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l. EINLEITUNG

Die Haut als Applikationsort bietet viele VVorteile gegeniiber der peroralen Anwendung. Da-
bei wird durch eine dermale Anwendung ein gezielter Einsatz direkt am Wirkungsort und
eine Verminderung von Nebenwirkungen ermdglicht, wahrend bei der transdermalen Appli-
kation von Arzneistoffen, neben verminderten systemischen Nebenwirkungen, eine Umge-
hung des First-Pass-Effektes erreicht werden kann®. Nachteilig ist jedoch, dass die Biover-
fligbarkeit dermal und transdermal applizierter Wirkstoffe aufgrund der aulRerordentlichen
Barrierefunktion der Haut stark eingeschrankt ist. Hierbei spielt vor allem das Stratum cor-
neum (SC), und besonders dessen hochgeordnete Lipidmatrix, eine entscheidende Rolle.
Diese stellt die Hauptpenetrationsbarriere der menschlichen Haut fir die meisten Arz-
neistoffe dar?. Folglich gilt es, Méglichkeiten zu finden die Barriereeigenschaften der Li-
pidmatrix reversibel herabzusetzen und somit die topische und systemische Verfiigbarkeit
von Arzneistoffen zu erh6hen. Neben verschiedenen physikalischen Methoden und dem Ein-
satz moderner Vehikelsysteme, wie z. B. Mikroemulsionen, kann dies durch Anwendung
von Penetrationsenhancern auf chemischem Weg erreicht werden®. Abhangig von der Pola-
ritat der Enhancer, gibt es verschiedene Theorien tber den Wechselwirkungsmechanismus
mit der SC-Lipidmatrix. Die in dieser Arbeit fokussierten hydrophilen Enhancer interagieren
vor allem im Bereich der Kopfgruppen der Lipide*. Der genaue Wirkmechanismus der meis-
ten hydrophilen Enhancer ist auf molekularer Ebene allerdings noch nicht vollstandig auf-
geklart.

Die Motivation dieser Arbeit bestand folglich darin weitere Informationen (ber die Interak-
tion von ausgewéhlten hydrophilen Penetrationsenhancern mit SC-Lipiden zu erhalten. Dazu
wurde eine terndre SC-Lipidmodellmischung aus den synthetisch gewonnenen Lipiden Ce-
ramid [AP]-C18/18 (CER[AP]), Cholesterol (CHOL) und freier Fettsdure (FFA) gewahlt.
Diese entspricht qualitativ (von der Art ihrer Komponenten) der Zusammensetzung der na-
tiven SC-Lipidmatrix. Das untersuchte System ist in ahnlicher Zusammensetzung in Hin-
blick auf die Lipidanordnung bereits umfangreich untersucht> 8 "8, Es bietet daher einen
guten Ausgangspunkt fir weiterfiihrende Untersuchungen beziiglich des Einflusses von Pe-
netrationsenhancern. Die Verwendung synthetischer Lipide bot dabei gegenuber exzidier-
tem humanem SC und SC-Lipidextrakten den Vorteil, dass die verwendeten Lipide eine de-
finierte Struktur besaRen und die Komponenten der Mischung zunédchst sehr einfach gestaltet
werden konnten. Somit war es méglich bestimmte Effekte direkt auf einzelne Lipidspezies
zurtickzufuhren. Unter den mittlerweile beschriebenen 19 Subspezies der Ceramide, stellt
CER[AP] mit einem Anteil von etwa 9 % den sechsthaufigsten Vertreter dar®. Dariiber

1



KAPITEL | EINLEITUNG

hinaus war aufgrund der groBtmdéglichen Menge an vier OH-Gruppen in der Kopfgruppe ein
starkes Interaktionspotential mit den in dieser Arbeit im Mittelpunkt stehenden hydrophilen
Enhancern zu erwarten. In Anlehnung an die Kettenldange des CER wurde vorwiegend Stea-
rinsaure (SA), als haufigste kurzkettige FS der SC-Lipidmatrix, eingesetzt!®. Die Mischun-
gen wurden anschlieRend in diverse Modellsysteme, wie multi- oder oligolamellare Schich-
ten, einzelne festkorpergestitzte Bilayer und unilamellare Liposomen (ULVSs) Gberfihrt.
Unter Anwendung geeigneter Methoden wurde daran schlielRlich der Einfluss der hydrophi-
len Penetrationsenhancer Wasser, Harnstoff, Taurin, Dimethylsulfoxid (DMSO), Glycerol,
Propylenglykol (PG), 1,2-Pentandiol und 1,5-Pentandiol (Pd) untersucht. Dabei konnten
durch die Anwendung der ATR-FTIR-Spektroskopie Einfllsse auf die laterale Probenstruk-
tur, wie beispielsweise eine Auflockerung innerhalb der Ketten, néher untersucht werden.
Die Neutronenreflektivitats(NR)-Messungen wurden an verschiedenen Reflektometern un-
terschiedlicher Forschungseinrichtungen durchgefuhrt. Sie lieferten aussagekraftige Mem-
branprofile, aus denen Informationen uber die Verteilung des Mediums und der Enhancer
innerhalb der einzelnen Bilayerbereiche und deren Einfluss auf die Schichtdicke erhalten
werden konnten. Mit Hilfe der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) an ULVs konnte
die Stabilitat in Bezug auf die LiposomengroéRenverteilung ermittelt werden, wahrend bei
der fluoreszenzspektroskopischen Bestimmung des Leakage die Stabilitat der ULVs unter
dem Gesichtspunkt der Integritat der Membran néher untersucht wurde. Durch die Kombi-
nation der unterschiedlichen SC-Lipidmodelle mit den vielféltigen Messmethoden konnten
somit umfangreiche Einblicke in das Interaktionspotential der untersuchten hydrophilen En-
hancer mit den SC-Lipidmodellen gewonnen werden.

Ein weiterer wichtiger Bestandteil dieser Arbeit, der den eigentlichen Untersuchungen des
Enhancereinflusses vorausging, war die systematische Optimierung der Préparation eines
reproduzierbaren oligolamellaren SC-Lipidmodells zur Realisierung einer simultanen NR-
und IR-Messung. Dabei wurden verschiedene Parameter wie beispielsweise die Um-
drehungsgeschwindigkeit, die Lipidkonzentration oder der Methanolgehalt der Lipid-
mischung variiert und mit Hilfe von Rontgenreflektometriemessungen bewertet. Ein nicht
unwesentlicher Aspekt dabei war die Voraussetzung, dass das entwickelte Modell auch fir
Messungen an einer fest/flussig-Grenzflache geeignet ist, sodass die Lipide auch im wassri-
gen Medium auf der Waferoberflache bestandig sein wurden.
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1. HAuT

Mit einer Oberflache von ungefahr 2 m? ist unsere Haut nicht nur das gréRte menschliche
Organ, sondern besitzt auch einige wichtige Funktionen. So hat sie einerseits eine Schutz-
funktion, vor allem gegenuber dem Eindringen von Mikroorganismen und physikalischen,
sowie chemischen Einfllissen. Andererseits dient sie der Regulation des Wasserhaushaltes,
der Warmeregulation und als Sinnesorgan zur Weiterleitung von Schmerz-, Druck- und
Temperaturreizen. Der Aufbau der menschlichen Haut gliedert sich im Wesentlichen in drei
Schichten: die Epidermis, die Dermis und die Subkutis, wobei die Epidermis die duRerste
Hautschicht darstellt (Abb. 1). Die Epidermis wiederum kann von innen nach auf3en in das
Stratum basale, das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und das Stratum corneum
(SC) unterteilt werden! 12,

Hautoberflache

e S ——
Korneozyten —_—eeee— —————— e ———————y e
e
e e e
Llpldmatrlx =— B
Stratum corneum
Epidermis
Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Blutgefalte

Subcutis

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Haut, modifiziert nach®?

1. STRATUM CORNEUM

Das SC besteht aus zehn bis 20 Korneozytenschichten, die in eine Lipidmatrix eingebettet
sind (Abb. 1). Jeder einzelne Korneozyt ist von einer membranartigen Hiille, dem ,,cornified
envelope®, umgeben. An diese Proteinschicht gebundene Ceramide bilden die Verbindung
zur lipophilen Lipidmatrix*3. Die Einbettung der Korneozyten in der Lipidmatrix wird haufig
mit dem ,,brick and mortar“-Modell beschrieben'*. Hierbei wird der Aufbau des SC mit einer
Ziegelmauer verglichen, in der die Korneozyten die Ziegelsteine und die Lipidmatrix den
Mortel darstellen. Allerdings ist dieser Vergleich unzureichend, da hakendhnliche
Strukturen, an den Korneozyten fur zusétzlichen Halt sorgen. Zudem stehen die Zellen tber
,tight junctions® und Korneodesmosomen in Verbindung und werden auf diesem Wege
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miteinander ,,vernietet®. Dieser Aufbau ermdglicht eine besonders feste und undurchléssige
Struktur, die hauptverantwortlich fur die Stabilitat und die Barrierefunktion des SC ist. Einen
wesentlichen Beitrag dazu leisten auch die Bilayerstrukturen der SC-Lipidmatrix®.

2. LIPIDMATRIX

2.1. ZUSAMMENSETZUNG DER LIPIDMATRIX

Die SC-Lipidmatrix setzt sich aus einer etwa aquimolaren Menge von Ceramiden (CER),
freien Fettsauren (FFA) und Cholesterol (CHOL), sowie dessen Derivaten zusammen?®®.
Auffallig ist die nahezu vollstandige Abwesenheit von Phospholipiden, die in den meisten
anderen Biomembranen den Hauptbestandteil darstellen??,

CHOLESTEROL. Der Effekt von CHOL auf die Lipidstrukturen ist abhéngig von dessen Kon-
zentration. In geringen Mengen vorhanden, stabilisiert es die trans-Konformation der Ketten
und erhoht somit die Ordnung innerhalb der Bilayer. Bei sehr hohen Konzentrationen kommt
es zu Wechselwirkungen des CHOL mit dicht gepackten Fetts&ureresten. Dadurch wird die
Lipidstruktur aufgelockert und die Permeabilitat erhoht!® 17, Die genaue Lokalisierung des
CHOL ist bereits an verschiedenen SC-Lipidmodellmembranen untersucht worden® & 19,
Demnach befindet sich die hydrophile Hydroxylgruppe in Héhe der polaren Kopfgruppen,
wohingegen das lipophile Steroidgrundgerust ins Innere der Bilayer hineinragt und mit den
lipophilen Resten der anderen Lipidkomponenten wechselwirken kann. CHOL-Derivate
kommen nur in sehr geringen Mengen im SC vor. Eine wichtige Rolle spielt hierbei das
Cholesterolsulfat (CS), welches fiir den Desquamationsprozess (die Abstoung der obersten
Hautschuppen) von groRer Bedeutung ist.

FREIE FETTSAUREN. Die Fettsaurefraktion des SC besteht aus Uiberwiegend gesattigten FFA
mit Kettenlangen zwischen 14 und 28 Kohlenstoffatomen® %, Dabei stellen die C24:0-Fett-
séure (Lignocerinsaure, TA) mit 30 % und die C26:0-Fettsaure (Hexacosansaure) mit 25 %
den Hauptanteil dar?*. Neuere Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe haben auBerdem
gezeigt, dass die bisher als eher bedeutungslos geltenden ungeradzahligen FFA einen we-
sentlichen Anteil von ~20 % einnehmen (unveréffentlichte Daten). Neben CS sind die FFA
die einzigen ionisierbaren Substanzen im SC und spielen deshalb bei der Ausbildung der
Bilayerstrukturen eine wichtige Rolle?.

CERAMIDE kommen nicht nur im SC, sondern auch in vielen anderen Geweben des mensch-
lichen Kdorpers vor. Die Besonderheit im SC ist, dass CER hier in einer Vielfalt und Menge
vorkommen, wie sie in keinem anderen Kompartiment erreicht wird?. Im SC sind sie maR-
geblich am Aufbau und der Erhaltung der Barrierefunktion beteiligt?* 2. CER geh6ren struk-
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turell zu den Sphingolipiden und bestehen aus einer langkettigen Fettsaure, die ber eine
Amidbindung mit der Sphingoidbase verknupft ist. Als Fettsduren kommen Nonhydroxy-
(N), a-Hydroxy- (A) oder o-Hydroxyfettsauren (O) in Frage. Zusétzlich kénnen w-Hydroxy-
fettsduren mit einer weiteren Fettsdure verestert werden®. Nicht nur die Anzahl an
Hydroxylgruppen und der Sattigungsgrad, sondern auch das Auftreten von Methylverzwei-
gungen und die Variation der Fettsdurekettenlange vergrofiern die Diversitat der resultieren-
den CER-Spezies?’. Die Sphingoidbase, bei der ebenfalls Kettenldngen von zwdlf bis 28 C-
Atomen moglich sind? 2°, kann entweder Sphingosin (S), ein langkettiger, einfach ungest-
tigter Dihydroxyaminoalkohol, das gesattigte Derivat Dihydrosphingosin (DS), Phytosphin-
gosin (P), ein C4-Hydroxylderivat des DS, oder das 6-Hydroxysphingosin (H), ein C6-Hy-
droxylderivat des Sphingosin, sein. Speziell fur die Nonhydroxyfettsdure (N) wurde eine
weitere Sphingoidbase, das 4,X-Dihydroxydihydrosphingosin (T) beschrieben®, bei dem die
Position der zusétzlichen OH-Gruppe bisher jedoch nicht genau zugeordnet werden konnte.
AuRerdem wurden fir die Nonhydroxy- (N) und a-Hydroxyfettsdure (A) Sphingoidbasen
identifiziert, die in 1-O-Position verestert sind (1-O-E)%®. Bisher konnten 19 verschiedene
Ceramidklassen identifiziert werden, deren jeweilige Funktionen in Bezug auf die Barriere-
funktion des SC noch nicht genau bekannt sind® 2> %, Grundsétzlich erfolgt die Benennung
der einzelnen Klassen entsprechend der Nomenklatur nach Motta et al.3!, wobei die in Klam-
mern angegebenen Buchstaben eine Kombination des Fettséduretyps mit der der Sphingoid-
base darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit soll speziell das CER[AP] (Abb. 2, links) betrach-
tet werden. Anhand des durch die beiden Ketten des CER eingeschlossenen Winkels o lassen
sich prinzipiell drei verschiedene Konformationen unterscheiden: die gestreckte (o = 180°),
die V-formige (0 < a. < 180°) und die Haarnadelkonformation (o, = 0°)*2 33 (Abb. 2, rechts).
Weiterhin ist allen bisher untersuchten CER-Spezies ein ausgepragter Polymorphismus ge-
mein. Dabei kénnen verschiedene Kettenpackungen (lamellar, orthorhombisch, hexagonal
oder invers hexagonal) ausgebildet werden.

Haarnadel- gestreckte
o konformation Konformation
(OH)
H3CMNMO
CER[AP] HN~on)
HsC ~10H)
\OH) gewinkelte (V-formige)

Konformation

Abb. 2: Strukturformel des CER[AP] (links), sowie eine schematische Darstellung moglicher
Konformationen der Ceramide (rechts).
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2.2. ORGANISATION DER LIPIDMATRIX

Die SC-Lipide bilden hochgeordnete lamellare Strukturen, mit abwechselnd hydrophilen
und lipophilen Bereichen aus Kopfgruppen und Alkylketten, was das Uberwinden dieser
Matrix fur dermal und transdermal applizierte Stoffe zusétzlich erschwert. Innerhalb dieser
Lamellen wird neben der Existenz von fliissig-kristallinen Bereichen auch eine orthorhom-
bische und hexagonale Organisation der Lipide beschrieben3* 3637 In der orthorhom-
bischen Phase sind die Lipidketten in der all-trans Konformation in einem rechtwinkeligen
Gitter angeordnet und in Bezug auf ihre Langsachse fixiert, wahrend sie in der weniger dich-
ten hexagonalen Packung frei um ihre Langsachse rotieren kénnen. Der fllssig-kristalline
Zustand zeichnet sich schliellich durch das VVorhandensein eines hohen Anteils an gauche-
Konformeren aus, der die Lipidordnung verringert, wodurch es zu einem Verlust der latera-
len Ordnung kommt. Durch die Koexistenz der verschieden dichten Lipidpackungen, resul-
tiert eine Mischung aus nahezu impermeablen und sehr leicht durchldssigen Bereichen. Da-
bei entsteht eine Lipidstruktur, die weder zu permeabel, noch zu starr oder sprode ist und
somit eine optimale Barrierefunktion des SC gewéhrleistet®,

Wahrend der letzten Jahrzehnte wurde intensiv daran gearbeitet die Nanostruktur der SC-
Lipidmatrix aufzuklaren. Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen haben sich verschie-
dene theoretische Modelle Uber die Lipidorganisation im Interzellularraum des SC ent-
wickelt. Zu den wichtigsten Ansatzen zahlen dabei das Stacked Monolayer Model nach
Swartzendruber et al.®, das von Forslind et al. beschriebene Domain Mosaic Model*°, das
eine trilamellare Breit-Schmal-Breit Struktur (LPP) beschreibende Sandwich Model*, das
von Norlén postulierte Single Gel Phase Model*?, das von Kiselev et al. entwickelte Arma-
ture Reinforcement Model, welches die strukturellen Veranderungen der Lipidmatrix bei
Wasseriiberschuss erklart*®, das von Schroeter et al. beschriebene Modell, das trotz des Vor-
liegens eines w-acyl-CER die alleinige Entstehung einer SPP postuliert®, sowie das von Iwai
et al. postulierte Asymmetriemodell**. Grundsatzlich ist anzumerken, dass derzeit die ver-
schiedenen Modelle in der Diskussion stehen und weiterfiihrende Untersuchungen zur Veri-
fizierung eines Modelles, oder einer Kombination aus mehreren, notwendig sind. Dazu eig-
nen sich unter anderem Untersuchungen an SC-Lipidmodellen. Sie enthalten definierte Lipi-
de, weshalb sich, wie bereits in zahlreichen Untersuchungen gezeigt” 4> 464748 einzelne
Effekte direkt auf bestimmte Lipidspezies zuriickfuihren lassen. Ein besonderer Vorteil die-
ser Mischungen besteht nicht nur darin den Einfluss der einzelnen Lipidspezies und ihre
Wechselwirkungen untereinander, sondern auch Temperatur- und Feuchtigkeitseinfllsse,
sowie den Einfluss von Penetrationsenhancern untersuchen zu kénnen. Die erhaltenen In-
formationen konnen anschlielend (unter VVorbehalt) auf das native SC projiziert werden.
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I1l. ENHANCER — MOLEKULE ZUR BEEINFLUSSUNG DER
BARRIEREFUNKTION

Penetrationsenhancer sind Stoffe, die mit Zielstrukturen des SC interagieren und so die An-
reicherung eines Arzneistoffs in lebenden Hautschichten oder sogar den Eintritt in die sys-
temische Zirkulation verbessern bzw. erst ermdglichen*®. Die systemische Wirkung durch
transdermal applizierte Arzneistoffe besitzt entscheidende therapeutische Vorteile gegen-
uber der oralen Applikation, beispielsweise ein geringeres Ausmal} an unerwinschten Arz-
neimittelwirkungen und eine Umgehung des First-Pass-Effektes!. Zur topischen Behandlung
verschiedener Hautkrankheiten wird dagegen eine Anreicherung des Arzneistoffs in tieferen
Hautschichten angestrebt. In jedem Fall muss der Arzneistoff zunéachst in der Lage sein, das
SC zu durchdringen. Grundsétzlich sollten Substanzen dafur ein Molekulargewicht von
600 Da nicht tberschreiten, ausreichend gut in Wasser und lipophilen Lésungsmitteln 16s-
lich sein und einen relativ hohen Verteilungskoeffizienten besitzen. Fiir Molekdle, die diese
Kriterien nicht erflllen, gibt es zahlreiche Mdglichkeiten, die transdermale Applikation zu
optimieren, zusammengefasst in Barry et al.>°. Dazu zahlen unter anderem die Verwendung
von Mikroemulsionen oder Liposomen zur Verbesserung des Transportes durch das SC, die
Anwendung von physikalischem Stress in Form von z. B. Warme, wobei die Integritéat des
Gewebes beeinflusst wird und auch der Einsatz von chemischen Substanzen, den sogenann-
ten Penetrationsenhancern. Hierbei stehen dem Enhancer die folgenden Maoglichkeiten der
Wechselwirkung zur Verfugung (siehe auch Abb. 3):

1. Innerhalb der Korneozyten: Hydratisierung oder Wechselwirkungen mit Proteinen
(Keratin)

2. Zwischen den Korneozyten: Wechselwirkungen mit Proteinen (Desmosomen)
3. Innerhalb der SC-Lipidmatrix

a) Herausl6sen von Lipiden

b) Phasenseparation durch Anreicherung von Wasser im Kopfgruppenbereich
oder Einlagerung inverser Mizellen im Kettenbereich

c) Fluidisierung durch Einlagerung lipophiler Substanzen im Kettenbereich
und hydrophiler Substanzen im Kopfgruppenbereich

d) Einlagerung und Verbesserung der Losungseigenschaften fir den Arz-
neistoff
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Abb. 3: Schematische Darstellung der wichtigsten Enhancerwechselwirkungen im SC, modifiziert nach5% 52

Besonders potente Enhancer kombinieren dabei sogar mehrere dieser Mechanismen®® >3, Da
flr die meisten Arzneistoffe angenommen wird, dass sie interzellular tber die Lipidmatrix
das SC permeieren® *®, sind Penetrationsenhancer, die mit der SC-Lipidmatrix interagieren
oder die Verteilung des Arzneistoffs darin durch ihre Losungseigenschaften verbessern, von
besonderem Interesse. Dabei unterscheidet man hydrophile und lipophile Enhancer, die je-
weils bevorzugt in den entsprechenden Bereichen der Bilayer wechselwirken. Es existieren
bereits zahlreiche Studien, zusammengefasst in Williams et al.> bzw. Dragicevic et al.>> %,
die sich mit der Untersuchung des Wirkungsmechanismus verschiedener Enhancer beschéaf-
tigen. Die bisherigen Erkenntnisse uber die Wechselwirkungen der verwendeten Enhancer
(Strukturformeln siehe Abb. 4) im SC konnten keine umfassende Aufklarung des Wirkungs-
mechanismus auf molekularer Ebene liefern. Diese werden fiir jeden Enhancer zusammen-
gefasst und in Verbindung mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen, die diesbezig-
lich neue Erkenntnisse liefern sollen, vorgestellt und diskutiert.

