu untersuchHéh'®”144182189 pia Expression typischer
Differenzierungsmarker kann in der rekonstituierten humanen Epidermis mit
Immunfluoreszenz-Techniken tberprift werdef’141%) pie ReHE laRt sich
auBerdem fur pharmakologische Studien einset?&h'°2127:1%% da sie ein gut
definiertes Modellsystem ist.

Aufbau, Struktur (26:59.89.127.162.169.18% 4 | inidzusammensetzun§®8%27:144 der

ReHE wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen mit der "normalen” Epidermis
verglichen. Einige dieser Studien weisen darauf hin, daf3 ein deutlicher Unterschied
zwischen der "normalen®™ Haut und der ReHE in Bezug auf die

Lipidzusammensetzung (siehe Kapitel 3.4) besteht. Insbesondere der Gehalt an
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Glykosylceramiden, Ceramiden und freien Fettsduren isStiratum corneunder

ReHE niedriger als im nativeStratum corneum®*®. Andere Arbeitsgruppen
konnten das nicht bestétigen. Das beruht zum Teil darauf, dal3 die native Epidermis
in ihrer Starke und Zusammensetzung individuellen Schwankungen unterliegt und
die Lipidzusammensetzung deStratum corneumszwischen verschiedenen
Korperregionen variiert (siehe Kapitel 3.4). Es existiert also keine "normale”,
standardisierbare Epidermis, die als Kontrolle herangezogen werden kann.

Als weiteren Faktor muf3 man berlcksichtigen, dal3 die Differenzierung der
Keratinozyten in eine ReHE von verschiedenen Kulturbedingungen beeinflufdt wird.
Dabei haben Hormone (z. B. EGF), die InkubationstempefdfirVitamine 4%,

Lipide und Kalziumionen einen starken Einflul3 auf die Struktur der ReHE und deren
Stratum corneumWeiterhin beeinflussen die relative Feuchte, das Vorhandensein
von 1,25-Dihydroxy-Vitamin B und die Unterlage, auf der die Zellen wachsen, die
Differenzierung und auch die Permeabilitat der Ref. Bis heute sind die
Faktoren, die die Differenzierung der Keratinoblasten steuern, nicht vollstéandig
aufgeklart. Es zeichnet sich aber ab, daf} unter geeigneten Kulturbedingungen eine
ReHE hergestellt werden kann, die in der Lipidzusammensetzung, der Struktur der
multilamellaren Lipidschichten und der morphologischen Erscheinung einer
"normalen” Epidermis sehr ahnlich {&t°. Eine solche ReHE kann sowohl auf einer

Filtermembran als auch auf einer toten Dermis kultiviert werden.

31



3.8 Die Lipasen des Stratum corneums

3.8. Die Lipasen des Stratum corneums

Im Stratum corneunkommen verschiedene hydrolytische Enzyme vor. Sie stammen
aus den Keratinosomen. Freinkel und Tracd2{kwaren die Ersten, die die Existenz
einer sauren Lipase, einer Glykosidase, einer Phospholipase A und einer Sphingo-
myelinase in den Keratinosomen der fetalen Rattenepidermis nachwiesen. Grayson
und Mitarbeiter’® bestatigten diese Befunde an muriner Epidermis. Menon und
Mitarbeiter 2 konnten eine neutrale und eine saure Lipase in den interzellularen
Bereichen de$Stratum corneumbkalisieren. Ebenso wurde Sphingomyelinase-Ak-
tivitat in subzellularen Fraktionen der humanen Epidermis von Bowser und®&ray
biochemisch charakterisiert. Die Autoren vermuteten aus ihren Untersuchungen die
Existenz einer extrazelluaren PhospholipasgL A;) oder PL A. Die Aktivitat
dieses Enzyms konnte von Elias und Mitarbeit&¥rim Stratum corneunfokalisiert
werden. Die hochste Konzentration kommtS$tnatum compactumwor und nimmt in
apikaler Richtung ab. In den auf3ersten SchichtenSiegum corneumsst die
Aktivitat am niedrigsten. Die PL AAktivitat wurde auch in Keratinozytenkul-
turen**® nachgewiesen. Neuere Untersuchungen zeigen, daR sowohl eine cyto-
solische, als auch mehrere sekretorische RRIgivitaten mit unterschiedlicher
Substratspezifitat existier&f®.

Eine normale PL A Aktivitat ist fur den Aufbau und Erhalt d&tratum corneum
Barriere sehr wichtig*'?. Nach Hemmung der PLAAktivitat durch topische
Applikation spezifischer Inhibitoren steigt der transepidermale Wasserverlust von
<2gm?h' auf 6-8gnfh™. Gleichzeitig nimmt die Konzentration der freien
Fettsauren und der neutralen Lipide$tnatum corneunab®®. Die Autoren zeigten,

dal} sich diese Effekte durch Koapplikation von Palmitinsaure aufheben lassen.
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4. Material und Methoden

Der Material und Methodenteil dieser Arbeit wurde zu grofen Teilen schon
publiziert und soll deshalb hier nicht nochmals aufgefuhrt werden. Die
Lipidextraktion und  Analytik ist im Anhangl Dbeschrieben. Die
Strahlungsbedingungen und die Analyse der daraus resultierenden
Lipidperoxidationsprodukte kann im Anhang 6 und im Anhang 7 nachgelesen
werden.

Die Praparation von humanedtratum corneum Vesikeln (SCV) steht im

Anhang 4. Die Herstellung detiposomen aus synthetischen Lipiden ist im
Anhang 8, sowie im Anhang9 beschrieben. Fir die physikochemische
Charakterisierung der Vesikel wurdeRontgenstrukturuntersuchungen (in
Kooperation mit Frau Dr. I. Zimmermann und Herrn Dr. G. Forster) fonder-
transformierte Infrarot-Spektroskopie (in Kooperation mit Herrn Dr. C. Selle und
Herrn Dr. W. Pohle) verwendet, die in Anhang 4 beschrieben sind. Dort sind auch
die elektronenmikroskopische Darstellung der Vesikelsuspensionen (in
Kooperation mit Frau Dr. B. Sternberg), sowie die experimentellen Bedingungen der
Fusionsmessungenvon fluoreszenzmarkierten Vesikelsuspensionen beschrieben.
Fur die fluoreszenzspektroskopische Bestimmung der Phasenibergangs-
temperaturen wurden die Liposomen mit 5 % Octadecylrhodamin (Molecular Probes,
Eugene, Oregon) markiert (siehe Anhang4) und die Verdnderung der
Fluoreszenzintensitat bei einer Aufheiz- und Abklhlgeschwindigkeit von 1 K/min
mit einem Hitachi F-4500 Fluoreszenzspektrometer registiféf. Fur die
kalorimetrischen Untersuchungen(in Kooperation mit Prof. W. Pfeil) an den SCV
wurden die Vesikel wie in Anhang 4 beschrieben hergestellt. Die Lipidkonzentration
betrug 50 mg/ml. Die MeRbedingungen waren die gleichen wie in Anhang 9
beschrieben. FilPenetrationsstudiendurch die SCV Membran wurden die Vesikel

in Anwesenheit von 1 M3-Glukose hergestellt und die nichtverkapselte Glucose
durch Gelfiltration (Sephadex-Saule, 12 x 3 cm) abgetrennt. Die
Lipidendkonzentration betrug danach ca. 1 mg/ml. Die Vesikel wurden wie im
Anhang 6 beschrieben bestrahlt und die durch die Membran penetrierte
Glucosekonzentration  wurde mit einer  Glucoseoxidase-Enzymelektrode
(ESAT 6660, Medingen, Dresden) quantifiziert.
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Die Untersuchungen an dezkonstituierten humanen Epidermis (ReHE) sind

im Anhang 8 dargestellt und wurden durch die Kooperation mit Prof. D. Reil3ig
ermoglicht.

Kalorimetrische Studien amintakten humanen Stratum corneum sind in

Anhang 9 beschrieben. Die Probenpraparation fur die bisher nicht veroffentlichten
FT-IR spektroskopischen Untersuchungen am intakten SC wurden auf die gleiche
Weise durchgefuhrt. Achtzehn Stunden nach Applikation der liposomalen
Suspensionen wurden die SC-Proben uber Phosphorpentoxid getrocknet und ein
FT-IR Spektrum wie in Anhang4 beschrieben aufgenommen. Fur die
Penetrationsstudien durch das intakte SC wurden 3 pul fluoreszenzmarkierte
Liposomensuspension (50 mg/ml Lipid) auf die physiologische AulRenseite
aufgetragen. Die Penetrationskammer ist in Anhang 9 beschrieben. Die
Fluorophorkonzentration (Rho-PE) betrug 5 %. Nach 18 h und 48 h wurde die
Konzentration des Fluoreszenzmarkers mit einem Hitachi F-2000 Spektrometer
bestimmt.

Die Untersuchungen zuPhospholipase A,-Aktivitat sind bisher nur auf

Tagungen vorgestellt wordéf?®2°821%) peshalb soll die Methode hier ausfiihrlicher
beschrieben werden. Humanes plant&testum corneunwurde tber Nacht bei 4 °C

in Anwesenheit von 0,1 % NaNin 0,1 M KCI oder 0,1 M HEPES (pH 7,3)
inkubiert. Nach Zentrifugation und Sterilfiltration (0,2 um Filter) wurde der Extrakt
lyophilisiert und bei -18 °C aufbewahrt. Das fluoreszenzmarkierte PSubstrat
NBD-Cg¢-PC  (2-(6-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)hexanoyl-1-hexadecanoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin) wurde von Molekular Probes (Eugene, OR) bezogen. Die
anderen fluoreszenzmarkierten Substrate waren Produkte von Avanti Polar Lipids.
Alle Substrate wurden in Ethanol gelost (5 mg/ml). Die enzymkinetischen
Messungen wurden in Mikrotiterplatten in PBS bei 30 °C durchgefihrt. Die Protein-
konzentration in einem MeRRansatz betrug 0,25 mg/ml, das Mel3volumen 250 pl und
die Substratkonzentration wurde zwischen 0 und 20 pg/ml variiert. Alle Messungen
erfolgten Uber 4 h im Doppelansatz. Die Fluoreszenzintensitat wurde im Minuten-
abstand bestimmt. Bei niedrigen Substratkonzentrationen ergab sich eine lineare
Korrelation zwischen der Fluoreszenzintensitat und der Endproduktkonzentration des

NBD-Cs, die fur die Berechnung Umsatzgeschwindigkeit verwendet wurden.
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4. Material und Methoden

Die Temperaturabhangigkeit der Hydrolyse und der EinfluB von lonen auf die
Hydrolyserate wurde mit einem Hitachi F-4500 Fluoreszenzspektrometer bestimmt.
Die Anregungswellenldange lag bei 465 nm und die Emissionswellenldnge bei
543 nm. Jede Hydrolyse wurde tber 30 min verfolgt und aus dem linearen Anstieg
der Fluoreszenzintensitat die Hydrolyserate bestimmit.

Fir diedunnschichtchromatographische Analyseder Hydrolyseprodukte wurden
Liposomen mit einer Lipidendkonzentration von 10 mg/ml wie in Anhang 9
beschrieben hergestellt. Ein waldriger SC-Extrakt wurde aus 1 g SC in 10 ml PBS wie
oben beschrieben hergestellt. Uber 20 h wurden 200 pl des Extraktes mit den
Liposomen in einem Gesamtvolumen von 1 ml bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliel3end wurden die Lipide mit 100 pl Chloroform extrahiert, auf eine HPTLC
Platte aufgetragen und in einer Horizontalkammer (Camag, Muttenz, Schweiz) mit
Chloroform/Methanol (65/35; v/v) und 3 % konz. Ammoniakldsung aufgetrennt.
Nach Derivatisierung der Lipide mit CugQdsung bei 180 °C (Anhang 1) fand eine
Quantifizierung mit dem Densitometer (Scanner I, Camag) und der Sofware CATS3

statt.
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5. Ergebnisse und Interpretation

5.1. Die humanen Stratum corneum Lipide

Die Lipidbarriere des humanen epidermal&tratum corneumsbesteht im
wesentlichen aus Ceramiden, Cholesterol und freien Fettsduren in unterschiedlichen
Anteilen (Kapitel 3.4). Ziel der Arbeit ist es, die strahlungs- und lipidinduzierten
Stérungen in der Barriere zu beschreiben. Dazu mul3te zuerst eine effiziente,

reproduzierbare Methode zur Analyse 8&matum corneurhipide etabliert werden.

5.1.1. Die chromatographische Trennung der Lipide

Mit der HPLC ist es bisher nicht gelungen, @featum corneunhipide mit einem
Lésungsmittelgradienten zu trennen. Weiterhin existierte bis vor wenigen Jahren kein
geeignetes Detektionssystem fir die heterogen zusammengeSttatam corneum
Lipide. Mdglicherweise  erdffnen die jetzt kommerziell verfigbaren
Lichtstreudetektoren einen alternativen Weg der Quantifizierung. Erste
erfolgversprechende Methoden wurden von Gildenast und (&caroffentlicht.
StandardméaRig werden deshalb d¢ratum corneumLipide mit sequentieller
Dunnschichtchromatographie (HPTLC) getrennt. Die mobile Phase mul3 idealerweise
aus bis zu 8verschiedenen Laufmittelgemischen bestefi&) da die
Zusammensetzung der Lipide sehr heterogen ist (Abb. 3). Das polarste Molekul ist
das Cholesterolsulfat und die unpolarsten sind die Sterolester. Die charakteristischen
Stratum corneuntipide lassen sich minimal in 3 Entwicklungsschritten nach einem
System von Melnik*?® trennen.