Hydrophile Penetrationsenhancer

Taurin Harnstoff DMSO Glycerol Propylenglykol 1,2-Pentandiol  1,5-Pentandiol

HoN H3C.o.CH3

OH OH oH OH
H2N\/\ »—NH S H/\/CH
SOzH o/ e o HO\)\/OH H3C\)\OH I . WOH

Abb. 4: Strukturformeln der untersuchten Enhancermolekiile
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IV. MODELLSYSTEME

Es gibt derzeit verschiedene Ansétze, die Organisation der Lipide innerhalb der SC-Lipid-
matrix und die Bedeutung einzelner Lipidspezies dabei zu erklaren (Kapitel 11.2.2., S. 6).
Héufig werden dafir natives SC oder Extrakte der komplexen Lipidmatrix verwendet. In
diesen Fallen ist es schwierig, bestimmte Eigenschaften direkt auf eine einzelne Lipidspezies
zu Ubertragen und so zuverlassige Aussagen uber deren Einfluss zu treffen. Grund dafur ist
die im nativen SC sehr komplexe Lipidzusammensetzung und die Uberlagerung der phy-
sikochemischen Eigenschaften der verschiedenen Lipidspezies. Fir ein besseres Verstandnis
des Einflusses einzelner Lipidspezies oder bestimmter Substanzen ist es daher vorteilhaft
zundchst einfache Lipidmodelle zu verwenden. Dazu werden Mischungen synthetischer Li-
pide mit definierter Zusammensetzung hergestellt. Auf diese Weise ist es moglich charakte-
ristische Eigenschaften bestimmten Lipidspezies zuzuordnen®? 454757, Zusatzlich kann der
Einfluss von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Enhancern an derartigen Modellen mit einer
starkeren Aussagekraft untersucht werden®® % . Die verwendeten Lipidmodelle kdnnen
dabei unterschiedlich aufgebaut sein, z. B. hinsichtlich der Anordnung oder Dimension der
lamellaren Struktur, die von Mono- bis Multilayer reichen kann. In Abb. 5 sind die in dieser
Arbeit verwendeten SC-Lipidmodelle schematisch dargestellt. Bisher wurden als SC-Mo-
dellsystem vor allem auf einem geeigneten Tragermaterial aufgebrachte oder in wassriger
Losung suspendierte multilamellare Proben verwendet® %% 616263 7ym einen kann dadurch
eine fur die SC-Lipidmatrix reprasentative Anordnung der Lipide erreicht werden und zum
anderen sind sie mit wenig Aufwand zu préparieren. Da die Lipidmatrix im nattrlichen SC
aus bis zu 20 iibereinander gelagerten Bilayern besteht®*, sind oligolamellare Lipidmodelle
mit zwei bis 15 Bilayern eine noch realistischere Alternative zu den Multilayern, die aus bis
zu einigen hundert Bilayern aufgebaut sind. AuRerdem ermdglicht die reduzierte Schicht-
dicke genauere Einblicke in die Lipidstruktur und eine sensiblere Erfassung von geringfligi-
gen Veranderungen, z. B. durch den Einfluss von Penetrationsenhancern. Noch sensitiver in
Bezug auf strukturelle Veranderungen wird das Lipidmodell, wenn es nur noch aus einem
einzigen Bilayer besteht. Diese einzelnen Bilayer sind besonders geeignet, wenn Wechsel-
wirkungen untersucht werden sollen, die im Wesentlichen an der Grenzfl&che Lipid/Medium
auftreten, statt zwischen benachbarten Bilayern. Da die in dieser Arbeit verwendeten hydro-
philen Enhancer im Medium geldst sind, wiirden mogliche Wechselwirkungen zunéchst an
dieser Grenzflache auftreten. Ein weiteres vorteilhaftes Modellsystem stellen Liposomen
dar. Hierbei handelt es sich um einen oder mehrere tbereinander liegende Lipidbilayer, die
eine in sich geschlossene kugelige Form annehmen. Je nach Liposomentyp reichen die
Durchmesser von 20 nm bis mehrere Mikrometer®®. Liposomen sind ein geeignetes Modell
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um die Permeabilitat der Haut und verschiedene Einflussfaktoren, wie Penetrationsenhancer,
zu untersuchen®, Sie bieten eine Vielzahl von Vorteilen gegentiber anderen Lipidmodellen.
Beispielsweise ist es mdglich Liposomen mit definierter Struktur und GrolRe zu erhalten,
welche durch die Praparationsbedingungen beeinflusst werden kénnen®’. Dartiber hinaus
sind besonders unilamellare Liposomen (ULVs) gut geeignet, um Wechselwirkungen von
sowohl lipophilen als auch hydrophilen Enhancern und anderen Molekilen mit den Kopf-
gruppen der Lipide zu untersuchen.

Multilayer Oligolayer Bilayer Liposomen

Abb. 5: Ubersicht der angewendeten SC-Lipidmodelle (die Multi-, Oligo- und Bilayer sind jeweils auf
einem Substrat (schwarz) aufgelagert, die Liposomen befinden sich in wassrigem Medium (blau))

1. PRAPARATION DER VERSCHIEDENEN LIPIDMODELLE

Zur Préparation der verschiedenen Modellsysteme wurden ternére Mischungen aus CER,
CHOL und FFA verwendet. Als CER-Spezies diente CER[AP]-C18/18. Die FFA-Fraktion
wurde so gewdhlt, dass die Kettenlangen mit der des CER Ubereinstimmten. Dafiir wurde
vor allem SA verwendet. Zur Herstellung der 10 mg/ml Stammldsungen (SL) der Lipide
wurden die entsprechenden Mengen in einem Losungsmittelgemisch aus Chloroform
(CHCI3) und Methanol (MeOH) im Verhaltnis 2:1 (V/V) geldst (= SL A). Diese Mischung
ist notwendig, um das CER zu l6sen. Da der relativ hohe MeOH-Anteil bei einigen Modellen
zu unzureichend orientierten Proben flhrte, wurde in diesen Fallen fiir die FFA und das
CHOL nur CHCIs als Lésungsmittel verwendet (= SL B). Die entsprechenden Mengen der
Lipide wurden zu einer Mischung vereinigt, die in der Regel ein molares Verhéltnis der
Lipide CER:CHOL:FFA von 1:0,7:1 (in einigen Fallen wurde auch ein Verhaltnis von
1:0,3:1 untersucht) aufwies. Anders als in der verwendeten Mischung liegen im nativen SC
die drei Lipidspezies in etwa dquimolarem Verhaltnis vor™®. In diesem Verhiltnis ist der
CHOL-Anteil bereits zu hoch, um vollstandig in die Membran inkorporiert zu werden?6 57,
sodass in der vorliegenden Arbeit der CHOL-Anteil reduziert wurde. Als Enhancerkonzen-
tration wurde in Anlehnung an blicherweise in Formulierungen verwendete Mengen eine
Konzentration von 10 % (m/m), bezogen auf die wassrige Phase, gewahlt. Lediglich fur Tau-
rin musste aufgrund dessen eingeschrankter Loslichkeit eine Konzentration von 5 % (m/m)
gewahlt werden. Die Zugabe der Enhancer erfolgte durch Ldsen in der wassrigen Phase.

10



KAPITEL IV MODELLSYSTEME

1.1 LIPOSOMEN

In Anlehnung an Untersuchungen von Zbytovska et al.”, wurde fiir die Praparation von Lipo-
somen zundchst ein relativ hoher pH-Wert ~10 gewahlt. Dies soll eine mdglichst lange Sta-
bilitat der Liposomen gewéhrleisten, damit auch Messungen Uber einen langeren Zeitraum,
wie z. B. Kleinwinkelstreumessungen (mehrere Tage) oder polaritatssensitive Fluoreszenz-
messungen, zuverlassige Ergebnisse liefern. Um allerdings die durch die Leakage-Messun-
gen erhaltenen Werte mit den Ergebnissen der Reflektometrie- und IR-Messungen verglei-
chen zu kénnen, wurden die Liposomen fur Leakage-Untersuchungen zusétzlich bei einem
pH-Wert = 7 hergestellt. Die Liposomen wurden gemaR Protokoll 1 ,,Praparation handge-
schittelter multilamellarer Lipidvesikel”®® unter Beriicksichtigung einiger Anpassungen fiir
SC-Lipidmodelle” hergestellt. Dazu wurden die entsprechenden Mengen der SL A in einem
Rundkolben gemischt und das Lésungsmittel mit Hilfe eines Rotationsverdampfers entfernt.
Der entstandene Lipidfilm wurde Gber Nacht unter Vakuum gelagert, um Lésungsmittelreste
zu entfernen. Die Lipidfilme wurden mit einer Pufferlésung zu einer Konzentration von
1 mg/ml aufgenommen. Dabei wurde fir einen pH-Wert > 9 (10) ein Tris-Puffer (10 mM
Tris + 100 mM NaCl) und fiir einen pH-Wert = 7 ein Bis-Tris-Puffer (10 mM Bis-Tris +
100 mM NaCl) verwendet. Die Suspensionen wurden anschlieBend eine Stunde bei 90 °C
im Trockenschrank gelagert und alle 30 Minuten mit dem Vortexer geschittelt. Die so er-
haltenen multilamellaren Vesikel (MLV) wurden in einem Miniextruder (Avanti Polar Li-
pids, Deutschland) 21 Mal durch eine Polycarbonatmembran (100 nm Porengrof3e) extru-
diert. Die dadurch erzeugten ULVs wurden unmittelbar fur die verschiedenen Messungen
verwendet.

LIPOSOMEN FUR LEAKAGE-MESSUNGEN: Die Praparation 6-Carboxyfluorescein (6-CF)-
beladener Liposomen erfolgte entsprechend der oben beschriebenen VVorgehensweise unter
Beriicksichtigung einiger Abwandlungen nach Blumenthal et al.®® Der Puffer fiir die Auf-
nahme der Lipidfilme wurde mit 6-CF (50 mM) angereichert, um so eine Verteilung des
Fluoreszenzfarbstoffes im Liposomeninneren zu gewadbhrleisten. Die entstandenen 6-CF-be-
ladenen ULVs wurden anschliel’end von dem 6-CF in der &ul3eren wassrigen Phase getrennt.
Dazu wurde eine GrélRenausschlusschromatographie in einer Sephadex G-50 Saule mit dem
jeweiligen isoosmotischen Puffer als Laufmittel durchgefuhrt. Die aufgefangene Liposo-
menfraktion wurde anschlieRend fiir die Leakage-Messungen verwendet.

1.2. EINZELNE, FESTKORPERGESTUTZTE BILAYER

Rechteckige Siliziumwafer (80 x 50 x 15 mm?®) wurden zunachst mit der gebrauchlichen
RCA Wafer-Reinigungsmethode, insbesondere dem ersten Schritt, der als ,,RCA standard
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clean 1 bezeichnet wird, behandelt?® '® ™1, Bei dieser Reinigung wurde der Wafer in eine
Losung aus Reinstwasser (gewonnen durch ein MilliQ Reinigungssystem; http://www.mil-
lipore.com/; spezifischer Widerstand > 18.2 MQ cm), NH4OH 29 % (m/m) und H20>
30 % (m/m) (5:1:1 (V/V)) gegeben und diese fiir zehn Minuten auf bis zu 7075 °C erhitzt.
Damit konnte sichergestellt werden, dass alles organische Material von der Waferoberflache
entfernt wurde. Zusatzlich wurde die Waferoberflache wahrend dieser Behandlung hydro-
philer. AnschlieBend erfolgte nacheinander eine Reinigung im Ultraschallbad mit Aceton,
Ethanol/Wasser (1:1) und Wasser. Die einzelnen Bilayer wurden mit Hilfe der Langmuir
Blodgett/Langmuir Schaefer (LB/LS) Technik, die in der Literatur ausfiihrlich beschrieben
ist’?, hergestellt. Eine 1 mM Lipidmischung wurde durch Mischen der jeweiligen Mengen
der SL B und anschliefendes Verdiunnen mit CHCIz hergestellt. 550 pl dieser Mischung
wurden auf den mit Reinstwasser geflllten Langmuirtrog (Nima 1212D) gespreitet. Eine
Wartezeit von 30 Minuten ermdglichte ein vollstandiges Verdampfen des Losungsmittels.
AnschlieRend wurden die Trogbarrieren mit einer Geschwindigkeit von 25 cm?/min bis zum
gewilinschten Oberflachendruck zusammengeschoben. Fur beide Depositionsvorgange
wurde ein Druck von 20 mN/m verwendet. Um diesen wahrend der Praparation konstant zu
halten, waren die Barrieren frei beweglich. Der erste Monolayer wurde durch Herausziehen
des Siliziumwafers aus dem Trog mit einer Geschwindigkeit von 6—7 mm/min aufgetragen.
Um den zweiten Monolayer darauf aufzulagern, wurde der Wafer horizontal von oben nach
unten mit einer Geschwindigkeit von 3 mm/min durch die lipidbedeckte Wasseroberflache
getaucht. Die so préparierten Bilayer wurden noch unter Wasser in die mit Wasser gefullte
Durchflusszelle eingebaut.

1.3. OLIGOLAMELLARE LIPIDSCHICHTEN

Fur Phospholipide konnten oligolamellare Proben bereits erfolgreich prépariert und mit
Hilfe der Rontgenreflektometrie (XR), sowie der Neutronenreflektometrie (NR) kombiniert
mit IR-Messungen charakterisiert werden’®. CER, als Hauptbestandteil der SC-Lipidmatrix,
sind jedoch sehr viel rigider und weisen deutlich andere physikochemische Eigenschaften
als Phospholipide auf’*. Demzufolge fiihrte eine einfache Ubertragung der von Kreuzer”
entwickelten Praparationsschritte nicht zu einer Probe, die sich fur eine Charakterisierung
mittels NR oder XR eignete. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Préparations-
methode deshalb fur die SC-Lipidmodelle optimiert. Ein besonderes Augenmerk wurde da-
bei auf dessen Tauglichkeit fur Untersuchungen mit hydrophilen Penetrationsenhancern ge-
legt. Detaillierte Ausfihrungen zum Optimierungsprozess finden sich im Kapitel ,,Prapara-
tion eines neuartigen oligolamellaren SC Lipidmodells“ (Kapitel V1.1, S. 29) Nachfolgend
werden die wichtigsten Erkenntnisse daraus zusammengefasst.
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REINIGUNG DER WAFER: Vor der Verwendung wurden die runden Siliziumwafer
(60 x 10 mm?) mit CHCI3 im Ultraschallbad gereinigt, um Lipidreste abzulésen. Analog zur
Reinigung der Wafer fir die festkorpergestitzten Bilayer wurde nachfolgend die RCA-1
Standardmethode eingesetzt. AbschlieBend wurden die Wafer, entsprechend der VVorgehens-
weise von Kreuzer et al.”?, 21 Mal mit Reinstwasser gespiilt.

POLYETHYLENIMIN(PEI)-LAYER: Wahrend der Optimierung der Probenpréaparation erwies
sich die Einfuhrung einer PEI-Schicht, als Bindeglied zwischen Waferoberflache und Lipid-
schicht, als notwendig. Daflir wurden die Wafer bei Raumtemperatur fur 20 Minuten in einer
PEI-L6sung (0,01 mol/l) inkubiert und anschlieend dreimal fir zwei Minuten in Reinst-
wasser aufbewahrt. Die Lipide wurden direkt im Anschluss an diese VVorbehandlung aufge-
tragen.

ROTATIONSBESCHICHTUNG: Nach der Methode von Mennicke und Salditt™ wurde die oli-
golamellare Lipidschicht mittels Rotationsbeschichtung (Spin-coater Modell: 6708D,
Cookson Electronics, Deutschland) prapariert. Hierfir wurden 3,5 ml einer 3,5 mg/ml Lipid-
mischung, auf die Waferoberflache pipettiert und anschlieBend bei einer Geschwindigkeit
von 4000 Umdrehungen pro Minute (rpm) gespreitet. Die 3,5 mg/ml Lipidmischung wurde
durch Zusammenfihren der entsprechenden Mengen SL B der einzelnen Lipidkomponenten
und anschlieRendes Verdunnen mit CHCIs hergestellt.

ANNEALING: Diese Probennachbehandlung ist optional und wurde nur angewendet, wenn
ausdriicklich darauf hingewiesen ist. Dabei wurde die Probe, geméaR der von Schroeter et al.
beschriebenen Prozedur®, unter 100 % Luftfeuchtigkeit zyklisch auf 75 °C aufgeheizt und
wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt. Im ersten Zyklus wird die Probe eine Stunde aufge-
heizt und anschlieBend 30 Minuten abgekuhlt. Im zweiten und dritten Zyklus wird dagegen
fur 30 Minuten geheizt und fur 15 Minuten abgekdhlt.

1.4. MULTILAMELLARE LIPIDSCHICHTEN

MULTILAYER FUR IR-MESSUNGEN: Eine 1 mg/ml Lipidmischung aus CER[AP], CHOL
und SA wurde durch Mischen der entsprechenden Mengen von SL B und anschliel3endes
Verdiinnen mit CHCI3 hergestellt. Fiir den ATR-Kristall mit einer Flache von 1,54 cm? wur-
den 0,55 ml dieser Mischung (0,36 mg Lipidmischung pro cm? Flache) entsprechend der
Beschreibung von Seul und Sammon’® mit Hilfe einer Airbrushpistole unter konstantem
Fluss aufgespriiht.

MULTILAYER FUR NR-MESSUNGEN: Zur Préparation der Multilayer fur NR-Messungen
wurde das Protokoll fir die Préparation von Oligolayern verwendet. Anstatt der Rotations-

beschichtung wurde ein Aufsprihschritt mittels Luftdruck (Airbrush) durchgefiihrt. Gemal
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den Ausfiihrungen von Seul und Sammon’® und einigen individuellen Veranderungen fiir
das vorliegende Lipidmodell wurde der Wafer auf einer auf 50 °C temperierten Heizplatte
platziert. Unter konstantem Fluss wurden 2 ml einer 5 mg/ml Lipidlésung gleichmé&Rig und
auf die Waferoberflache (~28 cm?) aufgespriiht. AnschlieBend erfolgte in jedem Fall ein
Annealing, wie es im Rahmen der Praparation der Oligolayer optional beschrieben ist.
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V. METHODEN

Im Rahmen dieser Arbeit soll vordergrindlich der Einfluss von Penetrationsenhancern
hydrophiler Natur untersucht werden. Demzufolge wurden vor allem Methoden ausgewéhlt,
bei denen Untersuchungen der Lipidschichten in wassrigem Medium bzw. an einer wassri-
gen Grenzflache realisiert werden kdnnen. So geben IR-Experimente Aufschluss Gber die
laterale Kettenordnung und das Ausmal der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
(HBBs), wahrend Reflektometriemessungen den schichtartigen Aufbau mit den verschiede-
nen Schichtdicken und der Anreicherung bestimmter Molekdile darstellen konnen. Mit Hilfe
der Leakage- und photonenkorrelationsspektroskopischen Untersuchungen lassen sich un-
terdessen die Integritat und Stabilitat des ausgewahlten Lipidmodells charakterisieren.

1. RONTGEN- UND NEUTRONENREFLEKTOMETRIE

Im Folgenden sollen die wichtigsten Fakten zur Rontgen(XR)- und Neutronenreflektometrie
(NR) erléautert werden. Eine ausfiihrliche Betrachtung findet sich in Kapitel VII1.1 (Anhang
B, S. 114). Sowohl bei der XR als auch bei der NR misst man zur Charakterisierung von
dunnen Schichten die Intensitat des reflektierten Neutronen- bzw. Réntgenstrahls im Winkel
6, unter verschiedenen Einfallswinkeln 8, (Abb. 6). Der einfallende Strahl wird dabei an
Grenzflachen mit unterschiedlichen Brechungsindices n reflektiert. Dies sind in jedem Fall
mindestens die Lipid/Silizium(Si)-Grenzflache und die Lipid/Luft- bzw. Lipid/Wasser-
Grenzflache. Anstelle des Brechungsindex wird fur Rontgen und Neutronen die Streulén-
gendichte (SLD) zur Charakterisierung der Materie verwendet.

~

)

Abb. 6: Schematische Darstellung des Prinzips der Reflektometrie

In der erhaltenen Reflektivitatskurve wird anstelle des Winkels 8 tblicherweise der Impuls-
Ubertrag Q dargestellt. Dieser steht mit dem Winkel 8 wie folgt in Beziehung:
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Q= 47” sinf,. @)

Unter der Bedingung, dass keine Absorption auftritt, wird bei Einstrahlwinkeln unterhalb
des kritischen Winkels der Totalreflexion 6. die gesamte Intensitét reflektiert. Nach Errei-
chen des kritischen Winkels dringt zusatzlich ein Teil der Intensitat unter dem Winkel 6, in
die Probe ein (Transmission). Bei einem Mehrschichtsystem wird an jeder Grenzflache
zwischen zwei Schichten die einfallende Strahlung teilweise reflektiert und transmittiert.
Durch konstruktive und destruktive Interferenz der transmittierten und reflektierten Strah-
lung entstehen periodische Modifizierungen der detektierten Reflektivitat in Abhéngigkeit
vom Einfallswinkel. Aufgrund dieser Modifizierungen kann auf die Schichtdicken und
SLDs der einzelnen Schichten geschlossen werden. Die SLDs sind fiir jede Schicht charak-
teristisch und erlauben Riickschlusse auf deren atomare Zusammensetzung. In Tabelle 1 sind
deshalb einige fur diese Arbeit relevante Verbindungen bzw. Gemische mit den entsprechen-
den SLDs fiir Réntgen- und Neutronenstrahlung aufgefiihrt. Eine Anderung der SLD einer
Schicht deutet demnach auf eine verénderte Zusammensetzung hin, die beispielsweise durch
ein Ablosen der Lipide oder die Anreicherung einer Substanz bedingt sein kann.