Alle manuellen, sequentiellen Techniken haben jedoch den Nachteil, daf3 die
Entwicklung mehrfach unterbrochen werden muR? und der Ubergang von einer
mobilen Phase zur nachsten abrupt stattfindet. Dieses beeinflu3t die Qualitat der
Trennung. Um diese Nachteile zu minimieren haben wir erstmals eine neue
Auftrennung der SC Lipide mit Hilfe der AMD unterstiitzten HPTLC entwick®Hh

Im Gegensatz zu dem spater von Bonté und MitarbeiféPh eingesetzten
Lésungsmittelgradienten gelang es uns, die im hum8t@tum corneumwvichtigen
Ceramide und die freien Fettsduren basislinien-genau zu trenheimang 1). Die

mit dieser Methode getrennten Ceramidfraktionen haben wir einer

Massenspektroskopie unterworfelAnhang 4). Dadurch ist es moglich, die
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5.1. Die humanen Stratum corneum Lipide

Massenverteilung der einzelnen Ceramidfraktionen zu bestimmen. Durch eine
nachgeschaltete Fragmentierung der Ceramide kann die Sphingosinbase und die mit
ihr veresterte Fettsaure identifiziert werden.

Auch ohne chromatographische Auftrennung ist eine Quantifizierung der
Ceramidgesamtkonzentration coulometrisch moglahhéng 3). Dazu werden die

Lipide verascht und der in der Probe vorhandene Stickstoff, der nur aus der

Ceramidfraktion stammt, wird elektrochemisch nachgewi€8&n

5.1.2. Die Zusammensetzung deStratum corneumLipide
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Abbildung 7:

Abhangigkeit zwischen dem Alter des Spenders und der Cholesterol- bzw. freien
Fettsdurekonzentration im plantai@tratum corneurmMit steigendem Alter nimmt die Konzentration

an freien Fettsduren ab. Die Werte der Regressionsgeraden sind 15,3 fiir den Ordinatenschnittpunkt
und 0,14 fir den Regressionskoeffizienten (r = 0,4). Die Konzentration des Cholesterols nimmt zu
(Ordinatenschnittpunkt: 53,3; Koeffizient: 0,25; r=0,48). Alle Proben wurden im 1984r
gesammelt. Experimentelle Bedingungen im Anhang 1.

Das plantaréstratum corneumveist einen sehr niedrigen Lipidgehalt auf. Im Mittel
konnten wir 2,2 % (w/w) Gesamtlipid extrahierémbang 1). Dieses entspricht den
Befunden von Egelrud und Mitarbeite?. Auf Grund der hohen Empfindlichkeit der
Methode waren 50 m&tratum corneunflr eine statistisch abgesicherte Analyse
ausreichend. Dadurch konnten wir mit der von uns entwickelten AMD unterstutzten
HPTLC Analytik die Lipidzusammensetzung des planté8&matum corneumson

verschiedenen Individuen quantifizieren.
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5.1. Die humanen Stratum corneum Lipide

Die Tabelle 3 zeigt die relative Lipidzusammensetzung unterschiedlicher SC Proben.
In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Lampe und Mitarbéitéist
Cholesterol das mengenmafig haufigste Lipid (Tabelle 1). Wir fanden individuelle

Unterschiede zwischen 37,4 und 54,2 Gewichtsprozent Cholesterol.

Tabelle 3:

Zusammensetzung der mengenmaflig haufigsten Lipide des humanen pl&trziten corneum
Gewichtsprozent. Die Trennung fand mit der AMD unterstitzten HPTLC statt. Experimentelle
Bedingungen in Anhang 1.

Lipide R Mittelwert | min2 max

n> 100
Phospholipide n. best. <1 n. best. n. best.
Cholesterolsulfat 0,13 2+0,1 1,2 2,3
freie Fettsauren 0,18 20,1+1,1 12 25,8
Ceramide (Typ Il/Typ IV§ |0,46/0,53 20,2+0,6 12,7 20
Cholesterol 0,69 4353 37,4 54,2
Triacylglycerol 0,73 45+0,5 3,4 5,9
Sterolester 0,93 9,4+0,6 8 18,9

a niedrigster und hochster Wert in allen untersuchten Proben
® Typ I1I: Sphingosin-Derivate, Typ IV: Phytosphingosin-Derivate

Abbildung 7 zeigt die Veranderung der Fettsaure- und der Cholesterolkonzentration
mit zunehmendem Alter des Spenders. Es besteht keine signifikante Korrelation.

Im Gegensatz dazu konnten wir erstmals zeigen, dal® eine signifikante Korrelation
(r= 0,823, p<0,01) zwischen der Konzentration der freien Fettsduren und den
Sterolen besteht (Anhang 1). Das bedeutet, dal’3 Individuen mit einer hohen
Cholesterolkonzentration im plantar8tratum corneuneine niedrige Konzentration

an freien Fettsduren aufweisen. Korrelationen zwischen dem Ceramidgehalt und
Alter, wie sie von anderen Autoren beschrieben witli&® konnten wir nicht
bestatigen.

Lavrijsen und Mitarbeitef'° zeigten, daR das Verhaltnis der freien Fettsauren zum
Cholesterol bei Patienten mit lamellarer Ichthyose deutlich niedriger ist, als bei
hautgesunden Personen. Die von uns analysierten Proben stammten aber von
gesunden Personen, so dal3 die Korrelation zwischen den freien Fettsduren und den
Sterolen eine andere Ursache haben muf3.

Es ist bekannt, daf} sich der Sterolstoffwechsel und der Fettsdurestoffwechsel der
Haut gegenseitig beeinflussen. Wird die Sterolbiosynthese der Haut durch den

kompetitiven Inhibitor Lovastatin gehemmt, so steigt die Konzentration der freien

38



5.1. Die humanen Stratum corneum Lipide

Fettsauren um 61 % &7?. Williams und Mitarbeitef**” fanden &hnliche Effekte in
Keratinozytenzellkulturen.  Auch  Nacktmé&use, die unter essentiellem
Fettsauremangel aufgezogen werden (“fatty-acid deficient”), weisen eine erhdhte
Sterolbiosynthese aff. Die Ursache fiir diese Zusammenhange sind nicht geklart.
Es ist moglich, dal’ die Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA) Reduktase, das
Schlusselenzym in der Sterolbiosynthese, fir diese Effekte verantwortlich ist. Das
Enzym wird durch Acetyl-CoA gehemmt, welches sowohl Ausgangssubstanz der
Fettsaurebiosynthese als auch Endprodukt @éDxidation ist. Eine erhéhte
Acyl-CoA Konzentration kénnte zu einer erhdhten Fettsdurebiosynthese fihren und

die Cholesterolbiosynthese hemmen.

5.1.3. Zusammenfassung

Mit der AMD unterstitzten HPTLC ist es mdoglich,
die palmo-plantaren Stratum corneum Lipide
im analytischen Mal3stab aufzutrennen und zu
guantifizieren. Der von uns entwickelte
Losungsmittelgradient ist auf die Trennung
der Ceramide und der freien Fettsauren
ausgelegt (  Anhang 1 ).

Durch Kombination der AMD/HPTLC-Technik mit einer
anschlielBender massenspektroskopischen
Analyse laR3t sich die Struktur der Ceramide
(Sphingosinbase und saureamidartig gebundene
Fetts&ure) bestimmen ( Anhang 2 ).

Eine Quantifizierung der Ceramidkonzentration ist
auch coulometrisch maéglich ( Anhang 3 ).

Die Zusammensetzung der Stratum corneum Lipide
unterliegt einer individuellen Variation.
Die Konzentration der freien Fettsduren und
der Sterole weist eine  signifikante
Korrelation auf ( Anhang 1) .
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

Die Lipide sind eine entscheidende Komponenten in der BarriereSttatum
corneums Deshalb wurden in der Vergangenheit von verschiedenen Arbeitsgruppen
Liposomen aus typischeStratum corneunhipiden hergestellt und als Modellsystem

der Barriere untersucht. Da die natlrlicheédtratum corneum Lipide fir
experimentelle Untersuchungen meistens nicht in ausreichender Menge zur
Verfiigung stehen, wurden Vesikel aus kommerziellen Ceramiden, einer gesattigten
Fettsaure, Cholesterol und Cholesterolsulfat hergestellt. Die Ceramide wurden aus
Sphingomyelin (aus Rinderhirn) durch enzymatische Hydrolyse gewonnen. Sie
unterscheiden sich in ihrer Struktur deutlich von den CeramidenStedsum
corneumsda sie kirzere Acylketten mit mehr Doppelbindungen aufweisen. Deshalb
sind liposomale Modellsysteme d&sratum corneumsdie aus diesen Ceramiden
bestehen, in ihrer Aussagekraft begrenzt. Die Befunde physikochemischer
Charakterisierungen lassen sich nur bedingt auf die Lipide des humanen epidermalen
Stratum corneumsbertragen.

Um diese Limitierung zu umgehen, verwendeten Abraham und Doﬁﬁﬁigsowie
Bouwstra und Mitarbeitef?®?? Ceramide, die aus derStratum corneumdes
Schweines stammten. Diesen Lipidmischungen fehlten trotzdem noch all die
Komponenten, die im nativeStratum corneumn Spuren vorkommen und einen
starken Einflu auf die Eigenschaften haben kénnen.

Wir haben einen anderen Ansatz zur Herstellung von Modellsystemen des humanem
Stratum corneumsrerwendet. Dazu wurden die Lipide aus humanen plantaren
Stratum corneunextrahiert und die Zusammensetzung des Extraktes mit der AMD
unterstitzten HPTLC Technik analysiekhpang 1). Aus diesen Lipiden wurden die
humaneStratum corneuntipid Liposomen (SCV) nach Lasch et & hergestellt
(Anhang 4), deren Zusammensetzung genau definiert war. Diese SCV enthielten, im
Gegensatz zu den in anderen Untersuchungen hergestellten Modellsystemen, nicht
nur die epidermalen Ceramide in der natirlich vorkommenden Zusammensetzung,
sondern auch die Fettsduren und solche Lipide, die nur in SpureBtratum
corneum vorkommen (z. B. Di- und Triacylglycerof®’, Spingenine %9,
Sterolester). Die SCV wurden mit FT-IR Spektroskopie, mit Réntgenklein- und

weitwinkelstreuung (SAXS, WAXS), mit Fluoreszenzspektroskopie und mit
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

Elektronenmikroskopie physikochemisch charakterisidémh@éng 4). Diese und

weitere Befunde werden im folgenden dargestellt.

5.2.1. Der Einflu3 von lonen auf Suspensionen auStratum corneumLipiden

Abbildung 8 zeigt, dal’R zweiwertige lonen, insbesondere die physiologisch wichtigen
Cd&*- und Md*-lonen die kolloidale Stabilitdt von Suspensionen &isatum
corneumLipiden reduzieren. Es kommt zur Vesikelaggregation. Einwertige iNwal
K*-lonen haben keinen EinfluR. Wir konnten zeigen, daR die kritische Konzentration
fiir eine Vesikelaggregation 3,3 mM €aund 9,8 mM M§" betragt Anhang 4).
Abraham und Mitarbeitef® zeigten elektronenmikroskopisch, daR Vesikel aus
Lipiden in Sratum corneuméhnlicher Zusammensetzung nach Zugabe von 50 mM
C&* aggregieren und innerhalb von 2 Wochen fusionieren. Wie Abbildung 8 zeigt,
liegt die kritische Konzentration wesentlich niedriger. Ursache kénnte sein, dald in

unseren Experimenten Vesikel aus al®&rmtum corneunkipiden (SCV) verwendet

wurden.
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Abbildung 8:

Der EinfluR von C&- (®), Mg**- (O), K*- (@) und N&- (O) lonen auf die kolloidale Stabilitat von
humanen Stratum corneumVesikel (SCV). Kalziumionen (> 3,3 mM) und Magnesiumionen

(> 9,8 mM) bewirken eine Liposomenaggregation, wahrend Kalium- und Natriumionen keinen Einfluf3
haben. Experimentelle Bedingungen in Anhang 4.
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5.2.2. Das Phasenverhalten deStratum corneumLipide
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Abbildung 9:

Einflul der Temperatur auf die symmetrische Streckschwingyiidd,],, (O) von humanerstratum
corneumLipid Vesikel. Die Hauptumwandlung liegt bei 49,2 °C und verschiebt sich in Anwesenheit
von 10 mM Kalzium zu 47,2 °C. Es treten zwei weiteren Maxima auf. Die erste Ableitung der
MeRkurve (0 O) erlaubt es, die genaue Lage der Maxima genauer zu bestimmen. Experimentelle
Bedingungen in Anhang 4.

Zum genaueren Verstandnis &ratum corneunhipid barriere untersuchten wir das
Phasenverhalten der SCV. Es wird durch zweiwertige lonen und durch die
Temperatur beeinflu3t. Die Phasenlibergangstemperatur lal3t sich z. B. infrarot-
spektroskopisch ~ bestimmen Mit steigender Temperatur nehmen die
Molekullschwingungen in den SCV zu, die im Infrarot-Bereich absorbieren. Mit
steigender Schwingungsfrequenz verschiebt sich die Absorption in den
langwelligeren Bereich. Phasenubergange, wie z. B. das Schmelzen einer
Lipidmembran sind im Infrarotspektrum durch einen sprunghaften Anstieg in der
Wellenzahl der symmetrischen gBtreckschwingungugCH;]) charakterisiert.
Abbildung 9 A zeigt den temperaturinduzierte Phasenibergang der SCV. Die
Hauptumwandlung, bestimmt tber die erste Ableitung der Mel3kurve, liegt bei
49,2 °C. Der Ubergang ist auf Grund der heterogenen Lipidzusammensetzung der

Gemische sehr breit. Nach Zugabe von Kalziumionen (10 mM, Abb. 9 B) verschiebt

! Infrarot-Strahlung wird von Molekiilen absorbiert und bewirkt Molekiilschwingungen. Jedes Molekiil
und jede Bindung absorbiert Strahlung einer genau definierten Wellenlange. Dadurch lassen sich tber
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

sich die Hauptumwandlung auf 47,2 °C und es treten zwei neue Ubergdnge bei
31,3 °C und 73,3 °C auAfhang 4).

In einem weiteren Experiment haben wir die Umwandlungstemperatur der SCV
fluoreszenzspektroskopisch bestimmt (Abb. 10 A) und mit der von DPPC und
DMPC Liposomen verglichen. Dazu wurde der Fluorophor Octadecylrhodamin B-
chlorid in die Membran der Vesikel inkorporiert und die Veradnderung der
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Temperatur bestimmt. Mit diesem
MelRansatzes konnten wir schon in der Vergangenheit die Phasenibergangs-

temperaturen von synthetischen Membranlipiden bestinfifiei®)
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Abbildung 10:

Fluoreszenzspektroskopisch bestimmte Kettenschmelztemperatur von Octadeylrhodamin-markierten
humanen Stratum corneumVesikeln (SCV). Mit steigender Temperatur verandert sich die
Fluoreszenzintensitat. Der Wendepunkt der MeRkurve (---) entspricht der Umwandlungstemperatur
der SCV (A) bzw. der Kettenschmelztemperatur der synthetischen Lipide DMPC und DPPC (B).
Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

Die erste Ableitung der MeRkurve ergab fiur DMPC und DPPC Liposomen
Hauptumwandlungen bei 23°C und 40°C. Bei den SCV lag die
Hauptumwandlungstemperatur bei 43,5 °C (Abb. 10 A). Die mit dieser Methode
bestimmte Kettenschmelztemperatur fir DPPC (40 °C) ist niedriger, als der aus der
Literatur bekannte Wert von 42,5 €¥. Auch die Umwandlungstemperatur fir die

SCV (43,5 °C) ist niedriger als der mit der stérungsfreien FT-IR Spektroskopie

das Infrarot-Spektrum Molekilbindungen identifizieren. Verédnderungen in den Molekilbindungen
oder in deren lokaler Umgebung verschieben die charakteristischen Absorptionsbanden
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

bestimmten Wert von 49,2 °C (Abb. 9). Ursache dafur ist, da’ der Fluorophor selbst
eine Membranstérung erzeugt, die zu einer Erniedrigung der Umwandlungs-
temperatur fuhrt. Daraus ergibt sich, daR die fluoreszenzspektroskopische
Bestimmung der Phasenuibergangstemperatur nicht exakt ist und ein Korrekturfaktor
eingefiihrt werden mufi®®,

Die zusatzlich durchgefuhrte kalorimetrische Untersuchung ergab eine
Umwandlungstemperatur von 49,7 °C fir die SCV (Abb. 11). Dieser entspricht dem
FT-IR spektroskopisch bestimmten Wert (Abb. 9 A). Nach Zugabe einwertiger
Natrium und Chloridionen verandert sich das Profil der kalorimetrischen MeRRkurve.
Es traten weitere Ubergéange bei 40,3 °C und 22,1 °C auf. Es deutet darauf hin, daR
auch einwertige lonen eine laterale Phasenseparation in den SCV induzieren kdénnen.

Eine Vesikelaggregation findet aber nicht auftritt (Abb. 8).
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Abbildung 11:

Kalorimetrische Bestimmung der Umwandlungstemperatur von hum@tratum corneunVesikel
(SCV). In 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,3) liegt das Maximum der Umwandlung bei 49,7 °C (1). In
phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlésung (145 mM) treten weitere Umwandlungs-
temperaturen bei 40,3 °C und bei 22,1 °C auf (2). Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

Lipidmischungen in Stratum corneum &hnlicher Zusammensetzung weisen
verschiedene Phaseniibergange auf. Abraham und Dofthirgmuteten aus ihren
NMR spektroskopischen Messungen einen Ubergang aus einer lamellaren in eine
hexagonale Phase bei Temperaturen oberhalb von 60 °C. Kalorimetrische
Untersuchungen von Blume und Mitarbeite!? belegten einen Ubergang im
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

Temperaturbereich von 40 °C bis 80 °C mit einem Maximum bei 70 °C. Die Autoren
vermuteten einen lamellar-kubischen Ubergang oberhalb von 37 °C. Hatfield und
Fung"® berichteten ebenfalls von einem Phaseniibergang zwischen 65 °C und 70 °C
an Stratum corneumrModellmembranen. Diese hohen Umwandlungstemperaturen
konnten wir an den SCV nicht bestéatigémitang 4 und Abb. 11). Die Ursache fur

diese Unterschiede liegen in der Zusammensetzung der verwendeten Suspensionen.
Insbesondere die Struktur der Ceramide und der freien Fettsauren waren in diesen
Suspensionen anders als in den von uns eingesetzten SCV. Die Ceramide in den
Literaturdaten waren meistens Derivate des Spingomyelins aus Rinderhirn und es
wurde nur eine gesattigte Fettsaure verwendet. Mattai und Mitarféitereigten,

daR Stratum corneun@hnliche Lipidmischungen, die Fettsauren mit verschiedenen
Kettenlangen enthalten, eine Umwandlungstemperatur von nur 52 °C aufweisen.
Daraus lafdt sich schlieRen, dal3 eine Zunahme verschiedener Lipide im den SC-
Modellsystemen die Phasenlibergangstemperatur senkt.

Nichtlamellare Phasen konnten wir im Temperaturbereich von 20 °C bis 60 °C auch
elektronenmikroskopisch nicht nachweisen. Die Suspensionen zeigten in
Anwesenheit von G4 einen Ubergang in multilamellare Schichtefnifang 4).

Unsere Messungen der Phasenibergangstemperaturen entsprechen den Befunden von
Fenske und Mitarbeiterd®® an Suspensionen aus equimolaren Mengen von
Ceramiden, langkettigen Fettsduren und Cholesterol. Die Autoren fanden einen

Ubergang aus einer gel-artigen in eine flissige Phase.

5.2.3. Strukturuntersuchungen an Stratum corneumLipiden

Um die Struktur der SCV Membran genauer aufzuklaren, haben
Rontgenbeugungsexperimehtéurchgefiihrt (Abb. 12). Es wurde insbesondere der
Einflu? der Temperatur und in Anwesenheit vorf’@anen analysiert, da beide
Faktoren einen Einflull auf die Organisation der Membran haben (Abb. 8 und
Abb. 9). Die Befunde wurden elektronenmikroskopisch tberphinihgng 4).

2 Die Rontgenstrahlen werden an den atomare Elektronenwolken der Probe gebeugt. Es kommt zu
konstruktiven und destruktiven Interferenzen, die auf den Phasenunterschieden der gestreuten Strahlen
beruhen. Sich wiederholenden strukturelle Einheiten, die einen kleinen Abstand zueinander haben,
erzeugen Reflexe im Weitwinkelbereich (z. B. kristalline Bereiche der Membran). Strukturelle
Einheiten mit grolem Abstand (z. B. multilamellare Lipidschichten) ergeben Reflexe im
Kleinwinkelbereich®”. Der Abstand der Kleinwinkelreflexe zueinander wird durch die Struktur der
Lipidschichten (lamellar, hexagonal, etc.) bestimmt. Lamellare Schichten erzeugen Reflexe im
Abstand 1:2.
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Abbildung 12:

Strukturelle Veranderungen in SCV-Membranen in Anwesenheit von 50 iVl v@hrend des
Erwarmens. Bei 24,1 °C existiert im Kleinwinkelbereich nur ein Reflegx @a eine vesikulare
Suspension vorliegt. Die Acylketten in der Membran sind teilweise rigide, was durch Reflexe (CP) im
Weitwinkelbereich belegt wird. Kristallines Cholesterol (Ch) ist vorhanden und verursacht Reflexe
erster (g und zweiter (g) Ordnung. Mit steigender Temperatur kommt es zu einem Aufschmelzen der
Kettenlipide und des Cholesterols. Die Reflexe im Weitwinkelbereich werden kleiner. Bei T > 37 °C
findet eine Umwandlung der vesikularen Suspensionen in multilamellare Lipidschichten statt. Dadurch
entsteht im Kleinwinkelbereich neben dem Reflexein Reflex §' (2ter Ordnung). Die geordneten
Kettenreflexe (CP) treten im Temperaturbereich von 24,1 - 60 °C auf. A: Kleinwinkelbereich, B:
Kleinwinkelbereich mit 20fach vergroBerter Ordinate, C: Weitwinkelbereich. Experimentelle
Bedingungen in Anhang 4.

Bei 24,1 °C fanden wir in den SCV in Anwesenheit von 50 mM*@a Klein-
winkelbereich zwei voneinander unabhéangige Reflexeirsl s (Abb. 12). Der
Reflex § wies keine Signale hoherer Ordnung auf belegt die vesikulare Struktur der
Suspension. Im Gegensatz dazu hatte der Reflgbes 0,29 nrit) einen Reflex
hoéherer Ordnungzs(bei 058 nrit). Er wird durch kristallines Cholesterol hervor-
gerufen®, das in der Suspension in einer separaten Phase vorliegt. Die Cholesterol-
kristalle sind kleiner als 10 nm, da sie auf den bisher vorliegenden elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen nicht zu sehen shkmthgng 4). Die Cholesterol-
reflexe (Ch) traten zusatzlich im Weitwinkelbereich auf (Abb. 12).

Durch Erwarmung der Suspension wurden die Cholesterolreflexe kleiner und
verschwanden bei 45 °C. Das bedeutet, dafl3 sich das kristalline Cholesterol in den

Lipidschichten der Vesikel l6st. Bouwstra und Mitarbeiter wiesen ebenfalls
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

kristallines Cholesterol in Lipidextrakté? und intaktenStratum corneurft® nach.
Weitere Reflexe traten in den SCV bei s =2,415'nmd s = 2,617 nth auf und
konnten den Acylketten zugeordnet werden (CP).

Oberhalb von 37 °C erschien im Kleinwinkelbereich ein neuer Reflexbes

0,346 nnt. Da die Lage der Reflexe sind §' in einem ein Verhéltnis von 1/2
auftraten, deutet das auf einen Ubergang aus einer vesikularen Suspension in
multilamellare Lipidschichten hin. Die SCV fusionieren unter diesen Bedingungen in
multilamellare Lipidschichten. Die Bildung von multilamellaren Schichten durch

Erwarmung aus SCV konnten wir elektronenmikroskopisch bestawgeratg 4).
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Abbildung 13:

Strukturelle Veranderungen in den SCV-Membranen in Anwesenheit von 50 fiMv&larend des
Abkihlens von 60 °C auf -26 °C. Die bei 60 °C vorhandenen multilamellaren Lipidschichten bleiben
bestehen, da sich die Reflexe($. Ordnung) und (2. Ordnung) beim Abkihlen nicht verandern.

Die Kettenreflexe (CP) nehmen mit sinkenden Temperaturen zu, was auf eine zunehmende Kristalli-
sation der Lipide hinweist. Bei 6,6 °C treten Reflexe des kristallinen Cholesterols (Ch) auf. A: Klein-
winkelbereich, B: Kleinwinkelbereich mit 20fach vergréerter Ordinate, C: Weitwinkelbereich.

In einer sich anschlieRenden Abkihlungsphase (Abb. 13) von 60 °C auf -26 °C
blieben die Reflexe bei sind s{ bestehen. Das bedeutet, daf3 die in der Aufheizphase
durch Fusion entstandenen multilamellaren Schichten erhalten bleiben. Bei 6,6 °C
kristallisierte das Cholesterol wieder aus, da die Reflexsd s erneut auftraten.

Es bildete sich neben den multilamellaren Lipidschichten eine kristalline
Cholesterolphase aus. Die neu auftretenden Reflexe bei 2,5231B6566 nn,
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

2,723 nnt, 2,893 nnit, 3,728 nrit und 4,408 nil stammten aus der entstandenen
Eisphase bei -26 °C.

Die Rontgenstrukturdaten zeigen, daR die SCV-Membranen bei Raumtemperatur
kristalline und fluide Bereiche aufweisen. Mit steigender Temperatur kommt es zu
einem sukzessiven Aufschmelzen der Lipide und der Cholesterolkristalle. In An-

wesenheit von Cafusionieren die Vesikel in multilamellare Lipidschichten.