Tabelle 1: SLDs ausgewahlter Substanzen fiir Rontgen- und Neutronenstrahlung.

Verbindung SLD [*10¢ A
Rdntgen Neutronen

Luft 0 0
Si 20,1 2,07
SiO 18,9 3,47
PEI 10,06 0,59
H20 9,45 -0,56
SMW - 2,07

AMW -- 4
D20 - 6,36
Harnstoff -- 2,15
Taurin -- 1,38
DMSO - -0,04
Glycerol -- 0,61
PG - 0,13
1,5- und 1,2-Pd - 0,00
Kopfe CER[AP]:CHOL:SA 1:0,7:1 8,98 1,37
Ketten CER[AP]:CHOL:SA 1:0,7:1 9,67 -0,25

In Abb. 7a ist beispielhaft die NR-Kurve eines aus drei Bilayern bestehenden SC-Lipidmo-
dells, gemessen gegen D20, aufgezeigt. Die entsprechenden Zusammenhénge gelten fur XR-
Kurven gleichermalien. Bei Einfallswinkeln unterhalb des kritischen Winkels wird die ge-
samte Intensitat reflektiert, sodass sich zu Anfang ein Plateau ergibt. Nach Erreichen des
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kritischen Winkels (kritische Kante) féllt die reflektierte Intensitdt mit steigenden Impuls-
ubertragen exponentiell ab und wird durch Kiessig-Oszillationen und Bragg Peaks (berla-
gert. Aus diesen kénnen die Bilayer- und Gesamtschichtdicke der Probe ermittelt werden
(Datenauswertung mittels Peakanalyse, Kapitel V1.1.1.1, S. 18). Zusétzlich dazu lassen sich
mithilfe der optischen Matrixmethode (Kapitel V.1.2.1, S. 21) die Schichtdicken, SLDs und
Rauigkeiten fur jede einzelne Teilschicht der Probe extrahieren, indem die Reflektivitats-
kurve durch inverse Fourier Transformation in das entsprechende SLD-Profil (Abb. 7b) um-
gewandelt wird. Aus dem SLD-Profil kdnnen schlieRlich die in Tabelle 2 enthaltenen Werte
ermittelt werden.

a) 10°1 .——kritische Kante b)
6 -
% ]
= 107 & 4l
E Bragg Peaks X
(4 4] 7 -
c 10 — . ol
o 0
< =1
£ . i
g 10° L/ 0-
z JKiessig-Oszillationen ; . . -
60" D01 02 63 04 0 0 50 139 i
Q| A"] Abstand von der Waferoberflache [A]

Abb. 7a) NR-Kurve eines SC-Lipidmodells bestehend aus 3 Bilayern auf einem Si-Wafer in D,O mit den
charakteristischen Kiessig-Oszillationen und Bragg Peaks b) durch inverse Fourier Transformation
erhaltenes SLD-Profil der Reflektivitatskurve. Die entsprechende Anordnung der Lipide ist angedeutet.

Tabelle 2: Aus Abb.7b extrahierte Werte der SLDs, Schichtdicken und
Rauigkeiten fur die einzelnen Schichten des beschriebenen Modells.

Dicke [A] SLD [*10%A?]  Rauigkeit [A]

Si - 2,07 -
Kopfe 5 1,37 0
Ketten 35 -0,25 0
Kopfe 10 1,37 0
Ketten 35 -0,25 1
Kopfe 10 1,37 1
Ketten 35 -0,25 1
Kdopfe 5 1,37 1
D20 - 6,36 1

Die unterschiedlichen SLDs der polaren Kopfgruppen- und lipophilen Ketten erlauben eine
entsprechende Aufteilung der Bilayer. Somit lassen sich mdgliche Verdnderungen durch En-
hancereinlagerung isoliert flr diese Bereiche nachverfolgen. Die in Tabelle 2 ebenfalls ent-
haltenen Rauigkeiten beschreiben die Beschaffenheit der Grenzflache zweier benachbarter
Schichten. Dabei bedeutet ein Wert von Null eine ideal glatte Grenzflache.
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Der wesentliche Unterschied der Neutronen- und Rontgenstrahlung besteht darin, dass Ront-
genstrahlen mit den Elektronen der Atomhlle interagieren, wahrend Neutronen mit dem
Atomkern wechselwirken. Folglich kénnen Neutronen im Gegensatz zu Rontgenstrahlen
Elemente mit gleicher Anzahl an Elektronen aber verschiedener Anzahl an Neutronen un-
terscheiden. Insbesondere die unterschiedlichen SLDs von Wasserstoff (H) und seinem Iso-
top Deuterium (D) kann man sich bei der Untersuchung biologischer Proben, die einen ho-
hen Anteil an Wasserstoffatomen besitzen, zu Nutze machen. Dabei fihrt beispielsweise ein
Austausch von H20 durch D2O zur Erhéhung des Kontrastes zwischen den Grenzflachen
vom Wasser zur biologischen Probe und dadurch zur Verstarkung der Reflexe, ohne dass
die chemischen Eigenschaften des Mediums veréndert werden. Daruber hinaus knnen auch
Kontrastvariation durch Mischen von H2O und D20 vorgenommen werden, die die Zuver-
lassigkeit der erhaltenen Ergebnisse erhéhen.

1.1. DURCHFUHRUNG VON XR-MESSUNGEN AN MULTI- UND OLIGOLAMELLAREN
SCHICHTEN

Die Proben wurden am Helmholtz-Zentrum fur Materialien und Energie Berlin (HZB) unter
Verwendung eines Bruker D5000 Diffraktometers (Bruker Optik GmbH, Deutschland) mit
einer Erweiterung fiir Reflektometriemessungen bzw. eines Rontgenreflektometers aus Ei-
genanfertigung gemessen. Die erhaltenen Ergebnisse sind dabei vergleichbar. Details bezlig-
lich des Reflektometers aus Eigenanfertigung und dessen Funktionsweise finden sich in der
Literatur’”. In beiden Reflektometern wurde als anregende Strahlung die Kupfer-Ko Linie
mit einer Wellenlange von 1,541 A verwendet. Im D5000 wurde der einfallende Strahl durch
den Linienfokus der Rontgenrdhre und einen Spalt von 0,1 mm definiert, wahrend im Falle
der Eigenanfertigung ein Diaphragma mit einer Breite von 0,2 mm verwendet wurde. Die
Auflsung der Instrumente betrug 5Qz = 0.003 AL, Der reflektierte Strahl wurde in beiden
Instrumenten zuné&chst monochromatisiert und anschliefend mit einem Szintillationsdetek-
tor registriert. Die hohe Intensitét bei kleinen Winkeln wiirde den Detektor sattigen, weshalb
eine 0,1 mm dicke Absorptionsplatte aus Kupfer im D5000 und ein Nickelabsorber bei der
Eigenanfertigung im reflektierten Strahl eingebracht wurden. Alle Messungen wurden bei
Raumtemperatur und Umgebungsfeuchte durchgefiihrt.

1.1.1. DATENAUSWERTUNG

Die spekularen Reflektivitatsdaten wurden auf die Zeit und Intensitat des einfallenden
Strahls genormt. Die Daten wurden als Funktion des Impulstibertrages, senkrecht zur Pro-
benoberflache geméal Gl. 1, dargestellt. Die Datenanalyse erfolgte durch Bestimmen der
Peakpositionen und anschlieBende Berechnung der Bilayer- und Gesamtschichtdicken.
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PEAKANALYSE: Die Maxima der Kiessig-Oszillationen Qg;essig, SOWie die der Bragg Peaks
Qpragg Wurden durch Fitten der experimentellen Daten mit einer Gauf3-Funktion bestimmt.

Durch Anwendung des Bragg’schen Gesetzes
niA=2dsinf 2

konnte Uber den Abstand zweier benachbarter Kiessig-Maxima (od. -Minima) durch die
Kombination von GI. 1 und 2 die Gesamtschichtdicke der Probe bestimmt werden:

£ = 2n (3)

AQKiessig

Der Abstand benachbarter Bragg Peaks konnte dagegen durch Anwendung der Gleichung

d=—2 4)

AQBragg

zur Berechnung der Schichtdicke eines einzelnen Bilayers genutzt werden. Bei der Auswer-
tung der Reflektivitatskurven von multilamellaren Systemen konnte dabei auch die Position
eines einzelnen Bragg Peaks zur Berechnung der Bilayerschichtdicke verwendet werden.
Normalerweise ist durch das Vorhandensein der PEI-Schicht die Ermittlung der Schicht-
dicken auf Grundlage von nur einer Bragg Peak-Position nicht zuverlassig, da die absoluten
Positionen der Peaks verschoben sind. Im Gegensatz zu den Oligolayern spielt diese Ver-
schiebung bei Multilayern jedoch nur eine untergeordnete Rolle. Fiir Oligolayer wirde an
dieser Stelle demnach nur eine Berechnung lber den Abstand zweier Bragg Peaks einer
Phase zuverlassige Ergebnisse liefern. Traten in der Reflektivitatskurve auch Peaks hdherer
Ordnung auf, konnte die Position der Peaks gegen die Ordnung n geplottet werden. Gl. 3
und 4 konnten dann als

2 2
AQl(iessig = Tn n  bzw. AQBragg = 7” n (5)

geschrieben und die entsprechende Schichtdicke t bzw. d aus dem Anstieg des linearen Fits
dieser Daten berechnet werden:

t baw.d = —= (6)

Anstieg
Die angegebenen Fehler entsprechen dem Fehler des linearen Fits

t bzw.d+Fehler (Anstieg)
Anstieg

Fehler (t bzw.d) =

(7)

Die Anzahl an Lipidbilayern N in der Probe konnte schlieRlich aus dem Verhéltnis der Ge-
samtschichtdicke und der Schichtdicke eines einzelnen Bilayers berechnet werden:

N==. @)

19



KAPITEL V METHODEN REFLEKTOMETRIE

1.2.  DURCHFUHRUNG VON NR-MESSUNGEN AN MULTI- UND OLIGOLAMELLA-
REN SCHICHTEN (BIOREF/HZB)
Sowohl einfache NR-Messungen (ohne simultane Erfassung des IR-Signals) als auch kom-
binierte ATR-FTIR- und NR-Messungen fanden am BioRef’® des Helmholtz-Zentrum fiir
Materialien und Energie Berlin (HZB) statt. Der schematische Aufbau des Instrumentes, so-
wie die Strahlengange fur IR- und Neutronenstrahlung, sind in Abb. 8 dargestellt.

— Detektor
IR-Spektrometer ——
Chopper 3 Detektor Blende 4
Blende 2 l Blende 3 —&
Chopper 2b Probe
Chopper 2a ‘ schwenkbarer
Chopper 1 | | / Probentisch
r*\
Neutronen | Blende 1 f‘\ y
J)J)

( Neutronenstrahl
"

Neutronenquelle
Neutronenstrahl

45
IR-Strahl

Abb. 8: Schematischer Aufbau des Flugzeitreflektometers BioRef am HZB.” Die spezielle
Messanordnung ermdéglicht eine simultane Aufnahme von IR- und NR-Spektren. Der Einschub
unten rechts zeigt schematisch die Strahlengénge von IR- und Neutronenstrahl am BioRef in
rundem Wafer mit abgeschragten Kanten.

Die mit der Lipidschicht beladenen Wafer wurden in eine Durchflusszelle mit einem Volu-
men von 2—-3 ml eingespannt und gegen DO bzw. die entsprechende Enhancerlosung in DO
vermessen. Mit Hilfe eines Wasserbades wurde die Probenumgebung auf eine Temperatur
von 32 °C eingestellt. Fur die NR-Messungen wurde eine Choppergeschwindigkeit von
25 Hz und drei verschiedene Streuwinkel (6= 10,5° 1,0° und 2,8°) verwendet, um einen Q-
Bereich 0,007-0,4 A* zu realisieren. Eine konstante Wellenlangenauflosung 41/4 wurde
durch einen “optical blind” Modus der Chopper erreicht® und auf 5 % festgesetzt, wobei die
Winkelauflosung A46/6 entsprechend diesem Wert angepasst wurde. Die Q-Aufldsung
AQ/Q kann daraus mit Hilfe folgender Formel zu 7 % berechnet werden:

=) +(5) ©)
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Die reflektierten Neutronen wurden in einer 8/26-Anordnung aufgezeichnet. Dazu wurde
ein ortsempfindlicher Flachendetektor (PSD), gefiillt mit 3He und einer aktiven Flache von
300 x 300 mm? verwendet. Die Messzeiten betrugen 3,75 h gegen D.O bzw. Enhancer in
D0 und 6 h gegen eine auf die SLD von Silizium (2,07*10% A-?) angepasste Mischung aus
D20 und H20 (= silicon matched water (SMW); 38 % D20). Ein FTIR Spektrometer wurde
auf die Probenposition montiert, um eine gleichzeitige Erfassung von NR- und ATR-FTIR-
Spektren zu ermdglichen’®. Die Durchfilhrung und entsprechende Datenauswertung fiir
diese Messungen sind im Abschnitt IR-Messungen (Kapitel VV.3.2, S. 27) aufgefuhrt.

1.2.1. DATENAUSWERTUNG
Die Intensitat der reflektierten Neutronenstrahlen wurde in Abhangigkeit von der Flugzeit
(TOF) und ortsaufgeldst detektiert. Aus der Flugzeit konnte gemaR der Gleichung

__ TOF*h
T oml

A

, (10)

mit der zurlickgelegten Strecke [, dem Plack’schen Wirkungsquantum h und der Masse m,
die Wellenlange A der Neutronen bestimmt und die Intensitat in Abhangigkeit von der Wel-
lenlange als typisches Histogramm aufgetragen werden. Aus der Wellenldange A und dem
Streuwinkel @lielen sich nach GI. 1 die entsprechenden Impulsubertrége Q berechnen. An-
schlieRend wurden diese Daten wie fur die XR-Messungen (Kapitel VV.1.1.1, S. 18) beschrie-
ben genormt, dargestellt und die Schichtdicken mittels Peakanalyse bestimmt.

Um zusétzlich die verschiedenen Parameter wie Schichtdicke, SLD und Rauigkeit einer je-
den Schicht zu bestimmen, missen die experimentell ermittelten Daten gefittet werden.
Dazu wird ein geeignetes Schichtmodell, sowie die zu erwartenden Werte fur die ent-
sprechenden Parameter ausgewahlt und das theoretische Modell mit der experimentellen
Kurve verglichen. Zur Simulation der Reflektometriedaten wurde Motofit, ein auf dem Igor-
Pro 6.3 Software Paket (Wavemetrics, OR) basierendes Programm, verwendet. Dabei wur-
den, der Methode nach Abeles®! ® folgend, Transfermatrizen zur Beschreibung des Schicht-
systems verwendet. Diese Methode liefert identische Ergebnisse zu der von Parratt einge-
fiinrten Rekursionsmethode firr stratifizierte diinne Filme®. Hierbei wird nach der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate durch Verénderung der Fitparameter fur Schichtdicken, SLDs
und Rauigkeiten der Unterschied zwischen dem theoretisch berechneten und dem praktisch
gemessenen Profil minimiert.

ANALYSE DURCH FIT MITTELS OPTISCHER MATRIXMETHODE: Als Modell wurde ein
Mehrschichtmodell mit 13 Schichten verwendet, das insgesamt aus finf SC-Lipidbilayern
bestand (Abb. 9). Dabei lag direkt auf dem Siliziumwafer eine Siliziumdioxidschicht (SiOz),
gefolgt von einer PEI-Ankerschicht auf. Daran schlossen sich im Wechsel Kopfe und Ketten
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der als homogen verteilt angenommenen SC-Lipidmischung an, wobei die letzte, an das
waéssrige Medium angrenzende Schicht durch polare Kopfe dargestellt wurde.

Medium (Enhancerlésung oder D,0O)

AT MAAARY =, <oPfriepe
UMM AL - =

HMHmﬂﬂmmmmMﬂmmme " F}  Kopfgruppen
A ASMMGGA s -

]—— Kopfgruppen
A A A At A AR tten
it

A }} ey
R 1,
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PEI

F sio,

Abb. 9: In Motofit angewendetes Fitmodell, bestehend aus 13 Schichten.

Die flr das Modell verwendeten SLDs fir die verschiedenen Schichten sind in Tabelle 1
angegeben. Lediglich bei DO konnten die verwendeten SLD-Werte von dem in der Tabelle
angegebenen Wert abweichen. In diesen Féllen konnte mit dem vorgegebenen Wert die kri-
tische Kante der Reflektivitatskurve nicht abgebildet werden. Grund daftir war ein fortlau-
fender Austausch von Deuterium durch Wasserstoff aus dem Wasserdampf in der Luft. In
der Folge verringerte sich der SLD-Wert des eingesetzten DO mit zunehmendem Anteil an
H>0O. Durch Angleichung des modellierten Kurvenverlaufes an die tatséchliche Reflektivi-
tatskurve im Bereich der kritischen Kante konnte dieser SLD-Wert individuell ermittelt wer-
den. Um eine besser Einschatzung uber den Einfluss des Mediums zu geben, wurden die
Werte fur die SLDs der Schichten fixiert und stattdessen die Anteile des Mediums ermittelt.
AnschlieBend wurden die Schichtdicken, Mediumanteile und Rauigkeiten abwechselnd mit
dem genetischen Algorithmus gefittet. Dabei wurden 500 Generationen durchgefihrt, ein
Populationsmultiplikator von 50, eine Multiplikationskonstante von 0,9 und eine Rekombi-
nationskonstante von 0,1 bei einer Toleranz von 0,05 verwendet. Als Auflésung wurde ent-
sprechend dem experimentellen Aufbau ein Wert dq/q von 7 % angenommen. Der Fit mit
dem kleinsten Chi? wurde schlieBlich mit dem dazugehdrigen SLD-Profil, welches die
Schichtdicke in Abhé&ngigkeit von der SLD darstellt, als finale Variante extrahiert. Die SLDs
dieses Profils setzten sich dabei aus den SLDs der Lipide und denen des Mediums in den
entsprechenden Anteilen fir die einzelnen Schichten zusammen. Dennoch muss berticksich-
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tigt werden, dass beim Fitten einer einzelnen Reflektivitatskurve immer mehr als nur eine
Losung und damit mehrere mogliche SLD-Profile existieren. Mit Hilfe verschiedener Vor-
kenntnisse des Systems und logischer Einschrankungen konnte allerdings eine sehr wahr-
scheinliche und realistische Variante gefunden werden. Ein unzweifelhaftes Modell wird in
der Regel aber erst durch das Fitten verschiedener Kontraste einer Probe, bei Ubereinstim-
mung der SLD-Profile, erhalten.

1.3. DURCHFUHRUNG VON NR-MESSUNGEN AN FESTKORPERGESTUTZTEN EIN-
ZELNEN BILAYERN (FIGARO/ILL)

NR-Messungen an festkorpergestitzten einzelnen Bilayern wurden am horizontalen Flug-
zeitreflektometer FIGARO des Institut Laue-Langevin (Grenoble, Frankreich; Abb. 10)
durchgefiihrt®*. Dabei wurde mit Wellenlangen des einfallenden Neutronenstrahls von zwei
bis 30 A und zwei Winkeleinstellungen (6 =0,8° und 3,2°) ein Q-Bereich von
0,007 bis 0,3 A erreicht. Die Auflésung des Q-Bereiches fiir die durchgefiinrten Messun-
gen wurde zu 7,5 % berechnet. Jede Probe wurde bei drei verschiedenen Kontrasten gemes-
sen: D20, SMW und eine auf die SLD von 4*10% A angepasste Mischung aus DO und
H20 (4AMW; 66 % D20). Die Aufnahme eines kompletten Datensatzes fir diese drei Kon-
traste betrug fiir jede Probe zwei Stunden.

Chopper 1 Chopper 2 Spiegel 1 & 2 Kollimator Probe Detektor

—III I tt

=0 fu\\\\”r N

Chopper 3

Chopper 4 Blende 1 Blende 2 Blende 3 Blende 4 Evakuierte Réhre

Abb. 10: Schematischer Aufbau des Flugzeitreflektometers FIGARO am ILL. Modifiziert nach®.

1.3.1. DATENAUSWERTUNG

Die Bestimmung der Schichtdicken mittels Peakanalyse erfolgte analog zu den Beschrei-
bungen fiir XR-Messungen (Kapitel V.1.1.1, S. 18). Ahnlich wie bei NR-Messungen an Oli-
golayern, wurde auch an den Bilayern eine Analyse mittels optischer Matrixmethode durch-
gefuhrt.