5.2.4. Die Membranfusion der Stratum corneumLipidvesikel (SCV)

Die Fusion der SCV ist ein wichtiger Vorgang und entspricht der Bildung der
multilamellaren Lipidschichten aus den Keratinosomenlipiden (Kapitel 3.4.3). Er
findet natirlicherweise an d&tratum granulosum/Stratum corneudrenze statt
(Abb. 1). Durch Exozytose werden die in den Keratinosomen gespeicherten Lipide in
den extrazellularen Raum transportie®. Dort fusionieren sie zu den
multilamellaren Lipidschichten, die dann den "Mortel" &satum corneumbilden.
Die Fusion wird durch G&lonen und freie Fettsauren erleichtert (Kap. 3.2 und
Kap. 3.4).
Wir haben erstmals die Temperaturabhéngigkeit des Fusionsvorganges genauer
untersuchtAnhang 4). Dazu wurden fluoreszenzmarkierte und nicht-markierte SCV
bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert und die Vesikelfusion durch die
Erhbéhung der Kalziumkonzentration ausgeldst (Abb. 14 A). Die in Abbildung 8
dargestellte Vesikelaggregation ist eine Voraussetzungen fiir die Membrarféision
Findet eine Membranfusion statt, so nimmt die Fluoreszenzintensitdf.zie
Parameter der Fusionskinetik wurden mit der Exponentialfunktion

-t

||::((oto)) —IIZZ((?) e

bestimmt und die Fusionseffizienz FE =dy¢ F(0) berechnet (Abb. 14 B).
Abbildung 14 A zeigt, dal3 die Membranfusion mit steigender Temperatur zunimmt.
Die Fusionseffizienz (FE) der SCV betragt unterhalb von 32,5 °C nur 12 % (Abb. 14
B). Oberhalb von 32,5 °C, der physiologischen Temperatur der Hautoberflache, steigt
die Fusionseffizienz stark an. Sie erreicht 50 % bei 45 °C (Abb. 14 B). Es bilden sich
multilamellare  Schichten, die mit Rdntgenbeugung (Abb. 12) und

elektronenmikroskopisciAfhang 4) dargestellt wurden.
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Abbildung 14:

EinfluR der Temperatur auf die Membranfusion von SCV. Mit steigender Temperatur nimmt'die Ca
induzierte Membranfusion zu (A). Der Pfeil markiert die Zugabe von Kalziumchlorid
(Endkonzentration 9,8 mM). Die Fusionseffizienz (B) bleibt bis 32,5 °C konstant, um dann mit
steigender Temperatur zuzunehmen.

Abraham und Mitarbeite untersuchterStratum corneunéhnliche Lipidgemische

(25 % Cholesterol, 10 % Cholesterolsulfat, 25 % freie Fettsduren und 40 % Cera-
mide). Sie zeigten, dal3 die Vesikel innerhalb von 14 Tagen bei 37 °C in Anwesenheit
von 50 mM C&" fusionieren. Unsere Ergebnisse bestatigen diese Befunde (Abb. 14).
Sie zeigen dariiber hinaus, daR die fir die Fusion kritiscléKoazentration
wesentlich niedriger sein kann, die Fusion eine starke Temperaturabhangigkeit
aufweist und im Minutenbereich stattfindet.

Das Modellsystem der SCV erlaubt nicht nur die Fusion der SC Lipide in multi-
lamellare Lipidschichten zu untersuchen. Es eignet sich auch, die Wechselwirkung
zwischen den SCV und Liposomen aus synthetischen Lipiden zu charakterisieren.
Damit lassen sich die Folgen abschétzen, die die topische Applikation von
Liposomen auf dasStratum corneumhaben. Dazu haben wir verschiedene
fluoreszenzmarkierte Liposomen definierter Zusammensetzung mit SCV bei
unterschiedlichen Temperaturen inkubiert und nacfi-Bagabe die Veranderung

der Fluoreszenzintensitat registriert.

Wechselwirken die SCV mit den Liposomen aus synthetischen Lipiden und kommt
es zu einer Membranfusion, so laRt sich diese durch einen Anstieg in der
Fluoreszenzintensitat verfolgen. Da die Temperatur einen starken Einflu3 auf den

Phasenzustand der SCV hat (Abb. 10 und Abb. 12) und bei 32,5 °C ein Ubergang aus
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

einer vesikularen in eine multilamellare Phase stattfindet, wurden die
Untersuchungen bei 25 °C und 45 °C durchgefuhrt.

wir 4% konnten zeigen, daR Liposomen aus dem Soja-Phospholipid-Gemisch PL 90
(93 % Phosphatidylcholin und 3 % Lysolipid) keine Wechselwirkung mit den SCV
aufweisen. Im Temperaturbereich zwischen 25 °C und 40 °C fand keine mef3bare
Membranfusion zwischen den zwei Vesikelpopulationen stathgdng 5). Auch
Liposomen aus den Lipidmischungen DPPC/DPPE (7/3), DPPC/Olsaure (7/3) und
DPPC/lyso-Acylphosphatidylcholin (7/3) fusionieren nicht mit den SCV (Fig. 15 A).
Auch nicht bei 45°C, oberhalb der kritischen Fusionstemperatur der SCV
(Abb. 14 B).

Im Gegensatz dazu fusionierten Liposomen aus Phosphatidylserin im

Temperaturbereich von 20 °C bis 45 °C immer mit den SCV (Fig. 15 A).
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Abbildung 15:

Fusion zwischen humaneBtratum corneumVesikeln (SCV) und Liposomen aus synthetischen
Lipiden. A: Fusion von SCV mit Liposomen aus Phosphatidylseljn dus DPPC/Olsaure (7/3),
aus DPPCl/lyso-PC (7/3), aus DPPC/DPPE (7/38) bei 45 °C.B: (von oben nach unten) Fusion von
SCV mit Liposomen aus DPPE/Cholesterolhemisuccinat (I)3,und aus DPPC/Cholesterol-

hemisuccinat (7/32) bei 20 °C und bei 45 °G(DPPE/CHEMS#4, DPPC/CHEMS). Experimentelle
Bedingungen in Anhang 4.

Wir konnten weiterhin zeigen, dal3 es liposomale Lipidmischungen gibt, die eine
temperaturabhangige Fusion mit den SCV aufweigerhgng 4). Dazu gehoren

Suspensionen, die Cholesterolhemisuccinat (CHEMS) enthalten (Fig. 15 B). Lipo-
somen aus DPPC/CHEMS im Verhaltnis 7/3 fusionieren erst bei Temperaturen
oberhalb von 45°C mit den SCV. Ersetzt man DPPC durch das unter
physiologischen Bedingungen ungeladene DPPE, so é&ndert sich das

Fusionsverhalten. Diese Vesikel fusionieren sowohl bei 20 °C als auch 45 °C mit den
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5.2. Liposomen als Modellsystem der Barriere

SCV. Ursache ist, dal3 das DPPE die Vesikelaggregation und die Bildung von nicht-
lamellaren Phasen erleichtert.

Kirjavainen und Mitarbeitef’® zeigten, da® Liposomen aus DOPE/CHEMS (3/2)
ebenfalls mit Vesikeln istratum corneundhnlicher Zusammensetzung fusionieren.
Die Autoren zeigten, dal3 diese Liposomen nicht in tiefere Regionen der Haut
penetrieren. Auch Bouwstra und Mitarbeité? zeigten, daB Liposomen, die

CHEMS enthielten, nicht in die lebenden Schichten der Epidermis penetrieren.

5.2.5. Zusammenfassung

Liposomen aus der Gesamtheit aller Stratum
corneum Lipide (SCV) eignen sich gut als
Modellsystem der Lipid barriere.

Die SCV-Membran besteht aus fluiden und rigiden
Bereichen. Beim Erwarmen kommt es zu einem
sukzessiven Aufschmelzen. Kristallines
Cholesterol 16st sich beim Erwarmen in der
Membran. Die Hauptumwandlung der SCV Membran
liegt im Bereich von 49-50°C. Sie

verschiebt sich in Anwesenheit von Ca 2 zu
niedrigeren Temperaturen ( Anhang 4 ).

lonen induzieren laterale Phasenseparation in den
SCV-Membranen. Eine Ca 2'-Konzentrationen
oberhalb von 3,9 mM induziert
Vesikelagregation ( Anhang 4 ).

Bei Temperaturen oberhalb von 32,5 °C fusionieren
die SCV in Anwesenheit von Ca 2 in
multilamellare Lipidschichten ( Anhang 4 und

Anhang 5 ).

Die Wechselwirkung und Membranfusion zwischen den
SCV und Liposomen aus synthetischen Lipiden
wird durch die Lipidzusammensetzung, die
Temperatur und die lonenkonzentration
bestimmt. Liposomen, die Chole-
sterolhemisuccinat enthalten, zeigen eine
temperaturabhdngige Fusion mit den SCV
(Anhang 4 und Anhang5 ).
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5.3. Der Einflul3 von UV-Strahlung auf die Stratum corneum Lipide

Wahrend im vorhergehenden Kapitel der Einflu? von Temperatur und lonen auf die
Struktur der SCV Membran, sowie die Wechselwirkung mit extern zugegeben
Lipiden beschrieben wurde, soll im folgenden der Einflul3 von UV-Strahlung auf die
SCV-Membran untersucht werden. Es stehen insbesondere Fragen der UV-
vermittelten Lipidperoxidation und die daraus resultierenden Stérungen im
Vordergrund.

Durch die Oxidation verandert sich die Zusammensetzung der Lipidbarriere und es
treten Stérungen in der Barriere auf (siehe Kapitel 3.5). Durch UV-Bestrahlung
oxidieren hauptsachlich die ungesattigten Lipide und es entstehen eine Vielzahl
unterschiedlicher Endprodukte. Die bekanntesten sind Hydroxynonenal und
Malondialdehyd (MDA) ®%. Wir haben MDA in Form von thiobarbitursaure-
reaktiven Substanzen (TBARS) nachgewiesénh@ng 6). Zusatzlich wurden die
Lipidhydroperoxide (LOOH) und die Menge des wahrend der Oxidation

verbrauchten Sauerstoffs quantifizieknbang 7).
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Abbildung 16:

Zunahme der Lipidperoxidationsprodukte TBARS (///) und LO@H fiach 12stiindiger Bestrahlung
von Stratum corneunVesikeln (SCV) mit Sonnenlicht (47,4 JidV-A; 0,75 J/nd UV-B). Jeder
MeRpunkt reprasentiert den Mittelwert aus 3 Einzelbestimmungen.
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Von Smith @™ wurde eine antioxidative Wirkung des Cholesterol postuliert.
Verschiedenen Arbeitsgruppen konnten diese Hypothese durch Messungen an
Modellmembranen bestatigdfi8+13°1"® Neben Cholesterol kénnen auch dessen
Derivate, wie z. B. die natirlichen Ostrogene, eine antioxidative Wirkung ent-
falten 331" Mit den hier vorgestellten Untersuchungen sollte geklart werden, ob
Cholesterol, das imStratum corneumin hohen Konzentrationen vorkommt
(Kapitel 3.4) antioxidativ wirkt.

Die Bildung von MDA und Lipidhydroperoxiden (LOOH) konnten wir in SCV unter
natlrlichen Strahlungsbedingungen nachweigarhéng 7). Abb. 16 zeigt, dal3 die
Konzentration von TBARS in den SCV wahrend einer 12stiindigen
Sonnenbestrahlung um das 6fache auf 71,2 pmol/mg Lipid ansteigt. Die Gesamt-
konzentration der TBARS war jedoch sehr gering, daStratum corneuniipide

nur wenige ungesattigte Lipide enthalten (siehe Kapitel 3.4). Diese Befunde stimmen
mit Messungen von Thiehle und Mitarbeité¥ (iberein, die zeigten, daR in der
murinen Epidermis MDA unter UV-Bestrahlung entsteht. Unsere Untersuchungen
zeigen, dal3 die Konzentration aller Lipidhydroperoxide (LOOH) nach dem

Strahlungstag um das 2,5fache anstieg und 311,5 pmol/mg Lipid B&%ug
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Abbildung 17:
Penetration von Glucose durch SCV-Membran wahrend der UV-Bestramn@di fehlender Be-
strahlung ist die Membran fiir Glucose undurchladsly Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

wir ® konnten zeigen, daR UV-Strahlung auch aus schon natiirlich vorhandenen

Lipidhydroperoxiden (LOOH) Radikale erzeugen kann. So wird die UV-vermittelte
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Oxidation des gesattigten Lipides DMPC erst durch Zugabe von 1,5%
Lipidhydroperoxide erméglicht®®. In Abwesenheit von LOOH findet keine UV-
vermittelte Lipidperoxidation statt. Wir vermuten, daf3 durch UV Strahlung aus dem
LOOH ein Alkylradikal (Lo) und ein Hydroxylradikal (H@) entsteht. Beide
Radikale kénnen die Oxidation gesattigter Lipide, die im SC in hoher Konzentration

vorkommen, initiieren. Der von uns postulierte Reaktionsweg isArihang 6

dargestellt.
T T T T
100 | —@— 0% Cholesterol p<0,05 A
— —O—50 % Cholesterol *
©
2 sof L .
2
(@]
E 60} . -
©
£ o
£ 40 F _
n
o /
S s
m 20 - — -
: s
06 1 1 1 ]
0 2 4 6 8
Bestrahlungsdauer [h]
Abbildung 18:

Die Bildung von thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (TBARS) in VesikelSteatsim corneum
typischen Lipiden wahrend einer UV-Bestrahlung (UV A: 52,1 m\{/ddV B: 0,21 mW/crf). In
Vesikeln mit 50 % Cholesterof)) werden weniger TBARS gebildet als in Vesikeln ohne Cholesterol
(®). Signifikanz mit t-Test nach Student Uberpriift. Experimentelle Bedingungen in Anhang 6.

Die Lipidperoxidationsprdukte MDA und LOOH storen die Struktur von
Biomembranen. Es ist bekannt, daR MDA mit den Kopfgruppen der Lipide reagieren
kann. Die Bildung von LOOH fuhrt polare Gruppen in den lipophilen Bereich der
Membranen ein (Abb. 6). Diesen storenden Effekt haben wir mit Penetrationsstudien
verfolgt *®*. Dazu wurde Glucose in SCV verkapselt. Werden die SCV nicht
bestrahlt findet keine Penetration der Glukosemolekule durch die Membran statt
(Abb. 17). Unter UV-Bestrahlung penetrierten in der gleichen Zeit 40 % der einge-
schlossenen Glukosemolekiile durch die Membran1(,65 + 0,2 h). Diese Befunde
korrelieren mit den Untersuchungen von McAuliffe und BI&AK, die zeigten, daR

die Penetration kleiner polarer Moleklle durch @&satum corneununter UV-
Bestrahlung zunimmt. Auch Bose und Chattef{@ezeigten, daR die UV-induzierte

Oxidation von Membranen aus Eilezithin den Eflux von Glucose durch die Membran
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erhoht. Aus diesen Befunden wird deutlich, daf3 die UV-vermittelte Oxidation von
SCV-Membranen deren Permeabilitat fur kleine polare Molekiile erhoht.