ANALYSE DURCH FIT MITTELS OPTISCHER MATRIXMETHODE: Die NR-Kurven der ver-
schiedenen Kontraste wurden mit gebrauchlichen Methoden im RasCAL Software Paket®®
gefittet. Aufgrund der rauen Oberflache der Lipidschicht war es nicht méglich die experi-

mentellen Daten mit einer Abfolge einzelner Layer zu fitten, wie es in der Vergangenheit
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iiblicherweise fiir Lipidbilayer angewendet wurde®’. Stattdessen wurden Verteilungsfunk-
tionen fiir verschiedene Komponenten der Mischung in Abhéngigkeit vom Abstand von der
Waferoberflache gefittet. Die Vorgehensweise ist vergleichbar mit der in der Literatur be-
schriebenen Modellierung des SLD-Profils, bei der die Lipidmembran in die einzelnen Kom-
ponenten zerlegt und dann mit molekulardynamischen Simulationen verglichen wird*#t 142,
Die vorliegende Mischung ist jedoch sehr komplex und die SLDs der einzelnen Lipide un-
terscheiden sich kaum, sodass eine grobere Zusammenfassung verschiedener charakteristi-
scher Bereiche vorgenommen wurde. Dabei wurde das System in drei Bestandteile aufge-
teilt: SiO2, Kopfgruppen und Ketten der Lipide. Die dazugehdrigen SLDs kdnnen aus
Tabelle 1 entnommen werden. Die mdgliche Verteilung der einzelnen Komponenten
innerhalb 1 A dicker Schichten wurde in Abhéngigkeit von der Waferoberflache, zeitgleich
mit der Gesamtschichtdicke des Systems, gefittet. Um die Verteilung zu glatten, wurde eine
Spline-Interpolation zwischen den Datenpunkten angewendet. Die Schichtdicken wurden
sehr schmal gewéhlt, um unabhdangig von einem vorgegebenen Modell die wahrscheinlichste
Verteilung fiir dieses komplexe System zu ermitteln. Die einzige Einschrankung fur die Ver-
teilungsfunktion war die direkte Positionierung der SiO2-Schicht an der Waferoberfléache.
Nicht durch die Bestandteile der Lipidschicht abgedeckte Anteile, wurden durch das ent-
sprechende Medium aufgefillt.

2. LEAKAGEMESSUNGEN AN LIPOSOMEN

Zur Untersuchung der Permeabilitdt von Membranen fiir hydrophile Stoffe kdnnen unter
anderem Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden. Der Durchtritt eines solchen Farbstoffes
durch eine Membran weist auf eine Storung der Membranstruktur hin. Hierfir ist es notwen-
dig, dass das Molekdl nicht mit Membranbestandteilen wechselwirkt bzw. Einfluss auf deren
Stabilitat hat, sondern sich nur in dem hydrophilen Medium im Liposomeninneren l6st. Zu-
dem sollte das Molekul nicht in der Lage sein, intakte Membranen zu passieren. 6-Car-
boxyfluorescein (6-CF, Abb. 11) erfillt diese Kriterien und kann aufgrund seiner konzentra-
tionsabhdngigen selbstquenchenden Eigenschaft zur Charakterisierung der Membranperme-
abilitat genutzt werden (Abb. 12)%. Dabei wird es in sehr hohen Konzentrationen (50—
100 mM) in die Liposomen integriert. Durch den selbstquenchenden Effekt bei hohen Kon-
zentrationen resultiert in diesen Féllen eine minimale Fluoreszenz. Die Ursache fiir diese
Beobachtung konnte bisher noch nicht umfassend geklért werden. Dennoch wird vermutet,
dass intermolekulare Interaktionen, insbesondere die Bildung nichtfluoreszierender Dimere
einen wesentlichen Beitrag leisten®. Treten wihrend der Messungen Membrandefekte auf,
die grol’ genug sind, damit das 6-CF einschlieRlich seiner Hydrathulle das Liposom verlas-
sen kann, kommt es im umliegenden Medium zur Verdiinnung des Fluoreszenzfarbstoffes,

24



KAPITEL V METHODEN LEAKAGE

was eine Abschwéchung des selbstquenchenden Effektes verursacht und einen Anstieg der
Fluoreszenzintensitét zur Folge hat. Je stérker die Integritdt der Membran gestort ist, desto
groRer ist der resultierende Fluoreszenzintensitatsanstieg. Fir eine genauere Betrachtung des
zugrunde liegenden Prinzips der Fluoreszenzspektroskopie wird auf das Kapitel VI1I1.2.1
(Anhang B, S. 120) verwiesen.

Wm Storung
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- minimale Fluoreszenz - starke Fluoreszenz
Abb. 11: Strukturfor- Abb. 12: Schematische Darstellung des Prinzips der Leakage-Messungen. Ist
mel von 6-CF der Farbstoff in der intakten Membran eingeschlossen, wird durch Selbstquen-

chen infolge der hohen Konzentration ein Auftreten von Fluoreszenz nahezu
verhindert (links). Wird die Membranintegritat gestort, sodass sich der Farb-
stoff in das umliegende Medium verteilen kann (rechts), verdinnt sich dieser
und zeigt eine deutliche Fluoreszenz.

2.1. DURCHFUHRUNG UND DATENAUSWERTUNG

Die Leakage-Messungen wurden am FluoroMax-2 von Instruments S.A. Inc., JOBIN
YVON/SPEX Division (Edison; New Jersey) analog zu Leakage-Messungen an Phospholi-
piden durchgefiihrt®® . Die Probe wurde mit Strahlung der Wellenlédnge 485 nm angeregt,
die emittierte Fluoreszenzintensitat bei einer Wellenldnge von 520 nm detektiert und mit
Hilfe der ISA Software ausgewertet. Die Probentemperatur (32 °C) wurde durch ein zirku-
lierendes Wasserbad kontrolliert. Weil die Fluoreszenz innerhalb der Liposomen nicht zu
100 % abgeschwacht wird, ist es notwendig einen Anfangswert I, zu bestimmen, der als
Nullwert angenommen wird. Dazu wurden 10 pl der Liposomen zu 2,7 ml (flissige Enhan-
cer) bzw. 3 ml (feste Enhancer) Pufferldsung in eine Quarzkivette gegeben und die Fluores-
zenzintensitat detektiert. Anschlielend wurden die Enhancer dazugegeben. Im Falle von
Harnstoff und Taurin als Feststoffe wurde die entsprechende Menge Enhancer zu den 3 ml
Pufferlosung dazugegeben. Bei der Untersuchung flussiger hydrophiler Enhancer wurden
statt 3 ml Pufferlosung 2,7 ml verwendet und anschlieBend 300 ul Enhancer dazugegeben.
Anschliefend wurde fiir 15 Minuten die Fluoreszenzintensitat gemessen. Konnte innerhalb
dieser Zeit kein Plateau fiir die Fluoreszenzintensitat erreicht werden (Harnstoff und Taurin),
wurde die Messung fiir weitere 35 Minuten fortgesetzt. Um schlieBlich die Intensitét bei

100 %-Leakage Iy, zu bestimmen, werden die Liposomen mit 100 pl Triton X-Ldsung
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(20 % (V/V) in H20) versetzt, was ein vollstandiges Auslaufen aller VVesikel hervorruft. Alle
Intensitaten wurden entsprechend der Volumenunterschiede korrigiert und der 6-CF-
Leakage fiir jeden Zeitpunkt t entsprechend nachfolgender Gleichung berechnet?®

L(t) = M (ll)

I100—1o

3. INFRAROTSPEKTROSKOPIE

Die in dieser Arbeit verwendeten Infrarot(IR)-Messungen basieren auf dem Prinzip der Ab-
geschwachten Totalreflexion (ATR) unter Verwendung von Fourier Transform Infra-
rot(FTIR)-Geréten (Prinzip von FTIR-Geréten siehe Kapitel V111.2.2.1, Anhang B, S. 122).
Diese Methode bietet den Vorteil, dass die praparierten lamellaren Schichten selbst in wass-
riger Umgebung, wie sie zur Untersuchung der hydrophilen Penetrationsenhancer unver-
zichtbar ist, realisiert werden konnen. Die ATR-FTIR-Methode findet in der Hautforschung
bereits breite Anwendung®. Dass sie zur Charakterisierung verschiedenster SC-Modelle ge-
eignet ist, konnte in zahlreichen Studien erfolgreich gezeigt werden. Dabei wurden unter
anderem der Einfluss von Enhancern und der Temperatur an exzidierter Humanhaut®,
temperaturabhingige Verinderungen an terniren SC-Lipidmodellen® und Interaktionen von
CER mit Penetrationsenhancern® untersucht. Bei der ATR-Methode durchlauft der
einfallende IR-Strahl den Kristall und wird an der Grenzflache zum optisch diinneren
Medium (Probe) total reflektiert (Prinzip der Totalreflexion siehe Kapitel V1I1.1.2, Anhang
B, S. 115). Ein Teil der Strahlung dringt dabei in die Probe ein (evaneszente Welle) und wird
von dieser absorbiert. Die bei der Absorption zu Grunde liegenden Vorgange sind in Kapitel
VIII.2.2 (Anhang B, S.121) beschrieben. Als Folge der Absorption kommt es zur
Abschwachung des reflektierten Strahls. Durch Mehrfachreflexion kann jedoch die
Intensitat des detektierten Strahls erhéht werden. Die grafische Darstellung von IR-Spektren
erfolgt durch Auftragung der Absorption als Funktion der Frequenz, die das Reziproke der
Wellenl&nge darstellt. Der Frequenzbereich fir Untersuchungen in der organischen Chemie
liegt tiblicherweise zwischen 4000 und 400 cm™. Die Absorption A kann unter Anwendung
des Lambert-Beer’schen Gesetzes, mit Hilfe der Intensitat des nicht absorbierten Lichtes /
und der Intensitat des eingestrahlten Lichtes I, bestimmt werden zu

A=log (i) (12)

Die erhaltenen Spektren besitzen neben den fir lipophile Ketten charakteristischen Banden
vor allem Banden zur Charakterisierung der polaren Kopfgruppen. Mit Hilfe der Position
bzw. der Aufspaltung dieser Banden konnen strukturelle Veranderungen in allen Bereichen
der Bilayer ermittelt werden.
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3.1. DURCHFUHRUNG VON IR-MESSUNGEN AN MULTILAMELLAREN SCHICHTEN

Die Messungen wurden an dem IR-Spektrometer IFS 28 (Bruker Optik GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) unter Verwendung eines deuterierten Triglycinsulfat(DTGS)-Detektors durch-
gefiihrt. Unter Verwendung der OPUS 4.2 Software (Bruker Optik GmbH, Deutschland)
wurden IR-Spektren im Wellenzahlbereich 680-4000 cm™ mit einer Auflésung von 2 cm™
und 32 Scans pro Spektrum aufgenommen. Die Spektren wurden mit dem entsprechenden
Hintergrund korrigiert. Der ATR-Kristall wurde in eine Teflonzelle mit Reservoir von etwa
0,4 ml eingebaut, um eine Messung der Lipidschicht gegen wéssriges Medium zu ermog-
lichen. Nachdem die Lipidmodellmembranen 24 Stunden gegen H>O gemessen und equili-
briert wurden, wurde ein Mediumaustausch gegen eine wéssrige Enhancerlésung vorgenom-
men und erneut Uber einen Zeitraum von 24 Stunden gemessen. Mit Hilfe der Messeinheit
(Foundation Series von Thermo Spectra-Tech), auf der die Teflonzelle auflag, wurde die
Probentemperatur auf 32 °C eingestellt.

3.1.1. DATENAUSWERTUNG

Die Auswertung der IR-Spektren erfolgte mit der Software OPUS 5.5 (Bruker Optik GmbH,
Deutschland). Dabei wurde eine Grundlinienkorrektur der Spektren vorgenommen. Aus den
erhaltenen Spektren wurden die Peakpositionen relevanter IR-Signale durch Anfitten der
Peaks mittels GaulRfunktion bestimmt. Es wurden jeweils drei unabhéangig voneinander pra-
parierte SC-Lipidmultilayer vermessen und ausgewertet.

3.2. DURCHFUHRUNG VON IR-MESSUNGEN AN OLIGOLAMELLAREN SCHICHTEN

Zur zeitgleichen Erfassung von NR- und IR-Daten wurde auf das BioRef am HZB ein Bruker
Vertex 70 FT-IR Spektrometer (Bruker Optik GmbH, Karlsruhe, Deutschland) montiert
(Abb. 8). 128 Scans wurden pro Messung bei einer spektralen Auflsung von 2 cm™ durch-
geflihrt. Die nicht absorbierte Strahlung wurde, abhéangig von der gewiinschten Empfind-
lichkeit, entweder von einem stickstoffgekthlten Quecksilber Cadmium Tellurid(MCT)-De-
tektor oder einem DTGS-Detektor erfasst. Die IR-Spektren wurden im Bereich 1000-
6000 cm™ mit Hilfe des OPUS 6.5 Software Pakets (Bruker Optik GmbH, Germany) aufge-
nommen.

3.2.1. DATENAUSWERTUNG

Die erhaltenen IR-Spektren wurden zundchst mit Hilfe einer Referenzmessung des unbe-
schichteten Si-Wafers gegen das entsprechende Medium Kkorrigiert. Das weitere VVorgehen
zur Datenauswertung entspricht dem fir multilamellare Proben. Fir diese Modelle wurde
aufgrund der begrenzten Messzeit jeweils nur eine einfache Messung verwendet.
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4, PHOTONENKORRELATIONSSPEKTROSKOPIE

Die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) ist ein Laserstreulichtverfahren zur Ermitt-
lung von PartikelgroBen von etwa 3 nm bis 3 um. Hierbei wird das von den Partikeln ge-
streute Licht bzw. dessen Verdnderung in Abhéngigkeit von der Zeit detektiert. Je starker
die Anderungen dabei innerhalb einer bestimmten Zeit sind, umso kleiner sind die Partikel,
da diese ihre Position schneller verandern als groRere Teilchen®. Eine genaue Betrachtung
des Prinzips der PCS findet sich in Kapitel VIII.3 (Anhang B, S. 122). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde mit Hilfe der PCS der intensitatsgewichtete hydrodynamische Durchmesser
der ULVs (z-average) und dessen Verteilung (Polydispersitatsindex (PDI)) in Abhangigkeit
von der Lagerungszeit ermittelt. Der Ausgangsdurchmesser der ULVs sollte dabei in etwa
so grofRl wie die Porendurchmesser der zur Praparation verwendeten Membran sein. Eine
zeitabhdngige Zunahme des z-average indiziert demnach eine VergrofRerung der ULVs und
konnte beispielsweise auf ein Zusammenfliel3en einzelner ULVs hindeuten. Der PDI ist hin-
gegen ein MaR fur die Breite der Verteilung und gibt Auskunft Giber die Homogenitét des
Modells bezogen auf die Liposomengrolie. Dabei stehen Werte von Null fiir monodisperse
Verteilungen, 0,1 bis 0,2 fiir enge, 0,3 fiir breite und 0,5 fiir sehr breite Verteilungen®.

4.1. DURCHFUHRUNG UND DATENAUSWERTUNG

Die Messungen der PartikelgroRe mittels dynamischer Lichtstreuung wurden an dem Zetasi-
zer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, GroRbritannien) durchgefiihrt. Dazu wurde
die Suspension in eine Einmal-Plastikkuvette gefillt und in den Strahlengang eingebracht.
Alle Messungen wurden bei 25 °C durchgefuhrt. Frisch aus dem Kuhlschrank enthommene
Proben wurden vor der Messung bei Raumtemperatur akklimatisiert. Mit Hilfe einer Korre-
lationsfunktion und der Einsteinbeziehung wurde durch die dazugehdrige Zetasizer Software
7.03 direkt der Partikeldurchmesser sowie der jeweilige PDI ermittelt. Die dargestellten
Werte flir z-average und PDI sind die Mittelwerte aus finf Messdurchlaufen.
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V1. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1. PRAPARATION EINES NEUARTIGEN OLIGOLAMELLAREN SC-LIPID-
MODELLS

Da der Interzellularraum im nativen SC durch bis zu 20 Bilayer der SC-Lipidmatrix ausge-
fullt ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Modell entwickelt werden, welches diese Di-
mensionen wiederspiegelt. Oligolamellare Lipidschichten entsprechen diesen Dimensionen
und wurden fiir Phospholipide bereits zahlreich untersucht. Unter Berlicksichtigung der VVor-
gehensweise von Kreuzer fiir die Praparation von oligolamellaren Phospholipidmodellen”,
wurde unter Anwendung der Rontgenreflektometrie (XR) ein geeignetes Modell fiir die ver-
wendete SC-Lipidmischung, bestehend aus CER[AP]-C18, CHOL und SA (1:0,7:1), ent-
wickelt®. Bislang wurden vorwiegend multilamellare Modelle zur Untersuchung der Struk-
tur, sowie verschiedener Einflisse auf die SC-Lipidmatrix verwendet. Im Folgenden wird
deshalb das neu entwickelte oligolamellare Modellsystem mit dem Multilayermodell auf
Basis von XR-Messungen verglichen. Zudem wurde die Eignung der Modelle beztglich zu-
kinftiger simultaner NR- und IR-Messungen untersucht.

1.1. OPTIMIERUNG DER PROBENPRAPARATION ANHAND VON XR-UNTER-
SUCHUNGEN

1.1.1. LIPIDKONZENTRATION BEIM ROTATIONSBESCHICHTEN

Zunachst wurden verschiedene Konzentrationen (10 mg/ml, 5 mg/ml, 3,5 mg/ml und
2,5 mg/ml) der Lipidmischung bei 4000 rpm direkt auf die Oberflache des Silizium(Si)-
Wafers mittels Rotationsbeschichtung aufgetragen und die Reflektivitatskurven aufgenom-
men. Wie in Abb. 13 dargestellt, zeigen die Kurven der Konzentrationen 10 mg/ml
(schwarz) und 5 mg/ml (blau) ausgepragte Bragg Peaks und nur sehr schwach ausgebildete
Kiessig-Oszillationen. Durch eine Verringerung der Konzentration auf 3,5 mg/ml (grin) ent-
stehen dagegen auch noch bei hohen Q-Werten sehr ausgepragte und gut definierte Kiessig-
Oszillationen. Die niedrigste Konzentration von 2,5 mg/ml (rot) weist ebenfalls eine grofRe
Anzahl sehr gut definierter Kiessig-Oszillationen auf, auch wenn diese deutlich breiter sind
als bei 3,5 mg/ml. Zusatzlich zu den Kiessig-Oszillationen lassen sich fur diese beiden Kon-
zentrationen Bragg Peaks erkennen. Die mit Hilfe der Bragg Peaks und Kiessig-Oszillatio-
nen gemal der in Kapitel V.1.1.1 (S. 18) beschriebenen Vorgehensweise zur Datenauswer-
tung ermittelten Bilayer- und Gesamtschichtdicken sind fir alle untersuchten Konzentrati-
onen in Tabelle 3 zusammengefasst. Die Gesamtschichtdicke sinkt mit abnehmender Kon-
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zentration der verwendeten Lipidmischung von 472,4 A fur 10 mg/ml bis auf 172,1 A fiir
2,5 mg/ml. Dennoch kann fur die unterschiedlichen Konzentrationen eine vergleichbare Li-
pidanordnung angenommen werden, da die Dicken eines einzelnen Bilayers nicht signifikant
voneinander abweichen. Die ermittelten Bilayerschichtdicken zwischen 43,5 und 45,4 A (=
Phase A) sind nur geringfiigig grofer als die Wiederholabstédnde von quaternaren diastereo-
merenreinen Mischungen aus D- bzw. L-CER[AP], CHOL, Palmitinsaure (PA) und CS, mit
43,4 A fiir L-CER[AP] und 42 A fur D-CER[AP], gemessen bei trockener Raumfeuchte®.
Dieser Unterschied kann durch die um zwei Kohlenstoffatome verringerte Kette in der PA
im Gegensatz zu der hier verwendeten SA hervorgerufen werden. Aufierdem sind die
Schichtdicken fur die hier beschriebenen Systeme nur geringfugig kleiner als die in der Lite-
ratur filr vergleichbare Mischungen beschriebenen Werte mit etwa 46,5 A, die bei erhohter
Umgebungsfeuchte (60-100 %) bestimmt wurden® 48979 Es jst bereits bekannt, dass sich
durch eine Erhéhung der Luftfeuchtigkeit der lamellare Wiederholabstand in SC-Lipidmo-
dellen vergroRert” 8, weshalb bei den hier durchgefiihrten Messungen bei Raumfeuchte ein
geringerer Wiederholabstand resultiert. Nichtsdestotrotz lasst sich in der vorliegenden Kon-
zentrationsreihe die Tendenz erkennen, dass mit abnehmender Lipidkonzentration die Bi-
layerschichtdicke geringfuigig abnimmt. Dies kdnnte durch verschiedene Dehydratisierungs-
level der Proben, die durch unterschiedliche Anteile der direkt an Luft angrenzenden Lipide
bedingt sind, hervorgerufen worden sein.

10°
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Abb. 13: XR-Kurven von Lipidmischungen aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1 in CHCIs:MeOH
5:1 (schwarz), 11:1 (blau), 15:1 (grun), 22:1 (rot)), rotationsbeschichtet bei 4000 rpm unter Ver-
wendung der Lipidkonzentrationen: 10 (schwarz), 5 (blau), 3,5 (griin) und 2,5 mg/ml (rot). Fir
eine bessere Ubersicht sind die Kurven in Y-Richtung verschoben.

Tabelle 3: Bilayer- (d) und Gesamtschichtdicken (t) berechnet aus den in Abb. 13 dargestellten XR-Kurven.