Um zu klaren, ob Cholesterol, das in hoher KonzentratiorSiratum corneum
vorkommt, antioxidativ wirkt, haben wir Liposomen aus typiscB&atum corneum
Lipiden mit 50 % bzw. ohne Cholesterol hergestellt und diese dann definierter UV-
Strahlung ausgesetzt. Die Bildung von MDA, LOOWnbang 6) und der
SauerstoffverbrauchAghang 7) wurde gemessen. Abbildung 18 zeigt, dafld in
Liposomen mit 50 % Cholesterol die Bildung von MDA niedriger ist, als in
Liposomen ohne Cholesterol. Da MDA ein Oxidationsprodukt aus Lipiden mit
Acylketten ist (Abb. 6) und nicht aus Cholesterol entstehen kann, ist dieses Ergebnis
zu erwarten. Es kann aber anhand dieser Messungen nicht ausgeschlossen werden,

dal3 Cholesterol partiell antioxidativ wirkt.
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Abbildung 19:

Die Bildung von Lipidhydroperoxiden (LOOH) in Vesikeln aBfatum corneuntypischen Lipiden
wahrend einer UV-Bestrahlung (Dosis wie in Abb. 18). In Vesikeln mit 50 % Cholesi@yalgrden
mehr LOOH gebildet als in Vesikeln ohne Choleste®glExperimentelle Bedingungen in Anhang 6.

Deswegen haben wir die Konzentration der Lipidhydroperoxide bestimmt, die

wéahrend der UV-Bestrahlung auch aus Cholesterol entstehen konnen. Die
Konzentration der LOOH sind in Vesikeln mit Cholesterol hdher als in den Vesikeln

ohne (Abb. 19). Dieses Ergebnis spricht gegen eine antioxidative Wirkung des
Cholesterol, da sonst in Anwesenheit einer hohen Cholesterolkonzentration auch
weniger LOOH hatte gebildet werden missen. Wir haben die Experimente mit
getrockneten Lipidfilmen wiederhoft®”. Auch in diesen hatte Cholesterol keinen

meRbaren antioxidativen Effekt.
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5.3. Der Einflu3 von UV-Strahlung auf die Stratum corneum Lipide

Um mit einem weiteren Versuchsansatz abzusichern, daf3 Choleste8itatam
corneum keine antioxidative Wirkung hat, haben wir den Sauerstoffverbrauch
gemessen, der wahrend der Bestrahlung stattfiddetang 7). Abb. 20 zeigt, dal
wahrend einer 25mindtigen Bestrahlung die,-KOnzentration in beiden
Vesikelsuspensionen (mit und ohne Cholesterol) in &hnlichem Maf abnimmt. Dieses
untermauert die Befunde, dal3 Cholesterol keinen wirksamen antioxidativen Schutz in

der humanen Hornschicht darstellt.
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Abbildung 20:

Abnahme der Sauerstoffkonzentration in SuspensionenSaasum corneumahnlichen Lipiden
wahrend einer UV-Bestrahlung. In Vesikeln mit und ohne Cholesterol ist der Sauerstoffverbrauch fast
identisch. Dieses weist darauf hin, dal Cholesterol keine direkte antioxidative Funk®Biraiom
corneumhat. Experimentelle Bedingungen in Anhang 7.

Durch die Analyse der Cholesteroloxidationsprodukte konnten wir den Reaktions-
mechanismus (Abb. 5) aufklaren. Bei der Cholesteroloxidation durch den "Typ I"-
Mechanismus kommt es zu einem radikalischen AngrifiStellung der C=C
Doppelbindung des Cholesterols (Abb. 3) und es entsteht dasuidd 7-
Cholesterolhydroperoxid. Im Gegensatz dazu entsteht wahrend der Oxidation durch
den "Typ lI"-Mechanismus, bei dem Singulett-Sauerstoff beteiligt ist, das 5
Cholesterolhydroperoxid.

Unsere Untersuchungéff® zeigten, daR durch kiinstliche und durch solare UV-
Strahlung nur &- und PB-Hydroxy-Cholesterol in trockenen LipidfilmeéH® und in
Vesikeln ausStratum corneuniipiden entstehenAhhang 7). Das bedeutet, daf3

Singulett Sauerstoff bei der Oxidation cratum corneunhipide keine wesentliche
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5.3. Der Einflu3 von UV-Strahlung auf die Stratum corneum Lipide

Rolle spielt. Der UV-vermittelte Oxidationsmechanismus findet in Séatum
corneum Vesikeln (SCV) und in trockenen SC-Lipidfilmen nach dem "Typ I'-
Mechanismus statt. Es ist daher zu vermuten, daf? dieses auch im Gatatem
corneumder Fall ist.

Dieses eroffnet die Moglichkeit, gezielt die Oxidation der SC Lipide durch
Radikalfanger (z. Ba-Tocopherol) zu reduzieren. Die Verwendung von Substanzen,
die die Konzentration von Singulett Sauerstdf,] reduziert (Quencher) ist nicht

sinnvoll, da'O, bei der UV-vermittelten Oxidation keine wesentliche Rolle spielt.

5.3.1. Zusammenfassung

Die solare und kunstliche UV-Strahlung oxidieren
die Stratum corneum  Lipide. Dabei entstehen
Malondialdehyd (MDA) und Lipidhydroperoxide
(Anhang 6 ). Die Lipidperoxidation stort die
Integritat der SCV-Membran und erhdht die
Permeabilitat fir kleine polare Molekdle.

Cholesterol wirkt im Stratum corneum nicht als
Antioxidanz ( Anhang 6 ).

Die Oxidation der Stratum corneum Lipide findet
nach dem "Typ I"-Mechanismus statt.
Singulett Sauerstoff tritt nicht intermediar

auf. Es entstehen hauptséchlich das 7 a- und
das 7 [3- Hydroxy-Cholesterol ( Anhang 7 ).
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5.4. Die rekonstituierte humane Epidermis

Abbildung 21:

Struktur der rekonstituierten humanen Epidermis (ReHE) unter Zellkulturbedingungen. Der Pfeil
markiert die Membran, auf der die Kultur wéachst. AS: apikale Seite, BS: basale Seite, C: Chromatin,
CM: Zellmembran, M: Mitochondrien NM: Kernmembran. VergroReruf@p0fach. Experimentelle
Bedingungen in Anhang 8.

Wir haben das 3-dimensionale Modell der rekonstituierten humanen Epidermis
(ReHE) eingesetzt, um die Stérungen zu untersuchen, die topisch applizierte Lipide
in der Epidermis bewirken. Elektronenmikroskopisch wurden die Veranderungen
festgehalten, die verschiedene liposomale Suspensionen nach topischer Applikation
in der ReHE verursachen. Zusatzlich wurde die Penetration ausgesuchter
Liposomensuspensionen durch die ReHE gemessehafg 8). Ziel war es, die
eingangs (Kapitel 2) aufgestellte Arbeitshypothese zu Uberprifen, ob Lipsomen, die

mit denStratum corneuntipiden fusionieren (z. B. PS Liposomen) in den obersten
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5.4. Die rekonstituierte humane Epidermis

Schichten des SC aufgehalten werden und langsamer in tiefere Schichten penetrieren,
als Liposomen, die keine Fusionsneigung aufweisen (z. B. PC Liposomen).
Zusatzlich sollte festgehalten werden, welche Stérungen topisch applizierte Lipide in

der ReHE auslosen.

5.4.1. Der Aufbau der rekonstituierten Epidermis

Der Querschnitt durch die rekonstituierte humane Epidermis (Abb. 21) zeigt einen
der nativen Epidermis &hnlichen Aufbau (Abb. 1). Auf dem basalen Filternetz
befinden sich zwei Schichten aus Keratinoblasten/Keratinozyten, die eine intakte
Zellmembran, eine Kernmembran mit Chromatin, Mitochondrien und Zellorganellen
besitzen. Die weiter apikal liegenden Schichten weisen eine zunehmende
Differenzierung auf. Dort fehlen die fir lebende Zellen typischen Organellen
(Mitochondrien, Nucleus, etc.). Es sind bis zu acht Ubereinanderliegtnatem
corneumahnliche Schichten zu sehen. Eine genauere Analyse der interzellularen

Zwischenraume belegt die Existenz von multilamellaren interzellularen

Lipidschichten (Abb. 22), wie sie auch im nativ&matum corneumorkommen.

Abbildung 22:
Darstellung der multilamellaren Lipidschichten in der rekonstituierten humanen Epidermis. Sie treten,
wie im nativenStratum corneurrewischen den Korneozyten auf (Pfeil). VergroRerdra00fach

5.4.2. Die Penetration durch die rekonstituierte Epidermis

Wir haben Liposomen aus Phosphatidylserin (PS), aus hun&tretam corneum
Lipiden (SCV) und aus Phosphatidylcholin (PC) mit einem Durchmesser von 50 nm
fluoreszenzmarkiert, auf die apikale Seite der ReHE aufgetragen und tber 4 h die
Penetration verfolgt (Abb. 23). Nach einer Verzogerung von 60 min (fur PC-
Liposomen) stellte sich ein konstanter Flu3 der fluoreszenzmarkierten liposomalen
Lipide ein. Die daraus berechnete Penetrationsgeschwindigkeit betrug fur PC-
Liposomen 1,38 ng Lipid-hcm?, fiir PS-Liposomen nur 0,073 ng Lipid bm? und

fir die SCV 0,55 ng Lipid hicmi? (Anhang 8).

Diese Studie zeigt, dal3 die Zusammensetzung der liposomalen Lipide einen starken

Einflul3 auf die Penetrationsgeschwindigkeit hat. Sie unterstitzt die eingangs (Kapitel
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5.4. Die rekonstituierte humane Epidermis

2) aufgestellte Arbeitshypothese, dalR Liposomen, die gut mit den SCV fusionieren
(z. B. PS-Liposomen) langsamer durch die ReHE penetrieren, als Liposomen, die
schlecht mit den SCV fusionieren (Abb. 15).
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Abbildung 23:

Penetration von fluoreszenzmarkierten Liposonién=(50 nm) unterschiedlicher Zusammensetzung
durch die rekonstituierte humane Epidermis, bezogen auf die topisch applizierte Menge Gesamtlipid.
Experimentelle Bedingungen in Anhang 8.

5.4.3. Die Verteilung topisch applizierter Vesikel in der Hautkultur

Wir konnten am Modell der ReHE zeigen, dal3 die von uns verwendeten Liposomen
innerhalb desStratum corneum disjunctunzsvischen den Korneozyten entlang der
multilamellaren Lipidschichten penetriererAnhang 8). Deformierte Vesikel
befanden sich unter der obersten Lage der HornzEf@nUm zu klaren, ob die
Zusammensetzung der liposomalen Lipide die Verteilung innerhalb der ReHE
beeinflu3t, haben wir die Liposomen mit Rho-PE fluoreszenzmarkiert.

Die Untersuchungen zeigen, dal3 die PC-Liposomen 4 h nach der Applikation
gleichmaliig auf der Oberflache und in tieferen Schichten der ReHE angereichert sind
(Abb. 24). Elektronenmikroskopisch konnten wir beleg@nh@ang 8), daf3 sich in
tieferen Schichten der ReHE der Zellverband auflost und es zur Bildung von

Vakuolen kommt. Im Gegensatz dazu bilden die PS-Liposomen und die SCV auf der
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5.4. Die rekonstituierte humane Epidermis

Oberflache und in tieferen Schichten Aggregate (Abb. 24). Die PS-Liposomen l6sen

keine Strukturveranderungen in den tieferen Schichten der ReHE%us

Abbildung 24:

Optischer Tangentialschnitt (x-y-Ebene) durch die rekonstituierte Epidermis (ReHE) in 0, 10 und
20 um Tiefe 4 h nach topischer Applikation von fluoreszenzmarkierten Phosphatidylcholin- (PC) und
Phosphatidylserin-Liposomen (PS), b&tratum corneunvesikeln (SC). Nach topischer Applikation

von PC-Liposomen sind diese bis in 20 um Tiefe gleichmaRig verteilt. PS-Liposomen und SCV bilden
sowohl an deStratum corneun®berflache, als auch in tieferen Schichten Aggegate. Experimentelle
Bedingungen in Anhang 8.

Diese mikroskopischen Untersuchungen erganzen die Penetrationsstudien an der
ReHE (Abb. 23) und unterstitzen in Verbindung mit den Fusionsmessungen (Kapitel
5.2.4) die eingangs in Kapitel 2 aufgestellte Arbeitshypothese. PC-Liposomen zeigen
keine Wechselwirkung (Fusion) mit den Lipiden des SC (Abb. 15), sind in der ReHE
homogen verteilt (Abb. 24) und penetrieren mit einer hohen Geschwindigkeit durch
die Barriere (Kapitel 5.4.2).

Im Gegensatz dazu aggregieren und fusionieren Liposomen aus PS ofigaaus
corneumLipiden mit den SCV (Abb. 14 und Abb. 15) Diese Liposomen aggregieren
auch in den obersten Schichten der rekonstituierten Epidermis (Abb. 24) und

penetrieren deshalb langsamer, als die PC-Liposomen (Abb. 23).

5.4.4. Die Penetration liposomaler Lipide durch das intakteStratum corneum

Mak und Mitarbeiter™? zeigten, daR die ReHE fiir.8 eine geringere Barriere
darstellt als die intakte Epidermis. Die Autoren wiesen aber auch nach, dal3 die

Kulturbedingungen der rekonstituierten Epidermis einen starken Einflul auf die
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5.4. Die rekonstituierte humane Epidermis

Penetrationsgeschwindigkeit haben. Wahrscheinlich fanden deshalb Michel und
Mitarbeiter *?” keinen Unterschied fir die Penetrationsgeschwindigkeit von
Hydrokortison zwischen der ReHE und der nativen Epidermis. Wir haben
exemplarisch die Penetration liposomaler Lipide durch das isoB&d@éum corneum
untersucht und mit den Penetrationsstudien an der ReHE verglichen. Unsere
Untersuchungen zeigten, daf3 die Penetration der Vesikel durch das iSiliatten
corneumvergleichbar mit der durch die rekonstituierte Epidermis ist. Durch die
ReHE penetrierten 0,25 % der applizierten liposomalen Lipide innerhalb von 4 h.
Durch das isoliert&tratum corneunmur 0,76 % in 18 h (Abb. 25 A). Das entspricht
der 3fache Menge in der 4fachen Zeit. Innerhalb von 42 h (der 10fachen Zeit)
penetrierten 2,8 % (die 11fache Menge) der topisch applizierten Lipide durch das
isolierteStratum corneunfAbb. 25 A)
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Abbildung 25:

A: Penetration liposomaler Lipide durch das isolierte hunSrsum corneuniber 18 h und 42 IB:
Penetration von Carboxyfluorescein (CF) durch das SC lber 42 h in freier und in DMPC-Liposomen
verkapselter Form, sowie nach gleichzeitiger Applikation von freiem CF und leeren Liposomen.
Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

Da nur die Penetration der fluoreszenzmarkierten Lipide erfal3t wurde, bleibt es
unklar, ob die Liposomen intakt penetrierten oder ob sie zerfallen und nur die
einzelnen Lipide durch das SC dringen. Beide Modellvorstellungen werden in der
Literatur diskutiert (siehe Kapitel 3.6). Deshalb haben wir den hydrophilen

Fluorophor Carboxyfluorescein (CF) in Liposomen eingeschlossen und die

penetrierte Menge nach 42 h gemessen. Wenn die Liposomen auf der Oberflache des
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5.4. Die rekonstituierte humane Epidermis

Stratum corneunzerfallen, dann sollte freies und verkapseltes CF genauso schnell
durch dasStratum corneurpenetrieren.

Wurde freies CF auf daStratum corneurnappliziert, so penetrierten 9,3+ 1,5 %
(0,08 nmol) der applizierten Menge innerhalb von 42 h (Abb. 25 B). Wurde die
gleiche Konzentration in Liposomen verkapselt und dann auSttatum corneum
appliziert, so penetrierten 22 £ 1,2 % (0,19 nmol) durchStestum corneumBei
Applikation von unverkapseltem CF zusammen mit leeren Liposomen penetrierten
14,8 + 1,8 % durch das SC.

Dieses Experiment zeigt, dal3 Liposomen die Penetration kleiner hydrophiler
Molekile (z. B. CF) erleichtern. Die Penetration ist war mit verkapseltem CF am
starksten. Sie war deutlich erhdht, wenn leere Liposomen zusammen mit der
hydrophilen Substanz appliziert wurden (Abb. 25 B). Das zeigt, dal3 Wirkstoffe nicht
notwendigerweise verkapselt sein muissen, sondern auch schon erleichtert unter
Anwesenheit von Liposomen penetrieren.

Wir schliel3en aus unseren Befunden, dal3 Liposomen in die obersten Schichten des
Stratum corneumseindringen Anhang 8), dabei ihre Struktur verandern, sich
deformieren und ihren Inhalt freisetzen. Die Penetration von PC-Liposomen wird
durch ihre geringe Wechselwirkung mit detratum corneumLipiden erhoht
(Anhang 4 und Anhang 5). In der Folge kommt es zu Stérungen innerhalb des SC,
die schon Bouwstra und Mitarbeitéf°” am intaktenStratum corneunund wir
erstmals an der ReHE'® nachgewiesen haben. Diese Stérungen konnen die
Penetration von hydrophilen Substanzen erleichtern, wenn sie entweder in die

Liposomen eingeschlossen waren oder gleichzeitig appliziert wurden.
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5.4.5. Zusammenfassung

Die rekonstituierte humane Epidermis (ReHE) hat
den gleichen histologischen Aufbau wie die
native Epidermis.

PC-Liposomen penetrieren schneller durch die ReHE

als PS-Liposomen. Ursache ist die
spezifische Wechselwirkung zwischen den
Liposomen wund den Lipiden des Stratum

corneums ( Anhang 8 ).

In tieferen Schichten der ReHE kommt es 4 h nach

Applikation der PC-Liposomen zu
strukturellen  Veranderungen. PS-Liposomen
bewirken keine Veranderung ( Anhang 8 ).

Die Penetrationsgeschwindigkeit von liposomalen
Lipiden durch das isolierte Stratum corneum
ist vergleichbar mit der durch die
rekonstituierte Epidermis. Hydrophile

Modellsubstanzen  penetrieren  erleichtert

durch das  Stratum corneum , wenn sie vor der
Applikation in die Liposomen eingeschlossen
werden  oder gleichzeitig mit leeren
Liposomen appliziert werden.
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5.5. Der Einflul8 topisch applizierter Lipide auf das intakte Stratum

corneum

Unsere Untersuchungen am ModellsystemStestum corneurvesikel (SCV) zeigten,

dal3 die Wechselwirkung von Liposomen mit den LipidenStestum corneumdurch

die Kopfgruppe bestimmt wird (Kapitel 5.2.4). PS-Liposomen zeigten im Gegensatz zu
PC-Liposomen eine starke Wechselwirkung (und Fusion) mit den SCV (Abb. 15 und
Anhang 4). Es wurde eingangs die Arbeitshypothese aufgestellt (Kapitel 2) , dal3 diese
Wechselwirkung die Penetrationsgeschwindigkeit beeinflu3t. Diese Hypothese konnte
am Modell der ReHE bestétigt werden (Kapitel 5.4.2 Anthang 8). PS-Liposomen
penetrierten auf Grund der starken Wechselwirkung und Fusion nur langsam in und
durch die ReHE (Abb. 23). PC-Liposomen, die nur eine geringe Wechselwirkung
aufweisen, penetrierten schnell durch die ReHE. Im folgenden Abschnitt sollen die
Studien am intakteStratum corneurfortgesetzt werden.

Mit der FT-IR Spektroskopie und der Kalorimetri&npang 9) haben wir untersucht,
welche Stoérung topisch applizierte liposomale Lipide in den multilamellaren
Lipidschichten des isoliertedtratum corneurbewirken. Wie in Kapitel 5.2.2 haben wir

die Veranderungen in der G#$treckschwingungen untersucht.

5.5.1. Infrarot-spektroskopische Untersuchungen am isolierterStratum corneum
Abbildung 26 zeigt das FT-IR Spektrum des isolierten hum&tettum corneumsAuf

Grund der komplexen Zusammensetzung aus verhornten Zellen, die in multilamellare
Lipidschichten eingebettet sind, findet man Absorptionen aus dem Lipid- und dem
Proteinbereich. Die asymmetrische und die symmetrische StreckschwingGhiz]()

der multilamellaren Lipidschichten ergeben zwei Signale bei 2960wrd 2850 cr.

Die Amide ergeben zwei scharf begrenzte Banden (Al und A’fl) die im
wesentlichen von dem Proteinanteil der Korneozyten stammen. Die Intensitat der
CarbonylbandewC=0]), die wahrscheinlich von den freien und veresterten Fettsduren

stammt, variiert in ihrer Intensitat.
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Abbildung 26:

FT-IR Spektrum des isolierteBtratum corneumbei 30 °C [0 ) und bei 82 °C .(.) im dehydratisierten
Zustand. Charakteristische Banden sind die symmetrische und die asymmetrigeBieeCkschwingung

der Acylketten ¢[CH;],), die AmidI- und Amid Il-Bande der Proteiney[{CO-NH-]) und die
CarbonylbandeyC=0]) der freien und veresterten Fettsdufeimsatz: Durch einen Temperaturanstieg
von 30°C auf 82°C verschieben sich die Banden der,[QH,],)-Schwingungen zu grof3eren
Wellenzahlen, da die Fluiditdt der Lipide in den multilamellaren Schichten zunimmt. Experimentelle
Bedingungen in Kapitel 4.

Die Absorptionsbande dey[CH], verschiebt sich mit steigender Temperatur zu
hoheren Wellenzahlen: bei 30°C liegt das Maximum der asymmetischen
Streckschwingungvi[CH,],) bei 2917 crit und verschiebt sich bei Erwarmung auf

82 °C zu 2933 crh (Abb. 26).

Abbildung 27 zeigt, dal3 sich auch die symmetrische Streckschwingi@di{],) bei
Temperaturerh6hung zu hoheren Wellenzahlen verschiebt. Die Verschiebung der beiden
Streckschwingungen beruht auf der Fluidisierung der Acylketten. Die erste Ableitung
dieser Mel3kurve ergibt Phasentbergdnge im Bereich von 36 - 39 °C, 46 - 49 °C und
66 - 96 °C (Abb. 27), die wir auch bei den SCV nachweisen konnten, namlich bei
31,3 °C, 49,2 °C und 73,3 °C (Abb. 9).

Yokomizo ©° zeigte, daR topisch applizierte Substanzen nur eine geringfiigig
Verschiebung der Absorptionsbanden bewirken, wenn die Messungen bei konstanter
Temperatur durchgefiihrt werden. Im Gegensatz dazu konnten wir zeigen, dal3 sich der

Betrag der temperaturinduziertew|CH,],-Verschiebung sehr stark von topisch

applizierten Substanzen beeinflu3t wird. Dazu wurde die Verschiebung{Geét;].-
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Bande nach Temperaturerhéhung von 25 °C aufGZestimmt. Sie betrug bei
unbehandelterstratum corneunProben 3,2 Wellenzahlen. Nach Behandlung mit PS-
Liposomen betrug die temperaturinduzierte Verschiebung ebenfalls nur
3,2 Wellenzahlen. Die Behandlung mit PC-Liposomen hatte eine signifikante
Verschiebung (um 3,86 ¢hzu hoheren Wellenzahlen zu Folge (Abb. 28).
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Abbildung 27:

Einflu der Temperatur auf die Lage der Absorptionsbande der symmetrischestré€tkschwingung
(vJCH,],) im isoliertenStratum corneumMit steigender Temperatur verschiebt sich das Maximum zu
héheren Wellenzahlerkinsatz: Die Phaseniibergange in nativeStratum corneumwurden aus der
ersten Ableitung der MelRkurve bestimmt. Experimentelle Bedingungen im Kapitel 4.

Diese Befunde stimmen mit den Untersuchungen von Ongpipattanakul &t®al.
Uberein. Die Autoren zeigten, dal3 digCH],-Bande von 6lsdurebehandeltem und
unbehandeltenStratum corneunbei 30 °C ihr Maximum bei 2850,1 €rrhat. Durch

eine Temperaturerhohung auf 90 °C verschob sich das Maximum der unbehandelten
Proben um nur 3,2 Wellenzahlen, wahrend es sich bei 6lsdurebehan&élstom
corneum um 3,9 Wellenzahlen auf 2854,2 ¢mverschob. Ursache fir diesen
zusatzlichen Betrag in der Verschiebung ist eine durch die eingedrungene Olsaure

hervorgerufen Fluidisierung der multilamellaren Lipidschichten.
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Abbildung 28:

EinfluB von topisch, nicht-okklusiv applizierten Phosphatidylcholin (PC) oder Phosphatidylserin (PS)
Liposomen auf die Fluiditat der multilamellaren Lipidschichten des isolierten hurSarsgam corneums

Es wurde die temperaturinduzierte Verschiebung der symmetrischesttadkschwingungv{{CH,],)

18 h nach Applikation ausgewertet. PC-Liposomen bewirken eine signifikant starkeren Verschiebung der
v{CHy],, wéhrend PS-Liposomen keinen Einflul? haben (n = 4, p < 0,01, t-Test).

Unsere FT-IR spektroskopischen Untersuchungen zeigen, dal3 topisch applizierte PC-
Liposomen eine groRere Stérung Btratum corneunbewirken als PS-Liposomen.
Nach Applikation von PC-Liposomen kommt es zu einer Fluidisierung innerhalb der

multilamellaren Lipidschichten.

5.5.2. Kalorimetrische Untersuchungen am isoliertenStratum corneum

Wahrend mit der FT-IR Spektroskopie Veranderungen an einzelnen Molekuilbindungen
untersucht werden kdénnen und somit detaillierte Informationen zu einzelnen Gruppen
gewonnen werden konnen, erlaubt die Kalorimetrie, thermodynamische Veranderungen
des Gesamtsystems zu erfassen. Auf Grund der starken Absorption der Wassermolekile,
muften die FT-IR Spektren am dehydratisier@@matum corneumaufgenommen
werden. Im Gegensatz dazu lieBen sich die kalorimetrischen Untersuchungen an
vollstandig hydratisierten Proben durchfuhrénljang 9).