10 mg/ml 5 mg/ml 3,5 mg/ml 2,5 mg/ml
d [A] 45,43 £ 0,99 44,08 + 0,89 43,46 + 1,51 43,92 £ 0,58
t[A] 4724 £ 8,4 223,0+5,0 192,3+3,2 172,1+1.8
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Generell ist anzumerken, dass flr eine umfangreiche Charakterisierung der Probe unter Be-
ricksichtigung der Bilayer- und Gesamtschichtdicke, sowohl die Anwesenheit von Bragg
Peaks als auch das VVorhandensein ausgepragter Kiessig-Oszillationen notwendig sind. Da-
riber hinaus lasst sich bei Anwesenheit von Kiessig-Oszillationen durch das Fitten mittels
optischer Matrixmethode eine detaillierte innere Probenstruktur bestimmen. Aus dieser kon-
nen dann beispielsweise Anteile an Medium in einer Schicht extrahiert werden. Demnach ist
sowohl eine Lipidkonzentration von 2,5 mg/ml als auch 3,5 mg/ml, bei denen XR-Kurven
mit ausgepragten und gut definierten Kiessig-Oszillationen erhalten werden konnten, zu
empfehlen.

1.1.1. ROTATIONSGESCHWINDIGKEIT BEIM BESCHICHTEN

Der Einfluss verschiedener Rotationsgeschwindigkeiten (1500—4000 rpm) auf die gleich-
maRige Anordnung der Lipide und damit auf die Qualitat der XR-Kurven ist ahnlich ausge-
pragt, wie in den Untersuchungen von Kreuzer’®. Hierbei liefert die hochste Umdrehungs-
geschwindigkeit die Reflektivitatskurve mit den am besten ausgepragten Kiessig-Oszillatio-
nen (Abb. 14, schwarz). Im Gegensatz dazu sinkt die Intensitdt und Anzahl der Kiessig-
Oszillationen bei geringeren Umdrehungsgeschwindigkeiten, da sich die Lipidmenge auf
dem Wafer verringert (blau und griin).
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Abb. 14: XR-Kurven von Lipidmischungen aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1 in
CHCI5:MeOH 22:1) rotationsbeschichtet bei verschiedenen Geschwindigkeiten von 500
(grin), 1500 (blau) und 4000 rpm (schwarz) unter Verwendung einer Lipidkonzentration
von 2,5 mg/ml. Fiir eine bessere Ubersicht sind die Kurven in Y-Richtung verschoben.

1.1.2. POLYETHYLENIMINSCHICHT ALS BINDEGLIED

Im Zuge der Optimierung der Probenpréparation oligolamellarer SC-Lipidmodelle wurden
alle XR-Messungen bei Raumtemperatur gegen Raumfeuchte durchgefiihrt. Diese eher
trockenen Bedingungen sind fur die durchgefihrten Messungen vorteilhaft, da Wasser
aufgrund seiner zu den Lipiden sehr dhnlichen Streuldngendichte den Kontrast deutlich
verringern und die resultierende Kurve kaum charakteristische Merkmale aufweisen wirde.
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Gerade in Hinblick auf zukinftig geplante Untersuchungen mit hydrophilen
Penetrationsenhancern ist jedoch eine wassrige Probenumgebung essentiell. Dabei muss die
Haftung der Lipide auf der Waferoberflache wéhrend der Messungen an der fest/fllissigen
Grenzflache gewdhrleistet sein. Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurden die Proben
fur mehrere Stunden in H2O inkubiert und anschlie3end erneut vermessen. Die XR-Messung
dieses in H2O inkubierten Lipidmodells zeigt eine Ablosung der Lipide von der
Waferoberflache (Abb. 15a, hellblau). Im Vergleich zur Messung vor Inkubation in H20
(schwarz) haben sich die Intensitdt und die Zahl der erkennbaren Oszillationen deutlich
verringert. Dies deutet auf eine fast vollstandige Abldsung der Lipide und eine nur
fragmentartig verbleibende Lipidschicht hin. Als Grund fir das Ablésen der Lipide werden
mangelnde Anziehungskrafte zwischen der negativ geladenen Si-Oberflache und den
verhaltnismaRig kleinen hydrophilen Gruppen der SC-Lipide angenommen. Ahnliche
Probleme, besonders in Bezug auf die GleichméRigkeit und Stabilitat von schichtweise
adsorbierten Polyelektrolytmultilayern, sind bereits bekannt®®. In den Untersuchungen von
Delcea et al. und Zhu et al. hat sich gezeigt, dass quervernetztes Polyethylenimin (PEI) als
erste Schicht auf dem Wafer zu einem homogeneren und stabileren Polyelektrolyt-
multilayerfilm fiihrt100 101,

a) k = ohne PEI vor Inkubation in Wasser b) 10° umsy
P ohne PEI nach Inkubation in Wasser —PEI
10 ——mit PEI vor Inkubatiop in Wasser ] : —— PE| + Lipide
k — mit PEI nach Inkubation in Wasser

e Modell Silizium/Luft

Roéntgenreflektivitat

01 02 03 0.0 01 02 03 04 05
Q[AT] QA7

Abb. 15a) XR-Kurven einer 2,5 mg/ml Lipidmischung aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1,
CHCIs: MeOH 22:1), rotationsbeschichtet bei 4000 rpm ohne PEI-Schicht, unmittelbar nach
der Praparation (schwarz) und nach Inkubation in H-O fiir 4,5 h (hellblau). Im Vergleich dazu
sind die XR-Kurven einer 2,5 mg/ml Lipidmischung aus CER[AP]:CHOL:TA (1:0,7:1,
CHCI5:MeOH 24:1), rotationsbeschichtet bei 4000 rpm, unmittelbar nach PEI-Beschichtung
(grau) und nach Inkubation in H,O fiir 4 Stunden (dunkelblau) dargestellt. Fiir eine bessere
Ubersicht sind die Kurven in Y-Richtung verschoben. b) XR-Kurven einer 2,5 mg/ml Lipid-
mischung aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1, CHCIs:MeOH 22:1), rotationsbeschichtet bei
4000 rpm 12 h nach PEI-Beschichtung (griin) und der dazugehdrigen PEI-Referenzmessung
(schwarz) direkt nach PEI-Beschichtung. Die Simulation eines unbeschichteten Si-Wafers ge-
gen Luft ist durch die grau gestrichelte Kurve angegeben.

In Anlehnung an diese Erkenntnisse wurde eine PEI-Schicht auf die Si-Oberflache aufge-
bracht, die durch ihre positiven Ladungen gut auf der negativ geladenen Waferoberflache
haftet und gleichzeitig die negativ geladenen SA-Molekile und dessen umgebende Lipide
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bindet. Da die PEI-Schichten verschiedener Wafer nicht vollkommen identisch sind, ist es
vorteilhaft, zunéchst die Reflektivitatskurve dieser Schicht zu bestimmen, bevor die Lipide
aufgebracht und vermessen werden. Beim Vergleich der XR-Kurve dieser PEI-Schicht
(Abb. 15b, schwarz) mit der eines theoretischen Modells von Si gegen Luft (grau gepunktet),
kann aufgrund der deutlichen Unterscheidung beider Kurven die Anwesenheit dieser PEI-
Schicht nachgewiesen werden. Wie in Abb. 15b (grlin) zu sehen ist, gehen bei dieser Vor-
gehensweise jedoch die in vorangegangenen Messungen detektierten, deutlich ausgepragten
Kiessig-Oszillationen der XR-Kurve verloren. Ein mdglicher Grund fur die Verschlechte-
rung der Lipidstruktur kénnten Veranderungen innerhalb der PEI-Schicht sein. Wéhrend der
Referenzmessung gegen Luft wird die Schicht mehrere Stunden trockenen Umgebungsbe-
dingungen ausgesetzt. Wie in der Literatur beschrieben, hat ein derartiger Trocknungspro-
zess einen enormen Einfluss auf die Struktur von Polyelektrolytent®? 103 Dementsprechend
wurden die SC-Lipide direkt im Anschluss an das Aufbringen der PEI-Schicht aufgetragen
und vermessen. Wie in Abb. 15a (grau) zu sehen, sind die auftretenden Kiessig-Oszillationen
bei dieser Vorgehensweise deutlich ausgepragter. Auch eine Inkubation in H20O ber meh-
rere Stunden zeigt keinen negativen Einfluss auf den Kurvenverlauf und somit auf die Pro-
benbeschaffenheit. Die berechnete Probendicke von 116,9 + 4,8 A vor der Inkubation in
H.O und 111,9 + 9,5 A nach der Wasserbehandlung zeigen keine signifikanten Unterschiede
und bestétigen diese Annahme.

Diese Erkenntnisse stellen die Anwendung einer PEI-Schicht als eine zuverlassige Methode
zur Fixierung der Lipide an der Waferoberflache fur Messungen an einer fest/fliissigen
Grenzflache heraus. Zudem ermdglichen sie eine &hnlich gute Probenorientierung wie ohne
diese Schicht, sofern die Lipidspreitung direkt nach der Auftragung der PEI-Schicht erfolgt.

1.1.3. METHANOLGEHALT UND REPRODUZIERBARKEIT

In Anlehnung an vorangehende Studien unserer Arbeitsgruppe wurden die SLs der Lipide
mit einer Mischung aus CHCI3:MeOH (2:1, V/V) hergestellt und auch alle Verdinnungen
mit dieser Mischung vorgenommen. Flr die Probenpréparation mittels Rotationsbeschich-
tung ist der hohe MeOH-Anteil allerdings unvorteilhaft, da durch die verschiedenen Dampf-
driicke der Lésungsmittel ein inhomogenes Auskristallisieren der Lipide und damit eine ge-
ringere Ordnung begunstigt werden. Diese Inhomogenitét ist bereits makroskopisch auf der
Waferoberflache in Form von breiten Streifen sichtbar und kann durch die Reflektivitats-
messungen bestatigt werden (Abb. 16a). Hier indizieren die wenigen Peaks mit sehr geringer
Intensitét eine geringe Ordnung der Lipide innerhalb der Probe. Wie die stark unterschied-
lichen Kurvenverldufe zeigen, ist es mit diesem MeOH-Anteil nicht méglich, reproduzier-
bare Proben herzustellen. Um jedoch das CER[AP] in L6sung bringen zu kdnnen, sind neben
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CHCls geringe Mengen an MeOH notwendig. Deshalb wurde fiir die Herstellung der CER-
SL weiterhin das Ubliche Losungsmittelgemisch verwendet. Fir alle weiteren SL und Ver-
dinnungsschritte wurde dagegen CHCIs eingesetzt, um einen mdglichst geringen MeOH-
Gehalt zu erzielen (SL B). Fir die 3,5 mg/ml Lipidmischung CER[AP]:CHOL:SA 1:0,7:1
bedeutet das ein Volumenverhaltnis CHClz zu MeOH von 15:1. Wie an den Kurvenverl&u-
fen in Abb. 16D ersichtlich, kann durch dieses Verhaltnis eine gut orientierte Probe mit vielen
Kiessig-Oszillationen erhalten werden. Um letztendlich verschiedene Proben vergleichen zu
konnen, ist eine reproduzierbare Probenpraparation notwendig. Diese kann durch den Ver-
gleich der Kurvenverlaufe zweier nach demselben Protokoll hergestellten Proben (Abb. 16b)
bereits erahnt werden. Die berechneten Wiederholabstande von 43,06 + 1,31 A fiir Probe 1
und 42,95 + 1,28 A firr Probe 2, die innerhalb der Fehler identisch sind, bestitigen diese
Annahme und deuten auf eine vergleichbare Lipidstruktur innerhalb der Bilayer hin. Die
Gesamtschichtdicken unterscheiden sich mit 258,9 + 1,2 A firr Probe 1 und 212,0 +2,2 A
fur Probe 2 um etwa eine Bilayerschichtdicke. Folglich ergibt sich fiir Probe 1 eine Anzahl
von sechs und fir Probe 2 eine Anzahl von funf Bilayern.
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Abb. 16a) XR-Kurven von 3,5 mg/ml Lipidmischungen aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1,
CHCIs: MeOH 2:1), rotationsbeschichtet bei 4000 rpm unmittelbar nach PEI-Beschichtung.
Fiir eine bessere Ubersicht sind die Kurven in Y-Richtung verschoben. Die 3 Proben wurden
auf die gleiche Art und Weise prépariert. b) XR-Kurven von 3,5 mg/ml Lipidmischungen aus
CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1, CHCI3:MeOH 15:1) rotationsbeschichtet bei 4000 rpm unmittel-
bar nach PEI-Beschichtung. Die zwei Proben wurden auf die gleiche Art und Weise prépariert.

1.1.4. CHOLESTEROLGEHALT

Der Einfluss eines verringerten CHOL-Gehaltes wurde an einer Mischung aus
CER[AP]:.CHOL:SA mit dem Molverhaltnis 1:0,3:1 (Abb. 18a, grau) untersucht. Dabei
konnte ein geringfugig vergroRerter lamellarer Wiederholabstand berechnet werden
(genauere Betrachtungen werden im Abschnitt 1.2 durchgefiihrt). Dieser Zusammenhang
wurde bereits in der Literatur beschrieben’ 3%, Es wird davon ausgegangen, dass CHOL,
unterhalb der Phasentibergangstemperatur der Mischung, die Lipidschicht fluidisiert, was
eine Verringerung der Bilayerschichtdicke zur Folge hat. Je groRer die CHOL-Konzen-
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tration, desto ausgepragter ist dieser Effekt. Demnach vergroRert sich, wie beobachtet, der
Wiederholabstand mit abnehmender CHOL-Konzentration. Die Form, Anzahl und Intensitét
der Peaks andert sich jedoch nicht.

1.2.  VERGLEICH DER PROBENSTRUKTUR OLIGO- UND MULTILAMELLARER SC
LIPIDMODELLE, SOWIE DES EINFLUSSES EINER ANNEALINGPROZEDUR MIT
HILFE VON RONTGENREFLEKTIVITATSMESSUNGEN
Annealing ist eine tbliche Probenbehandlungsroutine bei der Préaparation von multilamella-
ren SC-Lipidmodellen, bei dem die Probe unter 100 % Luftfeuchte mehreren Aufheiz- und
Abkuhlzyklen unterworfen wird (siehe Kapitel 1V. 1.3, S. 12). Wie bereits von Schroeter et
al. festgestellt wurde, kann dadurch die lamellare Lipidorganisation in Multilayern verbes-
sert werden®. Die Mosaizitat der Probe wird dabei verringert, was sich in einer Verschmale-
rung der Bragg Peaks zeigt. Durch die verbesserte Orientierung der Lipide vergrdRert sich
zusatzlich die Intensitéat der Reflexe. An dieser Stelle soll der Einfluss eines Annealingpro-
zesses auf die Lipidordnung in oligolamellaren Lipidmodellen untersucht werden. Dazu
wurden zunachst Lipidmodelle ohne die Anwesenheit einer PEI-Schicht eingesetzt. Wie in
Abb. 17 dargestellt, verschlechtert sich die XR-Kurve der rotationsbeschichteten Probe
durch das Annealing drastisch und zeigt keinerlei auswertbare Oszillationen mehr.
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Abb. 17: XR-Kurven einer 5 mg/ml Lipidmischung aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1;
CHCI5:MeOH 11:1) rotationsbeschichtet bei 4000 rpm.

Eine komplette Entfernung der Lipide von der Waferoberflache ist jedoch unwahrscheinlich,
da die resultierende XR-Kurve (grau) stark von dem Modell des unbeschichteten Wafers
gegen Luft (grau gestrichelt) abweicht. Folglich kann eine stark ausgepragte Unordnung der
Lipide auf der Waferoberflache angenommen werden. Durch das Einbringen von Energie
wahrend des Annealing kdnnen die ohnehin geringen Anziehungskrafte zwischen den Lipi-
den und dem Si-Wafer uberwunden werden. Dies flhrt zu einem Zusammenfliel3en der Li-
pide und so zur Ausbildung von Patches. Dabei entsteht eine sehr inhomogene Lipidschicht,
die keine ausgepragten Kiessig-Oszillationen oder Bragg Peaks mehr hervorruft.

35



KAPITEL VI ERGEBNISSE UND DISKUSSION

PRAPARATION OLIGOLAYER

Da in den vorangehenden Abschnitten bereits festgestellt wurde, dass eine PEI-Schicht die

Lipide an der Waferoberflache fixiert, konnte die Anwendung dieser Schicht das beobach-

tete ZusammenflieRBen der Lipide wahrend des Annealing verhindern. Um diesen Aspekt zu
untersuchen, wurde eine oligolamellare SC-Lipidprobe der Mischung CER[AP]:CHOL:SA
im Molverhaltnis 1:0,3:1 mit einer PEI-Schicht prapariert und einem Annealingzyklus un-

terzogen. Die Probe vor Annealing zeigt gut definierte Kiessig-Oszillationen (Abb. 18a,

grau), aus denen eine Probendicke von 215,3 A berechnet werden kann (Tabelle 4). Die

Schichtdicke eines Bilayers wird dabei bestimmt zu 45,42 A, was mit bereits beschriebenen

Wiederholabstinden vergleichbarer Mischungen (ibereinstimmt® 48 9798 | dieser Phase,

hier als Phase A beschrieben, sind alle drei Komponenten der Lipidmischung vorhanden.
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Abb. 18a) XR-Kurven einer 3,5 mg/ml Lipidmischung aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,3:1;
CHCl3: MeOH (13:1)), rotationsbeschichtet bei 4000 rpm unmittelbar nach PEI-Beschichtung
vor (grau) und nach (schwarz) der Durchfiihrung einer Annealingprozedur. b) XR-Kurven von
Multilayern vor (grau) und nach (schwarz) der Durchfiihrung einer Annealingprozedur. Die
Buchstaben indizieren die Zugehorigkeit der Peaks zu den unterschiedlichen Phasen A-D.
Durch den Abstand der Peaks kdnnen die in Tabelle 4 angegebenen Dicken ermittelt werden.
Die Probenpraparation erfolgte durch aufsprihen von 10 mg der Lipidmischung aus
CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1; CHCI3;:MeOH (15:1)), bei 50 °C nach PEI-Beschichtung. Fir
eine bessere Ubersicht sind die Kurven in Y-Richtung verschoben.

Tabelle 4: Bilayer- (d) und Gesamtschichtdicken (t), ermittelt aus den in Abb. 18a und b dargestellten XR-
Kurven vor und nach Annealing. Flr die untersuchten Proben konnten verschiedene Wiederholabstande er-
mittelt werden, fur die jeweils eine mégliche Zusammensetzung angegeben ist.

Oligolayer Multilayer
vor nach vor nach magliche
Phase Annealing Annealing Annealing Annealing Zusammensetzung

A 4542+0,66 - 4482+0,11 46,57 £ 0,06 CER[AP]SZCHOL "
4 [A] -- -- -- 42,26 = 0,03 SA

c - 4052052 40043013 3990001 CERIAPLE CHOL®

D -- -- 34,28+0,09 34,13+0,02 CHOL
t[A] 2153+6,3 182,8+2,3 - - -
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Nach der Anwendung des Annealingprozesses sind ebenfalls Kiessig-Oszillationen und
Bragg Peaks zu erkennen (Abb. 18a, schwarz), was auf eine, nach wie vor, intakte
Bilayerstruktur hinweist. Aufgrund der stiarkeren Bindungskréfte in Anwesenheit des PEI
sind die SC-Lipide groftenteils auf der Waferoberflache fixiert. Sie kdnnen sich folglich
nicht mehr in einem derartigen Ausmals umordnen, wie es fir die Probe ohne PEI-Schicht
beschrieben ist. Allerdings sind nach dem Annealing die Maxima und Minima weniger stark
ausgepragt, sodass die XR-Kurve breitere Peaks mit geringerer Intensitat zeigt. Als Resultat
der kleineren Bilayerschichtdicke von 40,52 A, hier als Phase C bezeichnet, verringert sich
die berechnete Probendicke auf 182,8 A. Es ist bereits beschrieben, dass das reine L-
Enantiomer von CER[AP] nach einem Aufheiz- und Abkuhlzyklus eine V-férmige
Konformation mit einem Wiederholabstand von 37 A einnehmen kann®. In Verbindung
mit dem nicht abgewinkelten D-CER[AP] mit einem Wiederholabstand von 47 A und den
zusatzlich eingelagerten Komponenten CHOL und SA konnte bei einem hohen Anteil an V-
formigen Konformeren eine Struktur mit etwa 40 A Dicke ausgebildet worden sein. Ein
weiterer Einflussfaktor auf die verringerte Schichtdicke konnte eine Neigung der gesamten
Lipidschicht senkrecht zur Membranebene sein, hervorgerufen durch die beim Annealing
zusatzlich zur Verfugung gestellte Energie. Hierbei erhoht sich auch die Mobilitat der
Lipide, wodurch sich die Ordnung innerhalb der Membran, wenn auch nur geringfugig,
verschlechtert. Demzufolge kann der erwartete Effekt bezuglich der Verbesserung der
Lipidordnung durch die Anwendung eines Annealingzyklus flr die hier préparierten
oligolamellaren Modelle nicht beobachtet werden.

Im Gegensatz zu oligolamellaren Lipidmodellen, ist bei multilamellaren Proben die Gesamt-
schichtdicke so groR, dass der Abstand benachbarter Kiessig-Oszillationen AQk;essig ZU
klein wird, um noch ausreichend aufgeldst werden zu kénnen. Daflir kann bei der Unter-
suchung des multilamellaren Lipidmodells einer Mischung aus CER[AP], CHOL und SA
(1:0,7:1) das Auftreten zahlreicher Bragg Peaks beobachtet werden (Abb. 18b). Vor dem
Annealing (grau) sind die Intensitaten der Bragg Peaks, besonders bei hohen Q-Werten, sehr
gering. Dies deutet auf eine eher ungeordnete, pulverdhnliche Probe hin. Die auftretenden
Bragg Peaks beschreiben eine Probe mit drei Phasen unterschiedlicher Schichtdicke
(Tabelle 4). Die Phase mit dem Wiederholabstand von 34,28 A, hier als Phase D bezeichnet,
kann phasensepariertem kristallinem CHOL-Monohydrat zugeordnet werden® 1% Die zwei
Phasen mit den Schichtdicken von 44,82 A und 40,04 A stellen die bereits erlduterten Phasen
A und C dar, die alle Lipide der Mischung enthalten, sich aber vermutlich in den Konfor-
mationen des CER[AP]-Molekuls unterscheiden. Dabei wirde fiir Phase A unter trockenen
Bedingungen eine voll gestreckte Konformation des CER energetisch bevorzugt sein®, wah-
rend in Phase C grolie Mengen des V-férmigen Konformers enthalten sein wirden.
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Durch die Anwendung einer Annealingprozedur werden die wenig geordneten Lipide in eine
hochgeordnete lamellare Struktur gezwungen, die durch viele scharfe Bragg Peaks mit hoher
Intensitat gekennzeichnet ist (Abb. 18b, schwarz). Dabei ordnen sich die Lipide in vier Pha-
sen unterschiedlicher Schichtdicke an (Tabelle 4). Die Phasen C und D zeigen keine Veran-
derungen des Wiederholabstandes als Folge des Annealing, wahrend der Wiederholabstand
der Phase A auf 46,57 A ansteigt. In diesem Zusammenhang ist in der Literatur beschrieben,
dass es bei den unter trockenen Bedingungen voll gestreckten CER-Molekilen mit Erhéhung
der Umgebungsfeuchte zur Ausbildung einer Haarnadelkonformation durch Umklappen ei-
ner der Kohlenstoffketten kommt®2. Durch die beim Annealing eingebrachte Luftfeuchtig-
keit konnte demzufolge eine Membran mit einem héheren Anteil an CER in Haarnadelkon-
formation ausgebildet werden, der zu einer Erhéhung der Schichtdicke fuhrt. Dieser Sach-
verhalt kénnte auch fir die Schichtdickenverédnderungen in der Phase A verantwortlich sein.
Im Gegensatz zu den beobachteten Phasen der Probe vor Annealing tritt noch eine weitere
Phase, Phase B, mit einem lamellaren Wiederholabstand von 42,26 A auf. Da Studien zu
SA-Monolayern eine Schichtdicke von etwa 21 A aufzeigen®®® 197, kénnte diese Phase sepa-
rierter SA zugeordnet werden. Zudem ist bereits beschrieben, dass es in SC-Lipid-
mischungen zu einer Separierung von CER und FFA kommen kann!®, was in diesem Fall
durch die zusatzlich eingebrachte Energie begunstigt worden sein kdnnte. Normalerweise
wirden wir als Folge des Annealing keine Phasenseparation erwarten. In diesem Fall kann
jedoch die geringe Luftfeuchtigkeit eine grof3e Rolle gespielt haben, da die in der Literatur
beschriebenen Messungen von annealten Proben bei einer relativen Luftfeuchte von 60 bis
100 % durchgefihrt wurden. Letztendlich kénnen mit Hilfe der vorhandenen Daten nur
Spekulationen uber eine mogliche Zusammensetzung der einzelnen Phasen vorgenommen
werden. Fr eine Bestatigung dieser waren weiterfuhrende Untersuchungen, beispielsweise
NR-Messungen mit einzelnen perdeuterierten Lipidspezies notwendig. Nichtsdestotrotz
konnte gezeigt werden, dass ein Annealing von multilamellaren Proben zur Ausbildung einer
hochgeordneten Lipidstruktur fuhrt.

Vergleicht man schliellich oligolamellare und multilamellare Lipidmodelle miteinander,
lassen sich zwei wesentliche Unterschiede feststellen. Zum einen kann bei oligolamellaren
Lipidschichten keine Phasenseparation einer einzelnen Lipidkomponente beobachtet wer-
den, weshalb eine homogene Mischung aller Lipidspezies angenommen wird. Die Lipide in
multilamellaren Proben liegen dagegen nicht homogen gemischt vor und es tritt eine Pha-
senseparation von CHOL (34 A) und SA (42 A) auf. Zum anderen hat das Annealing in
beiden Modellen unterschiedliche Effekte. Flir multilamellare Modelle ist die Durchfiihrung
eines Annealingprozesses essentiell, um die lamellare Lipidorganisation zu verbessern®. In
diesem Fall existiert innerhalb der zu hunderten tUbereinander gelagerten, relativ ungeordne-
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ten Lipidbilayern ein sehr groRRes Bestreben zur Ausbildung einer besser geordneten Struk-
tur. Bei oligolamellaren Proben fuhrt das Annealing zu einem eher gegenteiligen Effekt, bei
dem sich die Ordnung der Lipide tendenziell sogar verschlechtert. Da bei der Rotationsbe-
schichtung bereits hochgeordnete diinne Lipidschichten entstehen, besitzen diese ein ge-
ringes Bestreben eine noch héhere Ordnung zu erreichen. Durch die zusatzlich eingebrachte
Luftfeuchte und thermische Energie werden die Lipide stattdessen mobiler und bilden eine
weniger geordnete Struktur.

1.3. IR-UNTERSUCHUNGEN ZUR TAUGLICHKEIT DER MODELLE FUR SIMULTANE
NR- UND IR-MESSUNGEN

In diesem Abschnitt wird weniger auf den konkreten Einfluss bestimmter Parameter und die
Lipidstruktur, als vielmehr auf die potenzielle Anwendbarkeit einzelner Modelle fur zukunf-
tige Messungen eingegangen. Da am BioRef eine simultane NR- und IR-Messung méglich
ist, werden die Modelle speziell auf ihre diesbezlgliche Eignung untersucht. Dazu wurden
die beiden SC-Lipidmodelle (oligo- und multilamellar) mit Detektoren unterschiedlicher
Empfindlichkeit vermessen und die Spektren auf Anwesenheit charakteristischer, auswert-
barer IR-Banden uberpruft. Die Messungen oligolamellarer Proben mit Hilfe eines DTGS-
Detektors zeigen keine ausgepragten Banden (Abb. 19, schwarz). Fir nachfolgende Unter-
suchungen ist diese Kombination daher ungeeignet. Durch die Verwendung eines sensitive-
ren MCT-Detektors konnten zwei scharfe Banden bei etwa 2920 cm™ und 2850 cm™ aufge-
nommen werden (blau), die charakteristisch fir die symmetrischen (vs(CH2)) und asym-
metrischen CH»-Valenzschwingungen (vas(CH2)) der SC-Lipide sind. Die Position dieser
Banden gibt Auskunft tGber das Verhaltnis von trans- zu gauche-Konformeren und die Al-
kylkettenpackung. Durch eine Erhéhung des Anteils an gauche-Konformeren verschieben
sich die Wellenzahlen beider Banden zu groReren Werten3" 19, Derartige Verschiebungen
kdnnen beispielsweise durch Wechselwirkungen mit Enhancermolekiilen hervorgerufen
werden. Bei ungefidhr 1700 cm™ taucht eine weitere Bande, die der asymmetrischen Car-
bonyl-Streckschwingung (v(CO)) der SA zugeordnet werden kann, auf. Bei der Anwendung
von Penetrationsenhancern kénnte diese Bande beispielsweise beeinflusst werden oder neue,
fur den Enhancer charakteristische, Banden entstehen. Bei Wellenzahlen unterhalb von
1400 cm™ ist eine Detektion weiterer Banden nicht mehr moglich, da der Si-Wafer hier einen
grofRen Teil der Strahlung absorbiert. Damit in spateren Experimenten allerdings eine simul-
tane NR- und IR-Messung durchgefiihrt werden kann, ist dieser Si-Wafer als Tragermaterial
unverzichtbar.

Wie bereits fur die oligolamellare Probe beschrieben, zeigen auch die multilamellaren Lipid-
modelle charakteristische Banden fur die vs(CH2) und vas(CH2). Hier sind jedoch aufgrund
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der dickeren Schicht die Intensitaten um ein Vielfaches gréRRer (Abb. 19; griin und grau). Im
Bereich 1800-1500 cm™ tauchen weitere Banden auf, die zur Charakterisierung der
Lipidstruktur und eines maglichen Enhancereinflusses genutzt werden kénnen. Flr beide
Detektoren ergeben sich dhnliche Verlaufe der Spektren, wobei die aufgenommenen Banden
beim MCT-Detektor (griin) deutlich scharfer sind.

149 e Multilayer; MCT det.
1.2 == Multilayer; DTGS det.
=== Qligolayer; MCT det.

101 = Oligolayer; DTGS det.
0.8

0.6 —— A\
0.4+ PRI

<C 0.06

o

— 0.04

.02 et et ——

0.00 T \ \ ;. T
3000 2950 2900 2850 2000 1800 1600
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bsorption [a.u.]

Abb. 19: IR-Messungen von mittels Luftdruck aufgespriihten bzw. rotationsbeschichteten SC-
Lipidmischungen aus CER[AP]:CHOL:SA (1:0,7:1) gegen DO unmittelbar nach PEI-Be-
schichtung. Das IR-Signal wurde entweder durch einen DTGS- oder einen MCT-Detektor auf-
gezeichnet. Fiir eine bessere Ubersicht sind die Spektren in Y-Richtung verschoben.

Insgesamt ist die Verwendung eines MCT-Detektors in jedem Fall vorzuziehen, da die
erhaltenen Banden definierter sind. Weiterhin, kann durch die Verwendung multilamellarer
Lipidmodelle eine groRere Anzahl an IR-Banden und damit umfangreichere Informationen
zum Modell erfasst werden. Jedoch sind auch oligolamellare Proben durchaus fur eine
simultane NR- und IR-Messung geeignet. Es konnen sowohl im Bereich von
1800 bis 1500 cm™, als auch fiir die vs(CH2) und vas(CH2) klare, auswertbare Banden
detektiert werden. Fir geplante Studien beziglich des Einflusses hydrophiler
Penetrationsenhancer kann also angenommen werden, dass fiir den Fall eines auftretenden
Effektes dieser auch an dem oligolamellaren Modell beobachtet und detektiert werden kann.

1.4. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie konnte mittels Rotationsbeschichtung eine Préparationsmethode
flr ein neuartiges oligolamellares SC-Lipidmodell, bestehend aus CER[AP], CHOL und SA
etabliert werden. Die Methode wurde basierend auf VVorgehensweisen fiir bereits erfolgreich
durchgefiihrte Phospholipidbeschichtungen adaptiert?® > 7>, In Hinblick auf zukinftig ge-
plante Studien bezlglich des Einflusses hydrophiler Penetrationsenhancer oder anderer Sub-
stanzen, die Uber das wassrige Medium in das System eingebracht werden, ist die Integritét

und Stabilitat des feststoffgestiitzten SC-Lipidmodells erforderlich und wurde hier maligeb-
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lich optimiert. Eine reproduzierbare Praparation des neuartigen oligolamellaren SC-Lipid-

modells kann demnach verwirklicht werden durch:

(1

(1

(1)

Vorbeschichten des Si-Wafers mit einer PEI-Schicht als Adsorptionsschicht fur
die SC-Lipide.

Anschlielende Rotationsbeschichtung der 3,5 mg/ml SC-Lipidldsung (CER[AP]:
CHOL: SA; 1:0,7:1) in CHCI3:MeOH 15:1 (V/V) bei einer Rotationsgeschwin-
digkeit von 4000 rpm direkt im Anschluss an Schritt (1), ohne zwischenzeitliches
Trocknen.

Vermeiden eines anschlielenden Annealingprozesses, wie er bei multilamellaren
Proben normalerweise angewendet wird®.

Im Vergleich zu den bislang Ublicherweise verwendeten multilamellaren Lipidmodellen

weist das neuartige oligolamellare Modell diverse Vorteile auf:

(M

(1
(1

(V)

Das oligolamellare Modell ist, nach der Anzahl der Bilayer zu urteilen, der nativen
SC-Lipidmatrix deutlich dhnlicher als multilamellare Lipidanordnungen.

Es besteht aus einer einzelnen Phase und weist keine Phasenseparationen auf.

Der Einfluss verschiedener Substanzen auf die Struktur des oligolamellaren SC-
Lipidmodells kann mit Réntgen- oder Neutronenreflektometrie detailliert beurteilt
werden. Zusatzlich zu dem lamellaren Wiederholabstand kann auch die gesamte
Probendicke des SC-Modells und Veranderungen dieser beobachtet werden.

Potentielle konformative Anderungen der Lipide im oligolamellaren SC-Lipidmo-
dell, hervorgerufen durch Interaktionen mit Enhancern und Arzneistoffen, sind,
trotz der deutlichen Reduzierung der Schichtdicke im Vergleich zu Multilayern,
mit Hilfe der ATR-FTIR-Spektroskopie detektierbar.

Publiziert in:

Mueller, J.; Schroeter, A.; Steitz, R.; Trapp, M.; Neubert, R. H. Preparation of a New

Oligolamellar Stratum Corneum Lipid Model. Langmuir 2016, 32 (18), 4673-80.
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2. HYDROPHILE ENHANCER

Es existieren bereits Studien, die einen Einfluss der in dieser Arbeit untersuchten hydrophi-
len Penetrationsenhancer auf SC- bzw. Hautmodelle beschreiben. Diese sind flr jeden ein-
zelnen Enhancer zu Beginn des jeweiligen Abschnittes zusammengefasst. Dennoch kann
bisher keine abschlieBende Aussage zu dem genauen Wirkmechanismus auf molekularer
Ebene erfolgen. Die hier zum Einsatz kommenden Untersuchungen sollen diesbeziglich
neue Erkenntnisse erbringen. Dabei reichen die verwendeten Modelle von multilamellaren
Schichten tber die im vorangehenden Kapitel entwickelten oligolamellaren Modelle bis hin
zu unilamellaren Lipidanordnungen. Durch die Anwendung diverser physikalischer Metho-
den kann eine vielseitige Charakterisierung der Modelle und des Enhancereinflusses, bei-
spielsweise in Bezug auf die Schichtdicke, die Verteilung des Enhancers, die laterale Ketten-
ordnung und die Integritat der Membran erfolgen.

2.1. WASSER

Wasser nimmt ungefahr 15-20 % des Trockengewichtes des SC ein und ist ein natirlicher
Diffusionsenhancer!'®. Trotz umfangreicher Studien ist der genaue Wirkungsmechanismus,
der zur Verbesserung der Penetration von sowohl hydrophilen als auch lipophilen Arz-
neistoffen fiihrt, bisher unbekannt®. Einen wesentlichen Beitrag leistet wahrscheinlich die
Tatsache, dass Wasser die Loslichkeit von hydrophilen Arzneistoffen verbessert und so die
Verteilung desselben aus der Formulierung in die Haut fordert. Elias et al. gehen zudem
davon aus, dass es zur Ausbildung von zusammenhangenden wassergefullten Poren kommt,
die die Permeation des Arzneistoffs durch das SC verbessern!!!, Studien mittels konfokaler
Mikrospektroskopie konnten zeigen, dass ein Wasserlberschuss innerhalb des SC zu linsen-
formigen Einschlissen fuhrt, welche groRer sind als maximal hydratisierte Korneozyten und
ahnliche spektrale Eigenschaften wie Bulkwasser aufweisen*2. Durch die Anwesenheit die-
ser grof3en Wassermengen konnten die hydrophilen Kopfgruppenregionen der Lipidmatrix,
insbesondere die normalerweise sehr geringfugig ausgebildete Wasserschicht, ebenfalls be-
einflusst werden2, Réntgendiffraktionsstudien an humanem SC zeigten keinerlei Anschwel-
lung der Lipidbilayer in Abh&ngigkeit vom Hydratationsgrad, wobei zumindest die Ordnung
eines Teils der Lipide im vollstandig hydratisierten Zustand verringert wurde!®. Zudem
wurde anhand von Differenz-Thermoanalyse-Studien an humanem SC, eine erhdhte Fluidi-
t4t der SC-Lipide durch die Applikation von Wasser festgestellt!'4. Durch die isolierte Be-
trachtung der Lipidbilayer in den nachfolgenden Untersuchungen sind Aussagen Uber eine
wasserinduzierte Porenbildung, eine Fluidisierung der Lipide oder VVeranderungen der Wie-
derholanstdnde maglich.
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2.1.1. IR- UND NR-MESSUNGEN AN MULTILAYERN

Wird die trockene multilamellare Lipidschicht im Rahmen der IR-Messungen mit Wasser in
Verbindung gebracht, ergeben sich die in Abb. 20 und Abb. 21 dargestellten VVeranderungen
im IR-Spektrum. Dabei werden charakteristische Schwingungen bewertet und diskutiert.
Beispielhaft ist hier eine einzelne Probe beschrieben. Der Trend l&sst sich jedoch fir alle
untersuchten Proben bestétigen.

IR-BANDEN ZUR CHARAKTERISIERUNG DER KETTEN: Die symmetrischen und asymmetri-
schen CH2-Valenzschwingungen (vs(CH2) bzw. vas(CH2)) bei Wellenzahlen von etwa
2850 cm™ und 2915 cm™ beschreiben die intramolekulare Konformation der Lipidketten.
Befinden sich diese in einem gestreckten und geordneten all-trans Zustand, ergeben sich
Positionen von <2849 cm™ bzw. <2920 cm™, wihrend Wellenzahlen > 2854 cm™ und
> 2924 cm* auf einen fliissig-dhnlichen (gauche) Zustand hindeutens, Mit Bandenpositio-
nen von 2915,7 cm™ und 2848,7 cm™ im trockenen Zustand (Tabelle 5; Abb. 20, schwarz)
kann demzufolge davon ausgegangen werden, dass sich die Ketten der Lipide in einem ge-
streckten und geordneten all-trans Zustand befinden. Durch die Zugabe von Wasser verrin-
gert sich die Position der vas(CH.) innerhalb von 24 h auf 2914,1 cm™, was auf eine Er-
héhung der Kettenordnung, verbunden mit einer verdichteten Kettenpackung, hindeutet'!®
117 Diese Beobachtung steht scheinbar im Gegensatz zu dem postulierten penetrationsfor-
dernden Effekt des Wassers. An dieser Stelle muss allerdings beriicksichtigt werden, dass
die Lipide im nativen SC bereits hoch geordnet vorliegen, wahrend sie in den nicht durch
Annealing behandelten multilamellaren Modellen zundchst wenig geordnet sind. Urséchlich
dafr ist die hydrophobe Natur der Luft als Umgebungsmedium der Lipide, welche sich bei
Zugabe von Wasser in eine hydrophile Umgebung umwandelt. In der Folge werden die zu-
vor weniger stark geordneten Lipide, die durch den groRen Anteil an hydrophoben Ketten
gut mit dem hydrophoben Umgebungsmedium wechselwirken konnten, forciert sich umzu-
ordnen. Dabei richten sich die Lipide so aus, dass die Kontaktflache zwischen dem hydro-
philen Wasser und den lipophilen Ketten mdglichst gering wird. Es resultiert eine Bilayer-
struktur, die eine deutlich hohere Lipidordnung aufweist als zuvor. Fir die Lipidmatrix im
nativen SC wiirde dieser Effekt aufgrund der bereits hoch geordneten Strukturen wahr-
scheinlich nicht beobachtet werden. Fir eine genauere Beurteilung diesbezuglich waren
allerdings Untersuchungen mit multilamellaren Proben, die einer Annealingprozedur unter-
zogen worden sind und bereits eine hohe Grundordnung aufweisen, vorteilhaft. Die Position
der vs(CH2)-Bande mit 2848,5 cm™ verandert sich nach 24 h Inkubationszeit in Wasser nicht.
Zur Beschreibung der intermolekularen Kettenpackung, kann der Bereich der CHz-Defor-
mationsschwingung (SCH2) zwischen 1400-1500 cm™ herangezogen werden. Die einzelne
Bande bei ~1467 cm™ im trockenen Zustand (Abb. 21, schwarz), weist auf eine hexagonale
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Kettenpackung hin, wie sie bereits in friheren Untersuchungen zu terndren Lipidmischungen

mit CER[AP] bestimmt worden ist!1® 118, Eine Aufspaltung dieser Bande mit Wellenzahlen

um 1462 cm™ und 1473 cm™ wére hingegen charakteristisch fiir eine orthorhombische

Packung®®. Wahrend der Lagerung in Wasser findet eine solche Aufspaltung nicht statt,

sodass nach wie vor eine hexagonale Kettenpackung vorliegt.
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Abb. 20: ATR-FTIR-Spektren des oberen Wellenzahlenbereiches bis 2800 cm™ eines multi-
lamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:CHOL:SA) gegen Luft (schwarz) und anschlieend ge-
gen H»0 (grau) nach verschiedenen Inkubationszeiten (1-24 h). Zu Vergleichszwecken sind die
Spektren in Y-Richtung verschoben. Peakveranderungen sind rot hinterlegt.
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Abb. 21: ATR-FTIR-Spektren des unteren Wellenzahlenbereiches von 1800 bis 1400 cm™ eines

multilamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:CHOL:SA) gegen Luft (schwarz) und anschlieend

gegen H,O (grau) nach verschiedenen Inkubationszeiten von 1 bis 24 h. Zu Vergleichszwecken
sind die Spektren in Y-Richtung verschoben. Peakverdnderungen sind rot hinterlegt.
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Tabelle 5: Positionen [cm™] der wichtigsten in Abb. 20 und Abb. 21 dargestellten Banden eines multilamella-
ren Lipidmodells gegen Luft und zu verschiedenen Inkubationszeiten in H,O. Die Positionen von schwach
ausgepragten Banden kénnen dabei nicht zuverlassig ermittelt werden (n.b.).

Bande Luft H.O (1 h) H.0 (3 h) H0(6h)  H0(12h)  H,0 (24 h)
vas(CH2) 2915701 29155+0,1 29152+01 29145+0,1 29142+01 2914,1+0,1
vs(CHz)  28487+0,1 28487+0,1 28486+01 28486+01 28486+0,1 28485+0,1
v(CO) n.b. n.b. n.b. 17214+02 17225+0,2 1722602
17047 £0,1 1702,9+0,1 1704,1+0,1 n.b. n.b. n.b.