Van Duzeé'®® konnte als einer der Ersten das kalorimetrische MefRprofil den einzelnen
Komponenten des human&tratum corneunzuordnen. Er fand Ubergange bei 40 °C,
75°C, 85°C und 107 °C. Die ersten beiden Maxima sind bei Aufheiz- und

Abkuhlvorgangen reversibel und wurden deshalb den Lipiden zugeordnet. Die anderen
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Ubergange spiegeln Veranderungen innerhalb der Proteine wider und sind nicht-

reversibel. Ahnliche Studien wurden an Epidermen von Maus und Schwein

durchgefuhrf®®®. Durch neuere Messungé&i®, insbesondere durch die Kombination

von Kalorimetrie und Roéntgenstreuun@” oder von Kalorimetrie und FT-IR

Spektroskopie **9 ergeben sich die in der Tabelle 2 zusammengestellten

Ubergangstemperaturen und die damit einhergehenden Strukturveranderungen im SC.

Wir haben mit Hilfe der Kalorimetrie den Einflu@ von topisch, nicht-okklusiv

aufgetragenen PC-Liposomen auf dasatum corneununtersucht Anhang 5 und

Anhang 9. PC-Liposomen wurden verwendet, da die infrarotspektroskopischen

Messungen am isolierte®tratum corneunfAbb. 28) und die Untersuchungen an der

ReHE vermuten lassen, dald diese Liposomen im Gegensatz zu PS-Liposomen gut in

und durch daStratum corneurpenetrieren.

Das unbehandelteBtratum corneumsgeigte Enthalpiemaxima (Tab. 4), die mit denen
in der Literatur beschriebenen (Tab. 2) bei 35-40 °C, 55°C, 70 °C und 80 °C gut

Ubereinstimmen.

Tabelle 4:

Lage der endothermen Maxima des isolief&ratum corneumsor und nach Behandlung mit DMPC
Liposomen, sowie die Veranderung der Umwandlungsenthalpie, bezogen auf die der Proteindenaturierung
bei 81 °C. Experimentelle Bedingungen in Anhang 9.

Lage des endothermen
Maximum [°C] des

Lage des endothermes
Maximum [°C] nach
Behandlung mit DMPC-

relative Veranderung der
Enthalpie, bezogen auf das

unbehandelten SC Liposomen Maximum bei 81 °C
10,4+0,5 10,7 +£0,6 !
343+1,0 355+1,6 1/£2
51,6 2,0 48,7+ 1,4 1
62,4+1,6 63,0+1,7 1
72,1+1,2 745+2,2 )
81,2+0,7 82,7+2,0 1

% bei einigen Proben keine eindeutige Veranderung

Eine Erwarmung deStratum corneumauf 100 °C fuhrte, wie in der Literatur mehrfach

beschrieben®1301%0) 7 einer starken Anderung des endothermen Profils. Das

Maximum bei 81 °C konnte nur in der 1. Heizphase detektiert werden, da es auf die

Denaturierung der Proteine zurtickzufuihren ist. Im Gegensatz dazu war das Maximum
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bei 62,4 °C, das seinen Ursprung im Schmelzen der interzellularen Lipide hat, reversibel

und blieb Uber mehrere Heiz- und Kihlzyklen erhalten.
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.
©
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O 015t 1
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Abbildung 29:
Endothermes Profil des unbehandelten huma&testum corneumsor (1) und nach (2) der Applikation
von 3 ul DMPC Liposomen (50 mg/ml Lipid). Experimentelle Bedingungen in Anhang 9.

Nach Applikation von PC-Liposomen traten in der 1. Heizphase die fur das humane
Stratum corneuntypischen lokalen Maxima bei 35 °C, bei 55 °C, bei 65 °C und bei
81 °C auf (Abb. 29). Zusatzlich war das scharf begrenzte Maximum des topisch
applizierten Phosphatidylcholins (DMPC) bei 23 °C zu sehen.

Anders als nach der Behandlung mit freien Fettsa{tfhkam es in den von uns
durchgefuhrten Experimenten nach der Behandlung mit PC-Liposomen zu keiner
signifikanten Verschiebung der endothermen Maxima (Tab. 4). Im kalorimetrischen
Profil sind auch keine neuen Maxima mef3bar (Abb. 29). Die Umwandlungsenthalpien,
die auf der Organisation d8tratum corneunhipide beruhen, nehmen aber zu (Tab. 4).
Dadurch kommt es zu einer Veranderung des Profils. Wir schie3en daraus, dal3 das
topisch applizierte DMPC teilweise in d&ratum corneunpenetriert und daraus eine
Stérung in der Struktur und der Organisation der multilamellaren Lipidschichten
resultiert.

In der 2. Heizphase Uberlappte das Signal des Phospholipides teilweise mit der
Umwandlung bei 35 °C, die auf einem rigiden/fluiden Phasenlibergang zuriickzufiihren

ist (Tab. 2). Das deutet darauf hin, dal3 das topisch applizierte Lipid uri&trdiem
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corneumLipide eine Mischphase gebildet haben. Das breite Maximum bei 65 °C, das
auf dem Aufschmelzen der multilamellaren interzellularen Lipide beruht, blieb auch in
der 2. Heizphase erhalteAinhang 9).

Die hier vorgestellten Befunde unterstitzen die FT-IR spektroskopischen Unter-
suchungen im vorhergehenden Kapitel. PC-Liposomen dringen in das isShextiem
corneumein und verandern die Organisation der multilamellaren Lipidschichten. Diese
Befunde gleichen denen von Hofland und Mitarbeif&r sowie von Bouwstra und
Mitarbeiter®® die solche Effekte nach Applikation von Soja-Lipid Liposomen mit Hilfe

von Rontgenbeugungsstudien nachwiesen.

5.5.3. Zusammenfassung

Mit der FT-IR Spektroskopie und der Kalorimetrie
lassen sich Stérungen nachweisen, die durch
topisch applizierte Lipide in den
multilamellaren Lipidschichten des humanen SC
induziert werden.

Nach topischer Applikation von PC-Liposomen betragt
die temperaturinduzierte Verschiebung
3,9 Wellenzahlen, wahrend bei von PS-Liposomen
keine zusatzliche Verschiebung auftritt. Das
deutet darauf hin, dal3 PC-Liposomen besser als
PS-Liposomen in das Stratum corneum  eindringen
und dort eine grol3ere Stérung verursachen.

Die topische Applikation von PC-Liposomen fuhrt
auch zu einer Veranderung des endothermen
Profils des isolierten Stratum  corneums
(Anhang 9 ).
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5.6. Die Phospholipase A -Aktivitédt des nativen Stratum corneums
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Abbildung 30:

Dunnschichtchromatographische Bestimmung der Zusammensetzung liposomaler Lipide nach
20stundiger Inkubation mit dem walrigen Extrakt des humaB#atum corneums Fluides
Phosphatidylcholin (PL 90) und Phosphatidylglycerol (PG) unterliegen einer Hydrolyse und es kommt
zu einer Freisetzung von Fettsduren. Rigides Phosphatidylcholin (DSPC) und Phosphatidylserin (PS)
werden nicht hydrolysiert. Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

Da im Stratum corneuneine PL A-Aktivitdt vorhanden ist (siehe Kapitel 3.8),
vermuten wir, dal3 topisch applizierte Lipide, die in 8&stum corneurpenetrieren,

einer Hydrolyse unterliegen. Das hatte weitreichende Konsequenzen fur dermale und
transdermale Applikationen. So belegen Modellrechnungen, dal3 die Verteilung und
die Penetration topisch applizierter Substanzen durch ihre Hydrolyse im apikalen SC
stark beeinfluRt wird®". In diesem Kapitel werden erstmals Untersuchungen zur
Substratspezifitat und zum Temperaturoptimum der BRRAWKivitat, die im
epidermalen humanetratum corneurtokalisiert ist, vorgestelfg°¢-208-211)

NO,

—=N
A

© 1

N o CH,0—P—OCHCHN'(CHy);
[ -

NH(CHp)s—C—OCH  ©

CH3(CH2)14_ﬁ_ OCH,
(@]

Abbildung 31:
Struktur des verwendeten Phospholipase Siibstrates NBD-£PC. In dersn2 Position ist das
Molekil mit NBD markierten. Die Phospholipase spaltet NBIak.
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Wir haben Liposomen verschiedener Zusammensetzung in einem walrigen Extrakt
des humaneBtratum corneumaber 20 h inkubiert und dann die Zusammensetzung
der liposomalen Lipide diinnschichtchromatographisch analysiert. Liposomale Lipide
aus dem fluiden Soja-Phosphatidylcholin (PL 90) oder aus fluidem Diacyl-
phosphatidylglycerol (PG) werden hydrolysiert (Abb. 30). Die Konzentration abge-
spaltener freier Fettsauren nimmt mit steigender Lipidkonzentration zu. Liposomen
aus Distearoylphosphatidylcholin (DSPC) oder Diacylphosphatidylserin (PS) unter-
liegen keiner Hydrolyse. Die PL AAktivitat desStratum corneumbesitzt demnach

eine Substratspezifitat fur fluide Lipide aus PG oder PC.
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Abbildung 32:

Temperaturabhangigkeit d&tratum corneunspezifischen Phospholipase-Aktivitat. Als Substrat
wurde NBD-G-PC (25 ug/ml) verwendet. Die Proteinkonzentration Sratum corneunrkxtraktes
betrug 1,6 mg/ml. Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

Um die Enzymaktivitit genauer zu charakterisieren, haben wir ein
fluoreszenzmarkiertes Phosphatidylcholin als Substrat eingesetzt. Dieses war in der
sn2 Position mit dem Fluorophor NBD markiert (Abb. 31). Die Abspaltung des
Fluorophors NBD-g bewirkte einen Anstieg in der Fluoreszenzintensitat. Zwischen

0 und 5 nmol NBD-g bestand eine lineare Korrelation zwischen der Fluoreszenz-
intensitat und der Konzentration des NBR{Bbb. 33).
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Mit dem Substrat NBD-EPC (Abb. 31) haben wir erstmals die Temperatur-
abhangigkeit der PL AAktivitdt des SC-Extraktes charakterisiert (Abb. 32). Die
Hydrolyserate weist zwischen 30 °C und 35 °C ein Maximum auf. Dieses ist die
Temperatur auf der Hautoberflache, so dal3 das EnzyrBtietum corneumm

Temperaturoptimum aktiv ist.

Tabelle 5:

EinfluB verschiedener Faktoren auf die PLAktivitdt des humanen plantareBtratum corneum
Extraktes. Als Substrat diente NBQ-C (25 pug/ml). Die Proteinkonzentration betrug 1,6 mg/ml).
Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

Zusatz Hydrolyserate
ohne 100 %
0,2 mM Natriumdeoxycholat 121 %
2 mM Natriumdeoxycholat 244 %
20 mM CaC} 150 %
20 mM EDTA 55 %
20 mM CuSQ 22 %

Eine Besonderheit aller PLAAktivitaten ist die Praferenz fur Substrataggreddte
Einzelne geloste Substratmolekile werden schlecht hydrolysiert, wahrend Lipide in
Monoschichten, in Mizellen oder Liposomen gute Substrate bilden. Die,PL A
Aktivitdt des humanen plantaré&tratum corneunsteigt an, wenn die Substrate in
mizellarer Form angeboten werden (Tab. 5). Wird Natriumdeoxycholat unterhalb der
kritischen mizellaren Konzentration (CMC: 2 - 6 m#j" zugesetzt, so verandert
sich die Hydrolyserate nicht. Liegt die Konzentration im Bereich der CMC, so erhéht
sich die Hydrolyserate um das 2,5fache. Dieser Befund bestétigt dal NBD-C
durch eine Stratum corneumspezifische PL AAktivitat und nicht durch
unspezifische Esterasen gespalten Witd®® Die Aktivitat der Esterasen ist im
allgemeinen unabhangig von der CNIC Eine Steigerung der von uns untersuchten
PL A,-Aktivitat findet auch durch die Zugabe von®Géonen statt, wahrend EDTA

und Cd*-lonen hemmend wirken (Tabelle 5).

Wir haben erstmals Untersuchungen zur Substratspezifitdt der,-Rktiitat
durchgefuhrt. Abb. 33 zeigt, dal3 die Hydrolyserate mit der Substratkonzentration
ansteigt und ein Plateauwert erreicht. Eine Analyse der Mel3werte nach Michaelis-
Menten ist aber nicht moglich, da die Substratmolekiile stark hydrophob sind und in
den eingesetzten Konzentrationen in wafiriger Losung als Aggregate vorliegen. Das
zeigt folgende Abschatzung: die CMC von DMPC betragt 48 10?7, Das 1-
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Palmitoy-2-hexanoysnglycero-3-phosphocholin, das dem NBRRC ohne
Fluorophor entspricht, weist eine CMC von 2,2' M auf **%. Da NBD lipophil ist,
ist die CMC vermutlich &hnlich der des DMPC, also im Bereich von™f W0
(77,2 pg/ml).
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Abbildung 33:

Einflul der NBD-G-PE Konzentration auf die Umsatzgeschwindigkeit. Mit steigender Konzentration
nimmt die Umsatzgeschwindigkeit zu und erreicht dann einen konstanten Wert. Jeder Punkt
reprasentiert den Mittelwert aus 3 Einzelmessungen bei 35 °C. Die Proteinkonzentration des SC-
Extraktes betrug 0,25 mg/mEinsatz. Zwischen 0 und 5 nmol besteht eine lineare Korrelation
zwischen der Fluoreszenzintensitdt und der Konzentration des Hydrolyseproduktes sNBD-C
Experimentelle Bedingungen in Kapitel 4.