Amid-l  16404+0,1 1637,8+0,1 16362+0,1 16375+0,1 1639,0+0,1 1639,0+0,1

- - - n.b. 16199+0,1 1619,8+0,1
Amid-Il  1541,0£0,1 15417+01 15414+0,1 15405+0,1 1540401 1540,4+0,1
8(CH;)  1467,4+0,1 1467,1+01 14669+01 14664+01 14661+01 1466,1+0,1

IR-BANDEN ZUR CHARAKTERISIERUNG VON POLAREN GRUPPEN: Die funktionellen Grup-
pen der Lipidmischung besitzen ebenfalls charakteristische Valenz- und Deformations-
schwingungen, deren Positionen iber Konformationsanderungen oder die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen (HBBs) informieren. Die Amid-1 Bande im Bereich 1630—
1680 cm™ ist hauptsichlich auf die v(C=0)-Schwingung des sekundiren Amids im
CER[AP] zuriickzufihren. Eine etwas kleinere Bande (Amid-Il), die durch die Defor-
mationsschwingung der Aminogruppe 6(C-N-H) und die C-H Valenzschwingung v(C-H)
hervorgerufen wird, wird meist bei Wellenzahlen um 1550 cm™ beobachtet. Je kleiner die
Frequenz der Amid-1-Bande und je groRer die Frequenz der Amid-I1-Bande, desto starker
sind die HBBs der Amidgruppen ausgebildet®® 117119 Wie in Abb. 21 (schwarz) und Tabelle
5 aufgezeigt, sind die beiden Amid-Banden im trockenen Zustand sehr breit. Aufgrund der
fur die Amid-I-Bande verhaltnismaRig niedrigen und fir die Amid-11-Bande verhaltnis-
maRig hohen Wellenzahlen, sind bereits im trockenen Zustand relativ stark ausgepragte
HBBs vorhanden. Eine Aufspaltung der Banden wirde auf intermolekulare Schwingungs-
kopplungen, besonders zwischen Amidgruppen benachbarter Bilayer, hindeuten, da diese
bei Untersuchungen an Monolagen nicht auftauchten®. Durch das Ausbleiben dieser Auf-
spaltung wird angenommen, dass im nicht-hydratisierten Zustand keine bzw. nur geringfu-
gig ausgepragte interlamellare Wechselwirkungen vorhanden sind. Bei Kontakt mit Wasser
verschiebt sich die Position der Amid-I-Bande zu kleineren Wellenzahlen, wéahrend die Wel-
lenzahl der Amid-11-Bande steigt. Beide Beobachtungen indizieren eine verstarkte Ausbil-
dung von HBBs. Mit zunehmender Inkubation in Wasser kommt es schliel3lich zur Aufspal-
tung der Amid-I-Bande, die die Ausbildung interlamellarer HBBs, ausgehend von der C=0-
Gruppe des Amids, beschreibt. Die niedrigen Wellenzahlen um 1620 cm™ représentieren
dabei sehr stark iber HBBs gebundene Spezies, wihrend die Bande um 1640 cm™ eher
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schwacher wasserstoffbriickengebundene Spezies beschreibt®. Verantwortlich fiir die un-
terschiedlich stark ausgebildeten HBBs konnten dabei die unterschiedlichen Anordnungen
von L-CER[AP] und D-CER[AP] sein. In diesem Zusammenhang wurde fir die C=0-
Gruppe des D-CER[AP] bereits eine starkere Einbindung in HBBs als fur die des L-
CER[AP] diskutiert, die wahrscheinlich auf die unterschiedliche rdumliche Anordnung der
beiden Enantiomere und die infolge verdnderte Abschirmung der polaren Kopfgruppen zu-
riickzufiihren ist®. Diese verdnderte raumliche Anordnung kdnnte ebenfalls einen Einfluss
auf die Lage der N-H-Gruppe haben und somit unter Umsténden deren Beteiligung an HBBs
reduzieren. Dieser Zusammenhang ware eine mdgliche Erklarung flr die nach anfanglicher
Zunahme abnehmenden Bandenpositionen fir die Amid-I11-Bande mit zunehmender Inku-
bationszeit in Wasser. Die ausbleibende Aufspaltung der Bande deutet zudem darauf hin,
dass die N-H-Gruppe nicht an interlamellaren HBBs beteiligt ist. Bei Wellenzahlen
zwischen 1680-1720 cm™ taucht eine fiir die SA charakteristische asymmetrische Carbonyl-
Streckschwingung (v(CO)) auf. Mit zunehmender Inkubationszeit in Wasser nimmt die In-
tensitat der Bande bei 1705 cm® stark ab, wihrend eine neue Bande bei Wellenzahlen um
1722 cm™ entsteht. Es ist bereits bekannt, dass die Wellenzahlen der v(CO) fiir reine SA
deutlich niedriger liegen als fiir die SA in der ternaren SC-Mischung (etwa 15 cm™)*6, Das
Auftreten der beiden v(CO)-Bandenpositionen kénnte demnach darauf hindeuten, dass die
SA vor Inkubation in Wasser separiert vorliegt und sich infolge der Hydratisierung nach
einer Kontaktzeit von sechs Stunden zumindest teilweise mit den anderen Komponenten der
Mischung in einer Phase vereinigt. Dass in diesem Fall die SA nicht wie erwartet eine or-
thorhombische sondern eine hexagonale Kettenpackung aufweist, konnte bereits gezeigt
werden!® und steht somit nicht im Widerspruch zu der fiir die vorliegende Mischung identi-
fizierten hexagonalen Kettenpackung. In dem vorliegenden Beispiel verschwindet die Bande
um 1705 cm fast vollstandig zu Gunsten der Bande bei 1720 cm™, wahrend bei anderen,
analog praparierten Modellen beide Banden in ahnlicher Intensitédt vorliegen. Hier ist die
Menge an verbleibender phasenseparierter SA entscheidend, die aufgrund interindividueller
Unterschiede nicht fiir jede Probe identisch sein muss. Zusétzlich nehmen die Wellenzahlen
der neu entstandenen Bande bei 1720 cm™ wahrend der Inkubation in Wasser zu, wodurch
eine Verringerung der HBBs indiziert wird.

Insgesamt zeigt das Verhalten der Banden bei zunehmender Inkubationszeit Parallelen zu
dem in der Literatur flr vergleichbare Mischungen beschriebenen Verhalten bei Tempera-
tureinwirkung. Dabei sind die Verédnderungen bei langen Inkubationszeiten (starke Hydrati-
sierung) denen bei niedrigeren Temperaturen (etwa Hauttemperatur) am dhnlichsten, wéh-
rend die Charakteristika der nicht hydratisierten Mischung sehr gut mit denen bei hohen
Temperaturen (70-80 °C; oberhalb des Phaseniiberganges) korrelieren®®, Im nicht hydrati-
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sierten Zustand sind die Lipide folglich deutlich ungeordneter als im hydratisierten Zustand.
Die HBBs werden mit zunehmender Inkubationszeit starker ausgebildet, was auf eine An-
reicherung von Wasser in den Kopfgruppenbereichen hindeutet. Lediglich fur SA wird
wahrscheinlich aufgrund der Reintegration phasenseparierter SA in die Mischung der ande-
ren Lipidbestandteile eine Verringerung der HBBs erreicht. Zusatzlich kommt es zu einer
Erh6hung der Kettenordnung, sowie einer Verdichtung der Kettenpackung. Nach ungeféhr
zwolf Stunden ist jedoch fiir keine der auftretenden Banden eine Veranderung der Position
mehr zu erkennen. Die Lipidorganisation wird zu diesem Zeitpunkt als stabil angenommen.

Um zusétzlich zu den Erkenntnissen tiber die Anderung der lateralen Kettenanordnung eine
Aussage Uber den Einfluss des Wassers auf die Schichtdicken zu treffen, wurde fiir die
Multilayer am BioRef eine NR-Messung gegen D20 durchgefihrt (ohne simultane Bestim-
mung des IR-Signals). Die in Abb. 22 dargestellte NR-Kurve einer multilamellaren Probe
zeigt im Vergleich zu den gegen trockene Raumfeuchte gemessenen multilamellaren Mo-
dellen (Kapitel V1.1.2, S. 35) nur wenige auswertbare Bragg Peaks.

10°4
&; Tabelle 6: Aus Abb. 22 bestimmte
E Peakpositionen Q und die dazugehdri-
] 107] 3 gen Bilayerschichtdicken d mit der je-
Z E weils zugeordneten Phase unterschied-
€ 2] % licher Zusammensetzung.
T 1 N
& ‘%&%; QA d[A] Phase
£ 10°; e, L 0,1319 + 47,65 + A
2 e L 0,0003 0,11
= o =4 s U .
4 | og _Fj,j:m.—c: 0,1463i 42,94i
© 0,0002 0,06 B
. . ; , ; : , 0,1775 35,39 + D
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0,0003 0,05
QA"

Abb. 22: NR-Kurve eines multilamellaren SC-Lipidmodells
(CER[AP]:CHOL:SA) gemessen gegen D20.

Dennoch kénnen die Positionen von drei Bragg Peaks und die dazugehorigen Wiederholab-
stdnde bestimmt werden (Tabelle 6). Diese konnen den bereits bei XR-Messungen beschrie-
benen Phasen A, B und D zugeordnet werden. B und D wurden dabei phasenseparierte SA
bzw. kristallines CHOL darstellen, wéahrend Phase A alle Lipidkomponenten der Mischung
enthalten wirde. Allerdings sind die hier ermittelten Schichtdicken bei einer Messung gegen
D20 im Vergleich zu den Schichtdicken des gleichen Modells, gemessen gegen trockene
Raumluft, geringfiigig vergroRert. Im Rahmen der Untersuchungen von Zbytovska et al. und
Kessner et al. konnte eine solche Zunahme des lamellaren Wiederholabstandes mit zuneh-
mender Umgebungsfeuchte bereits beobachtet werden” 8, Um die gemessene Schichtdicke
der Phase A von ~48 A zu realisieren, missten sich die Lipide senkrecht zur Membranebene
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ohne jegliche Neigung anordnen. In Verbindung mit der durch die IR-Messungen indizierten
Erhohung der Kettenordnung, ist eine mogliche Einschrankung der Neigung der Lipide in
der Membranebene mit einer infolge vergroRerten Schichtdicke denkbar. Die Annahme, dass
bei Inkubation in Wasser eine Erh6éhung der Kettenordnung resultiert, wird auch durch das
Fehlen der bei der Messung gegen Luft zusitzlich auftretenden Phase C bei 40 A unter-
mauert. Fur diese Phase wird davon ausgegangen, dass sie alle Komponenten der Lipid-
mischung enthélt und einen hohen Anteil an V-férmig ausgebildetem L-CER[AP] aufweist.
Diese V-formige Konformation kénnte sich wéahrend der Inkubation in Wasser tiberwiegend
in die Haarnadelkonformation umlagern, wodurch die Phase C, zugunsten der Ausbildung
der Phase A verschwinden wiirde. Darliber hinaus kann fiir die resultierende 48 A Phase
vermutet werden, dass sich die fur die trockenen Systeme beschriebenen groRRen Anteile an
gestreckten CER[AP]-Konformeren entsprechend der von Kiselev et al. postulierten Theorie
aufgrund des Uberschusses an Wasser mehrheitlich in die Haarnadelkonformation umla-
gern®, In dieser Konformation ware die Einlagerung von Wasser im Bereich der Kopf-
gruppen zwischen angrenzenden Bilayerschichten begunstigt, was die Vergroerung der
Schichtdicke erklaren wiirde.

2.1.2. IR- UND NR-MESSUNGEN AN OLIGOLAYERN

Mit Hilfe des entwickelten oligolamellaren Lipidmodells (Kapitel V1.1, S. 29), ist eine zeit-
gleiche Erfassung von NR- und IR-Daten der oligolamellaren SC-Lipidmodelle maoglich.
Dadurch kénnen sowohl die laterale Anordnung und Hydratisierung der Lipide (IR), als auch
deren Dichteverteilung senkrecht zur Oberflache (NR) abgebildet werden?°, Fiir IR-Mes-
sungen an Oligolayern sind im Vergleich zu den bereits dargestellten IR-Messungen an
Multilayern (Kapitel VI1.2.1.1, S. 43) deutlich weniger Banden detektierbar (Abb. 23). Auf-
grund der geringeren Probendicke sind die Banden zudem nicht so scharf und ihre Position
deshalb weniger genau bestimmbar. Dennoch kénnen anhand der in der Regel beobachtba-
ren drei charakteristischen Banden Aussagen tiber den Kopfgruppeneinfluss (v(CO) der SA)
und mogliche Anderungen der Konformation der Lipidketten (vas(CH2) und vs(CH2)) getétigt
werden. Dabei sind die Positionen der vas(CH2) und vs(CH2) mit 2917,7 + 0,2 cm™ und
2849,9 + 0,2 cm™ im Gegensatz zu den Untersuchungen an Mulitlayern zu gréReren Wellen-
zahlen verschoben. Die Lipide sind demnach im oligolamellaren Modell, wahrscheinlich
durch die bei den unterschiedlichen Préparationsmethoden resultierenden Lipidanord-
nungen bedingt, geringfugig schlechter konformativ geordnet (mehr gauche-Konformere).
Nichtsdestotrotz deuten die relativ groRen Wellenzahlen insgesamt auf hochgeordnete
Lipidketten mit nur geringen Anteilen an konformativer Unordnung hin'!8, Die Position der
Bande fur die v(CO) der SA kann, durch das bei niedrigeren Wellenzahlen sehr verrauschte

Signal, nur ungefahr auf einen Wert von etwa 1717 cm bestimmt werden. Generell indiziert
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diese relativ hohe Wellenzahl eine deutliche Ausbildung von HBBs. Im Vergleich zu den
bei Multilayern auftretenden HBBs sind diese jedoch verringert. Grund fur die weniger star-
ken Wechselwirkungen der Kopfgruppen ist maglicherweise die weniger geordnete Lipid-
struktur des oligolamellaren Modells.

0.04 -
v,.(CH,)

0.03 -
v(C=0)
0.02- v(CH,)

0.01 -

0.00 -

IR-Absorption [a.u.]

-0.01 -

-0.02 T A T T 1
3000 2900 1800 1700 1600 1500

Wellenzahl [cm™]

Abb. 23: IR-Spektrum eines oligolamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:CHOL:SA) gegen
D0, nach 40-min0tiger Inkubation in D20O.

Insgesamt sind als Folge des bei der diinnen Schicht sehr schwachen Signals die Banden
weniger ausgepragt und die Positionsbestimmung weniger genau. Die Peakpositionen der
IR-Messungen des oligolamellaren Lipidmodells in Wasser schwanken tber den gemessen-
en Zeitraum von 40 Minuten sehr stark, weshalb kaum signifikante Veranderungen festge-
stellt werden konnen (Daten nicht gezeigt). Dabei ist fiir die Position der vas(CH2) mit zu-
nehmender Inkubationszeit in D,O ein Trend zu niedrigeren Wellenzahlen zu erkennen, der
jedoch nach ungefahr 30 Minuten verschwindet. Die Positionen der anderen beiden Banden
bei ~2850 cm™tund ~1717 cm™ verandern sich Giber den gesamten Zeitraum nicht. Es finden
demnach lediglich zu Beginn der Messung (innerhalb der ersten 30 Minuten) geringfligige
strukturelle Verdnderungen statt. Diese erfolgen aufgrund der Hydratisierung der Lipid-
schichten beim Wechsel von Luft zu Wasser als Umgebungsmedium und kénnen analog zu
den mulitilamellaren Schichten mit einer geringfugigen Erhéhung der Lipidordnung in Ver-
bindung gebracht werden. Dass diese Zeit nicht wie bei den Multilayern mehrere Stunden
(~12 h) betréagt, hangt hochstwahrscheinlich mit der sehr viel geringeren Schichtdicke der
Oligolayer (5-6 Bilayer) im Vergleich zu den Multilayern (>100 Bilayer) zusammen. Da die
Justage fur die simultane NR-Messung mindestens 30 Minuten in Anspruch nimmt, ist eine
zusatzliche Equilibrierungszeit in diesem Fall nicht notwendig. In Anlehnung an die Ergeb-
nisse aus den IR-Daten kann davon ausgegangen werden, dass sich im Anschluss an die
Justage keine signifikanten Veranderungen mehr ergeben.
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In Abb. 24 (graue Quadrate) ist die aufgenommene NR-Kurve eines oligolamellaren Lipid-
modells (gemessen gegen D20) dargestellt. Um die experimentell ermittelten Daten zu fit-
ten, wurde ein Modell, bestehend aus 13 Schichten, gewahlt (Datenauswertung der NR-Mes-
sungen an oligolamellaren Lipidmodellen, Kapitel V.1.2.1, S. 21). Fits auf Grundlage von
Modellen, in denen die Parameter eines jeden Bilayers identisch sind und abhangig vonein-
ander gefittet werden, erbrachten keine ausreichende Ubereinstimmung mit dem experimen-
tell ermittelten Kurvenverlauf. Durch das unabhangige Fitten der verschiedenen Parameter
in den einzelnen Schichten konnte dagegen ein Kurvenverlauf beschrieben werden, der die
experimentellen Daten sehr gut wiederspiegelt (Abb. 24 graue Linie). Die entsprechenden
Fitparameter sind in Tabelle 8 zusammengefasst und das resultierende SLD-Profil als Ein-
schub in Abb. 24 dargestellt.

6- Tabelle 7: In Origin
10° Jm bestimmte Peakpo-
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Abb. 24: NR-Kurve (graue Quadrate) eines oligolamellaren SC-Lipidmodells
(CER[AP]:CHOL:SA), gemessen gegen D,0O. Der Fit flr die NR-Kurve ist als
graue Linie und das dazugehdrige SLD-Profil oben rechts dargestellt.

Dabei féllt auf, dass die durch den Fit beschriebenen Bilayerschichtdicken von 43,5 bis
52,8 A sehr stark zwischen den einzelnen Bilayern schwanken (MW = 46,64 A; SD =
3,91 A). Ein Angleichen der Wiederholabstande bewirkte allerdings eine Verschlechterung
des Fits. Aufgrund der terndren Mischung kann es vorkommen, dass, trotz des Ausbleibens
einer groReren Phasenseparierung, Bereiche mit einem hohen Anteil einer der drei Lipid-
komponenten, wie sie beispielsweise bereits fiir CHOL beschrieben sind” 2, auftreten.
Diese konnen zu interindividuellen Unterschieden innerhalb der Bilayerschichtdicken fiih-
ren. Zusatzlich ware auch ein Prozess, &hnlich der von Kessner et al. beobachteten Phasen-
separierung bei hohen Luftfeuchten denkbar®. Die dort an einer Mischung von L-CER[AP],
CHOL, PA und CS, gemessen gegen 98 % relative Luftfeuchte, ermittelten lamellaren Wie-
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derholabstanden von 46,6 A und 50,0 A korrelieren in etwa mit denen des vorliegenden Mo-
dells, da drei der funf Bilayer eine Schichtdicke von etwa 44 A, und die anderen zwei einen
Wiederholabstand von etwa 50 A aufweisen. Vergleichbare Schichtdicken konnten auch bei
SAXD/WAXD-Messungen an Multilayern, mit identischer Zusammensetzung wie die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Modelle, beobachtet werden'??. Aufgrund der geringen
Anzahl an Peaks und der fehlenden Kontrastmessungen l&sst sich die Theorie der Phasen-
separierung jedoch nicht zweifelsfrei belegen.

Tabelle 8: Fitparameter der NR-Kurve der oligolamellaren Lipidmischung gegen DO aus Abb. 24 mit dem
entsprechenden Fehler, sowie die Bilayerschichtdicke d und die Gesamtschichtdicke t.