Der Einsatz verschiedener Substrate erlaubt aber die Bestimmung der apparenten
Michaelis-Menten Konstante (ko) und der unter diesen experimentellen
Bedingungen vorhandenen Umsatzgeschwindigkeia(Myp). Dazu wurden ein
Phosphatidylethanolamin-, ein Phosphatidsaure-, ein Phosphatidylcholin-, ein
Phosphatidylglycerol- und ein Phosphatidylserin-Derivat verwendet, die alle in der
sn2 Position mit NBD markiert waren. Tabelle 6 zeigt, dal das
Phosphatidylethanolamin (NBDs@E) und das -cholin (NBD+#PC) mit einer
apparenten Geschwindigkeit von 0,8 nkat umgesetzt werden. Rig,dKist sehr

niedrig und betragt 3,3 uM bzw. 2,7 uM. Das Phosphatidylglycerolderivat wird
schlechter umgesetzt {pp= 2,3 UM). Das NBD-gPA und das NBD-GPS

werden nicht umgesetzt.
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Tabelle 6:

Apparente enzymkinetische Parameter der PhospholipaseAkfivitit des humanenStratum

corneumsExperimentelle Bedingungen in Kapitel 4 und Abb. 33.

Lipid V max(app)(Nkat) | Knepp)(HM) X’
NBD-Cs-PE 0,82+0,1 3,31+1,69 0,015
NBD-Cs-PA nicht meRbar nicht meRbai

NBD-Cs-PC 0,87 £0,13 2,75+1,78 0,02
NBD-Cs-PG 2,33+0,33 18,0 +4,93 0,009
NBD-Cs-PS nicht meRRbar nicht meRbaf

Diese Befunde decken sich mit den Untersuchungen an Liposomen (Abb. 30).
Werden die Substrate in liposomaler Form angeboten, so ist PC und PG ein Substrat
der PLA des humanen epidermalestratum corneumswahrend PS keiner
Hydrolyse unterliegt.

Aus unseren enzymatischen Untersuchungen mufd geschlossen werden, daf3 topisch
applizierte Lipide, die in dasStratum corneumseindringen, einer bedingten
Hydrolyse unterliegen. Insbesondere fluides Diacylphosphatidylcholin, das gut in das
SC penetriert und dort Stérungen verursacht, unterliegt einer Hydrolyse. Durch die
Hydrolyse entstehen freie Fettsauren. Diese entfalten detergenzartige Wirkung und
kénnen die Barriereeigenschaft ddsatum corneumsusatzlich stéren. Die Folge ist

eine erleichterte Penetration weiterer Lipide und koapplizierter Substanzen. Dal3
topisch applizierte freie Fettsauren StérungersStratum corneunauslésen und eine
erleichterte Penetration von Wirkstoffen bewirken, zeigten Tanojo und Mit-
arbeiter*8%-18)

Dafur, dafld topisch applizierte Lipide einer Hydrolyse ®Btratum corneum
unterliegen und die freigesetzten Fettsauren die Struktur der Barriere storen, gibt es
bisher nur indirekte Befunde. Bouwstra und Mitarbeit&f® berichteten, daR die
topische Applikation von Liposomen aus Soja-Lipiden (Nat 106) mit einem hohen
Gehalt an Diacylphosphatidylcholin (85 % PC, 10 % PE, 5% PA), das einer
enzymatischen Hydrolyse unterliegen kann, die Bildung von VakuoleStiatum
corneum zur Folge hat. Topische Applikation von Lipidmischungen mit einem
geringeren Gehalt an Diacylphosphatidylcholin (Nat 50: 28 % PC, 2 % PE, 11 % PI
und PA, 32 % N-acyl-PE, 12 % Stearin, 32 % Ole) filhrte zu keiner Vakuolenbildung

und zu geringeren Stérungen Stratum corneum
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5.6.1. Zusammenfassung

Im epidermalen Stratum  corneum kommt eine
Phospholipase A ,-Aktivitat vor. Das
Temperaturoptimum liegt zwischen 30 und
35 °C. Substrate sind fluide Lipide mit
einer PC-, PE- oder PG-Kopfgruppe, die in
liposomaler oder mizellarer Form vorliegen
kénnen. Durch die PL A 2-Aktivitat kommt es
zu einer Zunahme freier Fettsduren in den
untersuchten Vesikelsuspensionen.

Phosphatidylserin, Phosphatidsaure und Lipide
unterhalb der Kettenschmelztemperatur werden
nicht hydrolysiert.

Die Enzymaktivitat wird durch Ca >*_lonen erhoht
und durch EDTAund Cu  ?*-lonen gehemmt.
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5.7. Schlul3folgerung und Ausblick

Ziel der Arbeit ist es, einen Beitrag zum Verstandnis der komplexen Vorgange zu
leisten, die zwischen topisch applizierten Lipiden und d®tratum corneum
stattfinden. Da liposomale Lipide in Abh&ngigkeit von ihrer Zusammensetzung
unterschiedlich mit den Lipiden d&ratum corneum#echselwirken, ergeben sich
verschiedene potentielle Einsatzmoglichkeiten. Durch Verwendung verschiedener
liposomaler Suspensionen lalt sich die Barrierefunktion des SC unterstiitzen oder
umgehen. Topisch applizierte liposomale Tréager kénnen dazu auf 3 verschiedene
Funktionen optimiert sein: auf die Unterstlitzung der epidermalen Barriere, auf die

Penetration durch die epidermale Barriere oder Penetration Btidésm corneum

5.7.1. Unterstltzung der epidermalen Barriere

Topisch applizierte Trager konnen darauf optimiert werden, auf der obersten Schicht
des Stratum corneumgu verbleiben und somit eine zusatzlichehutzschicht zu
bilden. Insbesondere in Kombination mit Sonnenschutzfaktoren kénnen dadurch
tiefere Stratum corneunund Epidermisschichten vor den Folgen einer intensiven
UV-Strahlung (z. B. Oxidation der Lipide, Kapitel 3.5) geschitzt werden. Als
lipophiles Antioxidanz bietet sich z. B. das-Tocopherol an. Dabei ist zu
berticksichtigen, dal&-Tocopherol in hohen Konzentrationen die UV-vermittelte
Oxidation forder*®®. Es ist nicht sinnvoll Substanzen einzusetzen, die die Bildung
von Singulett-Sauerstoff reduzieren, da dieser bei der strahlungsinduzierten
Lipidperoxidation keine Rolle spielt.

Topische applizierte liposomale Trager, die auf der Oberflache eine Schutzschicht
bilden sollen, mussen relativ gro3 sein (>200nm) und eine geringe
Membranflexibilitéat besitzen, um nicht in Spalten, Poren oder Defekt&ulagim
corneums*?:13 einzudringen. Es sollten gesattigte Lipide eingesetzt werden, die
selbst nur einer geringen UV-vermittelten Oxidation unterliegen. Wenn die Trager
aus Lipiden bestehen, die eine starke Fusionsfahigkeit mit den Lipidestrdasm
corneumsaufweisen, wie z. B. PS oder PE/CHEMS-Gemische (Abb. 15), ist ein
Verbleib auf der Oberflache d&ratum corneumgesichert. Es ist zu vermuten, daf3

auch kationische Lipide auf d&tratum corneun®berflache verbleiben, da sie mit
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den imStratum corneunvorhandenen anionischen Lipiden (Cholesterolsulfat, freie

Fettsduren) eine starke Wechselwirkung aufweisen sollten.

5.7.2. Penetration durch die epidermalen Barriere

Topisch applizierte Liposomen kodnnen auch auf eine mdglichst schnelle und
vollstandige Penetration durch dd@satum corneunin die lebenden Schichten der
Epidermis optimiert werden. Dadurch ist es mdglich, therapeutische Wirkstoffe in
den Organismus zu transportieren. Die Trager sollten entweder mdéglichst klein sein
(20 -30 nm) oder eine sehr flexible Membran besitzen. Entscheidend ist, dal3 sie
keine, oder nur eine geringe Wechselwirkung mit den LipiderSt@sum corneums
aufweisen. Fur die Entwicklung solcher Trager eignet sich das Diacyl-
phosphatidylcholin, das keine Wechselwirkung mit den SCV aufweist (Abb. 15). Um
eine mogliche Wechselwirkung der Trager mit deBtratum corneumzu
charakterisieren, ist der Einsatz v®tmatum corneuresikeln sinnvoll.

Eine hohe Penetration weisen z. B. die lipidbeschichteten Oltropfehem die von

Cevc und Mitarbeiter®™ entwickelten Lipid/Tensid-Vesikel auf. Wahrend erstere
fur den Transport lipophiler Substanzen geeignet sind, erlauben die letzteren sowohl
den Transport von hydrophilé#{ ****Yals auch lipophilef®***? Substanzen durch

das SC. Alle liposomalen bzw. lipidhaltigen Tréager und die koapplizierten
Wirkstoffe unterliegen wahrend der Penetration einer enzymatischen Hydrolyse
(Kapitel 5.6). Die im Stratum corneumvorhanden Lipasen konnen die
Zusammensetzung der penetrierenden Liposomen verandern und die ebenfalls
vorhandenen Proteinaséfi>1:6493108.175.19%snnen koapplizierte oder verkapselte
Wirkstoffe (Peptide) abbauen. Das Ausmald der Hydrolyse wird wesentlich von der
Penetrationsgeschwindigkeit der Trager durch &astum corneumbestimmit.
Zusatzlich kobnnen die Tragerlipide einer Oxidation unterliegen. Die
Oxidationsprodukte (z. B. MDA, Hydroxynonenal) wirken zytotoxiSch

Um die Penetration lipidhaltiger Trager (Liposomen) durchStestum corneunzu
verbessern, mul3 geklart werden, welchen Einflud die Hydrolasen auf den
Wirkstofftransport und die Wirkstoffzusammensetzung haben. Es muf3 geklart
werden, ob sich der Wirkstofftransport deutlich erhéht, wenn Lipide eingesetzt
werden, die nicht hydrolysiert werden kdnnen oder die HydrolaserStlagim

corneumsgehemmt werden. Auch die koapplizierten Wirkstoffe unterliegen einer
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Veranderund***Y. Der Einsatz von Hemmstoffen konnte einen ungestorten Trans-

port durch dastratum corneunfordern.

5.7.3. Penetration in dasStratum corneum

Topisch applizierte Trager kénnen auch auf eine Penetration fBtddsm corneum

und den Verbleib in diesem optimiert werden. Dazu eignen sich Lipidgemische, die
mit den Stratum corneuntipiden in Anwesenheit von Kalzium fusionieren (z. B.
Vesikel aus Diacylphosphatidylcholin und CHEMS, Kapitel 5.2.4). Da die Kalzium-
konzentration an der Grenze zwischen detratum granulosunund demStratum
corneum stark ansteigt, aggregieren und fusionieren solche Vesikel dort. Diese
Lipidgemische penetrieren nicht in tiefere Hautschichf&n

In weiteren Studien sollte geklart werden, ob sich mit solchen Tradgern Enzyme im
Stratum corneumaktivieren oder inaktivieren lassen. Dadurch a4t sich die
Abschilferung der Hornschuppen (Desquamation) beeinflussen und bietet somit eine
neuartige Moglichkeit, dermale Verhornungsstérungen zu behandeln. Studien von
Zettersten und Mitarbeitéf¥ zeigten, daR dieser Ansatz méglich ist. Die topische
Applikation von Cholesterolsulfat stort die normale Desquamation. Es kommt zu
einer Verdickung der Hornschicht, da Cholesterolsulfat die Proteinasen hemmt, die
die Desquamation steuertt®™. Wirde man im Gegensatz dazu Substanzen
applizieren, die die Proteinase aktivieren, kdame es zu einer beschleunigten
Desquamation. Dieser Ansatz kdnnte bei der Behandlung der X-chromosomalen

rezessiven Ichthyose (RXLI) hilfreich sein.
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AMD

CHEMS
CMC
c-UCA
DMPC
DPPC
DPPE
DSPC
EDTA
EGF
FT-IR
HMG-CoA
HPLC

HPTLC

hSCL

LH

Lo

LOOo
LOOH

LDL

MDA
NBD-Cs-PC

NMR
o,

PA
PBS
PC

PE

PG

PL Ay
PL A,
PS
ReHE
Ris
Rho-PE
SC
SCV
SDS
SPT
TBARS
TEWL
t-UCA

automatische Mehrfachentwicklung (automated multiple
development)

Cholesterolhemisuccinat

kritische mizellare Konzentration (critical micellar concentration)
cis-Urokaninsaure

Dimyristoylphosphatidylcholin

Dipalmitoylphosphatidylcholin
Dipalmitoylphosphatidylethanolamin
Distearoylphosphatidylcholin

Ethylendiamintetraessigsaure

epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
Fouriertransformierte Infrarotspektroskopie
B-Hydroxy-methyl-glutaryl-CoA
Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie (high-performance liquid-
chromatography)
Hochleistungs-Dunnschichtchromatographie (high-performance thin-
layer chromatography)

humanestratum corneunhipide

ungesattigte Lipide

Alkylradikal

Peroxylradikal

Lipidhydroperoxyd
Low density lipoprotein
Malondialdehyd
2-(6-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)aminohexanoyl-1-
hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
Kernresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance)
Superoxidanion

Diacylphosphatidsaure

physiologische Kochsalzlésung, (phosphate buffered saline)
Diacylphosphatidylcholin

Diacylphosphatidylethanolamin

Diacylphosphatidylglycerol

Phospholipase A

Phospholipase A

Diacylphosphatidylserin

rekonstituierte humane Epidermis

Octadecylrhodamin B chlorid
1,2-Dipalmitoykn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-Rhodamin
Stratum corneum

humane Stratum corneum Vesikel

Natriumdodecylsulfat

Serin-Palmitoyl-Transferase

thiobarbituresdure-reaktive Substanzen

transepidermaler Wasserverlust (transepidermal water loss)
transUrokaninsaure
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