Dicke [A] d [A] SLD *10° [A?]  Medium [%] Rauigkeit [A]
Si - -- 2,07 -
SiO 5,3 3,47 0 2,13
PEI 8,1 0,59 66,3 0,28
Kopfgruppe 7,2 1,37 20,0 0,66
Ketten 38,2 52,80 -0,25 3,2 0,23
Kopfgruppen 14,8 1,37 37,8 0,22
Ketten 31,5 44,25 -0,25 9,9 0,26
Kopfgruppen 10,7 1,37 53,4 0,81
Ketten 39,4 48,45 -0,25 13,9 1,34
Kopfgruppen 7,4 1,37 67,8 0,80
Ketten 34,4 44,30 -0,25 23,7 1,02
Kopfgruppen 12,4 1,37 79,6 0,58
Ketten 30,0 43,50 -0,25 65,5 1,56
Kopfgruppe 7,3 1,37 89,7 2,92
Medium 6,00 2,56

t = 246,59 @ =46,64 +391
Chi? 2,3*10°3

Nichtsdestotrotz ist fur die nachfolgenden Untersuchungen weniger die absolute Schicht-
dicke, als vielmehr die Veranderung der Schichtdicke, relativ gesehen zur Schichtdicke vor
Enhancerzugabe und die Veranderung der Mengen des Mediums innerhalb der einzelnen
Schichten von Bedeutung. Diese Aspekte kénnen mit dem gewéhlten Fitmodell sehr gut be-
schrieben werden. Beispielsweise kénnen in dem SLD-Profil aus Abb. 24 der sich mit zu-
nehmendem Abstand vom Wafer verdndernde Bedeckungsgrad der Lipide und der zuneh-
mende Anteil an Medium abgebildet werden. Hier l&sst sich, aufliegend auf eine SiO»- (grau)
und PEI-Schicht (grin), ein fiunfschichtiger Probenaufbau erkennen (abwechselnd Kopf-
gruppen (hellblau) und Ketten (rot)). Um die Veranderungen der SLDs im SLD-Profil besser
bewerten zu kdnnen, sind in Tabelle 8 flr jede Schicht die aus der Lipidzusammensetzung
resultierenden SLDs und zusatzlich der Mediumanteil flr jede Schicht dargestellt. Dieser
Mediumanteil ergibt sich aus der Summe der SLDs aller Komponenten einer Schicht unter
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Berlcksichtigung der vorgegebenen SLDs fur die jeweilige Lipidschicht. Er ist somit ab-
hangig von dem Verhéltnis von Lipiden und Medium. Ein hoher Anteil an Medium kann
demnach einerseits eine starke Anreicherung des Mediums oder andererseits ein Abldsen
von Lipiden indizieren. Daruber hinaus kdnnen beispielsweise Verringerungen des Medium-
anteils auch durch eine Anreicherung einer Komponente mit einer niedrigeren SLD als das
Medium hervorgerufen werden. Fir das in Abb. 24 dargestellte SLD-Profil nimmt der Be-
deckungsgrad mit zunehmender Entfernung von der Waferoberflache ab, erkennbar an den
tendenziell groRer werdenden SLDs als Folge eines vermehrten D2O-Anteils an der Gesamt-
flache. Innerhalb der Kopfgruppen kommt es zur Anreicherung von D20, was zu einer star-
ken VergroRerung der eigentlichen SLD von ungefahr 1,37*10% A2 in diesen Bereichen
fiihrt (hellblau hinterlegt). Letztendlich wird bei einem Abstand von 246,6 A von der Wafer-
oberflache die SLD des umgebenden Mediums erreicht (dunkelblau hinterlegt). Theoretisch
wiirde diese fiir D20 einen Wert von 6,36*10°% A~2annehmen. Bei der vorliegenden Messung
ist der SLD-Wert geringfuigig kleiner, was durch die in Kapitel V.1.2.1 (S. 21) bereits be-
schriebene Problematik des Isotopenaustausches von D durch H begriindet werden kann. Die
Rauigkeiten der Schichten werden mit zunehmendem Abstand von der Waferoberfl&che gro-
Rer und indizieren damit eine weniger klar definierte Struktur, je ndher sich die Lipidschicht
an der Grenzflache zum D,O befindet. Dies hangt unter anderem mit dem abnehmenden
Bedeckungsgrad zusammen, bei dem die Einheitlichkeit der Schicht mit zunehmender Nahe
zum umgebenden Medium verschwindet.

Zusétzlich zu der Analyse mittels optischer Matrixmethode kénnen zu Vergleichszwecken
Berechnungen mit Hilfe der Peakanalyse (Kapitel V.1.1.1, S. 18) durchgefuihrt werden. Fur
die in Abb. 24 dargestellte NR-Messung konnen drei Kiessig-Oszillationen und ein Bragg
Peak mit den entsprechenden Maxima (Tabelle 7) ermittelt werden. Aus den Positionen der
Maxima der Kiessig-Oszillationen I&sst sich eine Gesamtschichtdicke von 250,1 + 2,8 A be-
rechnen. Diese stimmt in etwa mit der in Motofit ermittelten Gesamtschichtdicke von
246,6 A (iberein. Eine Bestimmung der Bilayerschichtdicke gemiR Peakanalyse ist, wie be-
reits erlautert (vgl. Kapitel V.1.1.1, S. 18), bei einem oligolamellaren Lipidmodell mit nur
einem Bragg Peak nicht zuverlassig und wird deshalb nicht durchgeftihrt.

Vergleicht man die ermittelte Probenstruktur des SC-Lipidmodells in wéssrigem Medium
(NR) mit der beschriebenen Probenstruktur oligolamellarer Proben der gleichen Zusammen-
setzung, gemessen gegen Luft (XR) (Kapitel VI1.1.1.3, S. 33), ergeben sich bezliglich der
Bilayerschichtdicken einige Unterschiede. Wéhrend bei den XR-Messungen der Oligolayer
die Bilayerschichtdicke mittels Peakanalyse bestimmt werden konnte und somit ein Mittel-
wert der auftretenden Schichten gebildet wurde, kann durch das bei NR-Messungen erhal-
tene SLD-Profil jede Schicht einzeln betrachtet werden. Dadurch werden interindividuelle
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Unterschiede der einzelnen Schichten sichtbar, die beispielsweise durch Clusterbildung ein-
zelner Komponenten entstanden sein konnen. Geht man davon aus, dass bei dem oligo-
lamellaren Modell in Wasser eine einheitliche Phase mit interindividuellen Unterschieden
ohne groliere Phasenseparation vorliegt, erhalt man eine durchschnittliche Schichtdicke von
47 A (Tabelle 8). Im Vergleich zu den XR-Messungen bedeutet das eine VergréRerung um
4 A. Dieser Zusammenhang lasst sich durch die erhéhte Feuchtigkeit der Probenumgebung
wahrend der NR-Messung (wassriges Medium) im Vergleich zur XR-Messung (trockene
Raumfeuchtigkeit), analog zu den Ausfihrungen bei Multilayern (Kapitel V1.2.1.1, S. 43)
erklaren.

2.1.3. NR-MESSUNGEN AN FESTKORPERGESTUTZTEN EINZELNEN BILAYERN

Die NR-Messungen des durch Langmuir Blodgett/ Langmuir Schaefer (LB/LS) préparierten
SC-Lipidmodells gegen die verschiedenen Kontraste sind in Abb. 25a dargestellt. Anstelle
des préaparierten einzelnen Bilayers, kann durch die Anwesenheit eines Peaks bei ~0,113 A
und den anschlieBenden starken Abfall der NR-Kurve eine Anordnung von mindestens zwei
Bilayern vermutet werden. Unter Berticksichtigung dieser Informationen konnte im Zuge
der Datenauswertung (Kapitel V.1.3.1, S. 23) ein Dichteverteilungsprofil fur die verschie-
denen Komponenten in der Mischung ermittelt werden (Abb. 25b).
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Abb. 25a) NR-Kurven der nach LB/LS praparierten SC-Lipidbilayer (CER[AP]:CHOL:SA)
gemessen gegen: D,O (schwarze Quadrate), H,O (griine Quadrate), 4AMW (hellblaue Quadrate)
und SMW (orange Quadrate). Die dazugehdrigen Fits sind als Linien der jeweiligen Farbe
dargestellt. b) Dichteprofil als Bedeckung der Waferoberflache (Dichte) der SiO»-Schicht, der
Lipidkopfgruppen und -ketten in Abh&ngigkeit vom Abstand von der Waferoberflache mit einer
mogl. Modellvorstellung.
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Fur die Kopfgruppen (blau) und Ketten (rot) der Lipide ergibt sich eine abwechselnde
Reihenfolge mit insgesamt drei gut definierten Bilayern und einer eher diffusen Schicht an
der Grenzflache zum wassrigen Medium. Dabei nimmt, wie im oligolamellaren Modell
(Kapitel V1.2.1.2, S. 48), der Bedeckungsgrad mit zunehmendem Abstand von der Wafer-
oberflache stark ab. Obwohl durch die Praparationsmethode des LB/LS die Entstehung eines
einzelnen Bilayers erzwungen wird, ist die Umorientierung der Lipide durch den erhéhten
Platzbedarf der Molekile in der ungeordneteren Membran im Vergleich zu den stark
komprimierten Monolayern, aus denen der Bilayer aufgebaut wurde, beglinstigt. Zudem ist
dieser Zustand den Lipiden im nativen SC weitaus &hnlicher als ein einzelner Bilayer und
scheint energetisch bevorzugt zu sein. Dabei konnte unter anderem eine gestreckte
Konformation des CER[AP], welche die lamellare Lipidstruktur stabilisiert, vorliegen.
Dennoch ist es wahrscheinlich, dass der groBRte Teil der CER[AP] Molekdle in einer
Haarnadelkonformation vorliegt, um unter dem Einfluss des Wasseriiberschusses die
Einlagerung von Wasser zwischen den Kopfgruppen benachbarter Bilayer zu ermdglichen.
Weiterhin wird durch die Bildung von mehreren lamellaren Schichten die Grenzflache
zwischen den sehr lipophilen SC-Lipiden und dem wassrigen Medium minimiert. Dem Ab-
stand der Kopfgruppen zufolge liegt die Gesamtschichtdicke bei 182,4 A und die Dicke eines
Bilayers bei 43,98 +4,83 A. Wie auch bei dem in Motofit ermittelten Profil fiir das
oligolamellare Modell, treten dabei starke Schwankungen zwischen den einzelnen Bilayern
auf. Die generelle Anordnung der Lipide und deren Organisation mit zunehmendem Abstand
von der Waferoberflache lassen sich mit Hilfe dieses Modells jedoch sehr gut beschreiben.

2.1.4. LEAKAGE-UND PCS-MESSUNGEN AN ULVS

PCS-Messungen an ULVs in wassriger Losung (pH-Wert = 10) wurden hauptséchlich zur
Untersuchung der Stabilitat durchgefiihrt, um die Eignung des Modells fiir nachfolgende
Enhanceruntersuchungen zu testen. Hier kann ermittelt werden, wie sich die GroRe bzw. der
hydrodynamische Durchmesser (z-average) und die Verteilung (PDI) der Liposomen im
Laufe der Zeit verandern. Der Einfluss von Wasser als Enhancer kann in diesem Zusammen-
hang jedoch nicht bewertet werden, da das Modell an sich bereits Wasser enthalt und eine
Referenzmessung somit nicht moglich ist. Der Vergleich erfolgt an dieser Stelle relativ mit
anderen hydrophilen Enhancern. Generell ist fiir die Ausbildung stabiler Liposomen die
Anwesenheit einer geladenen Lipidspezies notwendig?®. Da SA unter den gewahlten
Bedingungen zu einem groRen Teil deprotoniert vorliegt, sollte hier eine gewisse Stabilitat
gewadhrleistet sein. Dies lasst sich anhand der Ergebnisse in Abb. 26a) bestatigen. Nachdem
zur Extrusion eine Membran der Porengrdf3e 100 nm verwendet wurde, sind die zu Beginn
der Stabilitdtsuntersuchung erhaltenen Liposomendurchmesser von etwa 130 nm

geringfugig groRer als die gewéhlte PorengroRe. Das ist fiir diese Art der Probenpraparation
54



KAPITEL VI ERGEBNISSE UND DISKUSSION WASSER

typisch, da die Liposomen durch den Druck bei der Passage der Poren verformt werden und
anschlieRend aus der lidnglicheren eine runde Form entsteht. Uber einen Zeitraum von
25 Tagen nehmen sowohl die PDI-Werte (Abb. 26b) als auch die Liposomendurchmesser
(Abb. 26a) tendenziell zu. Grund daflr konnte ein zeitabhéngiges ZusammenflieRen der
Liposomen sein, wodurch die Liposomen groer und deren GrolRenverteilung breiter
werden. Die PDI-Werte liegen auBBerdem in dem gesamten Zeitraum unterhalb des kritischen
Wertes von 0,3, sodass von einer monomodalen Verteilung ausgegangen werden kann. Der
Liposomendurchmesser befindet sich innerhalb der ersten zehn Tage zwischen 130 und
140 nm. In diesem Zeitraum liegt demnach eine vergleichbare LiposomengroRe vor. Nach
etwa zehn Tagen ist schlieBlich ein sprunghafter Anstieg des z-average zu beobachten.
Folglich kann angenommen werden, dass die Liposomen, zumindest was ihre Grole betrifft,
uber einen Zeitraum von zehn Tagen unter Lagerung bei 8 °C stabil sind. Diese Messungen
lassen jedoch keine Aussage Uber die Membranbeschaffenheit zu.
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Abb. 26: Mittelwerte der Liposomendurchmesser (z-Average) (a) und des PDI (b) von SC-ULVs
(CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert = 10), in Anhangigkeit von der Lagerungszeit.

Dazu werden Leakage-Messungen durchgefihrt, die eine Bewertung der Durchlassigkeit der
Lipidmembran ermdglichen. Wie in Abb. 27 dargestellt, sind die Liposomen bei Tempera-
turen von 32 °C, selbst Uber einen ldngeren Untersuchungszeitraum von 50 Minuten
(Leakage unter 1,5 %) sehr stabil. Mit zunehmender Zeit von zehn Gber 30 bis 50 Minuten
kann zwar ein geringer Anstieg des Leakage beobachtet werden, dieser ist allerdings nicht
signifikant. Die pH-Wert abh&ngigen Untersuchungen zeigen, dass bei 32 °C der Leakage
der Liposomen in Puffer (pH-Wert = 7) geringfiigig groRer ist als der Leakage der Liposo-
men in Puffer (pH-Wert = 10) (Tabelle 9). Dies kann durch den geringeren pH-Wert und
den damit verbundenen geringeren Deprotonierungsgrad der SA bedingt sein. In der Folge
stolRen sich einzelne ULVs, die sich einander annéhern, nicht mehr stark genug ab und ver-
ursachen ein ZusammenflieRen bzw. eine Lyse?*, wobei es zum Auslaufen der Liposomen
kommt. Mit einem Leakage von unter 2,5 % betrifft dies jedoch nur einen sehr geringen

Anteil der Liposomen, weshalb auch bei einem pH-Wert = 7 die Liposomen insgesamt als
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sehr stabil angesehen werden kénnen. Unter den gewahlten Bedingungen ist der Leakage
also relativ unabhangig vom pH-Wert des Puffers. Gestitzt wird diese Aussage durch die
von Zbytovska et al. durchgefiihrten pH-abhéngigen Untersuchungen vergleichbarer SC-
Lipidmodellmischungen, bei denen kein Einfluss des pH-Wertes auf die Schichtdicken
innerhalb der Liposomen ermittelt werden konnte. Im Gegensatz zu dieser Beobachtung ste-
hen Untersuchungen von Hatfield et al., bei denen bei pH-Werten = 6 eine deutliche Steige-
rung des Leakage im Vergleich zu Liposomen bei einem pH-Wert = 9 beobachtet wurde!?,
Hierbei muss allerdings berlcksichtigt werden, dass als CER-Komponente anstatt des hier
eingesetzten CER[AP], die Ceramide CER[NP] und CER[EOH] verwendet wurden. Beide
CER-Spezies weisen im Gegensatz zu den vier OH-Gruppen des CER[AP] nur drei OH-
Gruppen auf. Infolge kénnte eine geringere Stabilitat der Liposomen durch eine verminderte
Anzahl an HBBs innerhalb der Kopfgruppenbereiche resultieren. Weiterhin wurden bei den
Untersuchungen von Hatfield et al. Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die in ihrer rdumlichen
Ausdehnung kleiner sind, als das in dieser Arbeit verwendete 6-CF, weshalb die Ergebnisse

nicht unmittelbar miteinander verglichen werden kénnen'?,

Tabelle 9: Leakage der ULVs [%],
bestehend aus CER[AP]:CHOL:SA in
Pufferlésungen mit verschiedenen
pH-Werten: pH-Wert=7 und pH-
Wert = 10 nach zehn, 30 und 50 Mi-
nuten.
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Abb. 27: 6-CF-Leakage von SC-ULVs (CER[AP]:CHOL:SA)
in Pufferlosung (pH-Wert = 10), gemessen in Abhangigkeit
von der Zeit.

2.1.5. ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe der verwendeten Methoden kdnnen sowohl die Lipidstruktur, als auch verschie-
dene Eigenschaften der Modelle, in Bezug auf den Einfluss von Wasser als Enhancer, ermit-
telt werden. Die in der Literatur beschriebene wasserinduzierte Porenbildung konnte aller-
dings im Rahmen der Leakage-Messungen nicht beobachtet werden. Stattdessen liegt insge-
samt eine hoch geordnete und stabile Struktur der untersuchten SC-Lipidmodelle bei Anwe-
senheit von Wasser vor. Der hier vordergrindlich zu beobachtende Effekt des Wassers be-
ruht vor allem auf einer durch die Hydratisierung bedingten VergroRerung der Schicht-
dicken. Diese steht wahrscheinlich mit der deutlichen Anreicherung von wassrigem Medium
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in den Kopfgruppenbereichen der Bilayer, die auch anhand der Ergebnisse der IR-Unter-
suchungen an Multilayern vermutet werden kann, im Zusammenhang. Als Mechanismus
kann hier gemaR den Ausfithrungen von Kiselev et al. eine bei Uberschuss an Wasser resul-
tierende Umlagerung der gestreckten CER[AP]-Konformation in die Haarnadelkonfor-
mation angenommen werden® 32, Zeitgleich verschwindet nach Zugabe von wassrigem Me-
dium die alle Lipidkomponenten enthaltene Phase C mit tiberwiegend V-férmig angeordne-
tem CER[AP], was ebenfalls auf die verstarkte Ausbildung der Haarnadelkonformation hin-
deutet. Dass trotz der beschriebenen Umlagerungen allerdings eine sehr starke Verbindung
der angrenzenden Bilayer existiert, zeigen die NR-Messungen an einzelnen Bilayern. Da
sich aus den einzelnen Bilayern schnell mehrlagige Strukturen bilden, wird angenommen,
dass diese Anordnung energetisch begunstigt ist. Nichtsdestotrotz ist es wahrscheinlich, dass
ein Teil des CER[AP] in gestreckter Konformation vorliegt, um so als Anker zwischen an-
grenzenden Bilayerschichten zu fungieren und die Integritat der Membran aufrecht zu erhal-
ten. Gerade im Hinblick auf das native SC scheint dies eine wichtige Komponente zu sein,
um die Robustheit gegenuber &uBeren Einfliissen zu realisieren. Diese Ergebnisse sind aller-
dings nur eingeschrankt auf das native SC bertragbar, da der Wassergehalt in dem fir die
Untersuchungen verwendeten Ausgangsmodell nicht bestimmt wurde und zudem wahr-
scheinlich deutlich geringer als im nativen SC ist. Die hier beobachteten Effekte kdnnten
demnach wohlmdglich deutlich starker ausgeprégt sein, als sie im nativen SC zu beobachten
waren. Nichtsdestotrotz stehen diese Erkenntnisse im Einklang mit Untersuchungen an exzi-
diertem SC, bei denen eine VergréRerung des lamellaren Wiederholabstandes bei vollstén-
dig hydratisiertem SC beobachtet werden konnte!?® 126, Dass bei Untersuchungen von
Bouwstra et al. nach Zugabe von Wasser zu exzidiertem humanem SC keine Veranderung
des Wiederholabstandes der Lipidmatrix beobachtet werden konnte!?’, ist moglicherweise
auf das hohere Ausgangshydratationsniveau der Probe zurlickzufuihren. Eine durch Wasser
hervorgerufene Fluidisierung der Lipide, wie sie fir NMR Messungen beschrieben ist*?8 12°,
kann im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen nicht erfasst werden.
Vielmehr indizieren IR-Messungen an Multilayern eine Erhéhung der Kettenordnung. Diese
Beobachtung ist jedoch auf die geringe Anfangsordnung des verwendeten multilamellaren
Lipidmodells zurtckzufiihren. Insgesamt ist fiir das native SC je nach Hydratationslevel eine
durch die Anwesenheit von Wasser hervorgerufene Aufweitung der Kopfgruppen zu
vermuten. Eine gleichzeitige Erh6hung der Mobilitat der Lipide kann hier zwar mit dem
verwendeten Modell nicht nachgewiesen werden, ist jedoch aufgrund zahlreicher in der
Literatur beschriebener Untersuchungen anzunehmen.
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2.2. HARNSTOFF

Harnstoff wurde bereits umfangreich in Bezug auf seine Wirkung im SC untersucht. Es gibt
zahlreiche Studien, die den penetrationsfordernden Effekt fir verschiedene Arzneistoffe zur
Behandlung von Hauterkrankungen wie Psoriasis und Neurodermitis belegen, zusammen-
gefasst in Trommer et al.3. In diesem Zusammenhang werden auch verschiedene Interak-
tionsmechanismen postuliert. Die penetrationsfordernden Eigenschaften des Harnstoffs wer-
den vor allem auf das hohe Wasserbindungsvermdgen, die keratolytischen Eigenschaften,
sowie auf die Ausbildung von hydrophilen Diffusionskanalen zuriickgefiihrt'°, Die Fahig-
keit des Harnstoffs, groe Mengen Wasser zu binden, wurde bereits in zahlreichen Studien
belegt™®® 13! Albér et al. konnten mit Hilfe konfokaler Ramanmikrospektroskopie an SC
vom Schwein eine erhdhte Wasseraufnahme und eine VergréRerung der linsenférmigen
Wassereinschliisse feststellen!2, Dariiber hinaus entdeckten Beastall et al. einen fluidisie-
renden Einfluss des Harnstoffs auf die SC-Lipide, basierend auf in vivo Experimenten®*2, Im
Gegensatz dazu stehen Ergebnisse aus Rontgendiffraktionsstudien an exzidierter Schweine-
haut, die keine zusatzliche Beeinflussung der lamellaren Lipidstruktur durch Harnstoff im
Vergleich zur Pufferlésung zeigten*3. Um diese kontroverse Diskussion weiter voranzu-
bringen und herauszufinden, ob Harnstoff die SC-Lipidmatrix direkt oder auch indirekt be-
einflusst, sind Untersuchungen an isolierten Lipiden auf molekularer Ebene vorteilhaft. Es
gibt bereits einige Studien mit Phospholipiden, deren Uberstruktur durch die Zugabe von
Harnstoff fluider wurde'®* 3. Dennoch kénnen diese Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf
SC-Lipide Ubertragen werden, da wesentliche Unterschiede in den physikochemischen Ei-
genschaften von Phospholipiden und CER bestehen, zusammengefasst in Gofii und
Alonso’™. Zbytovska et al. untersuchten den Einfluss von Harnstoff auf Liposomen, be-
stehend aus einfachen SC-Lipidmischungen®. Bei 32 °C und Harnstoffkonzentrationen bis
30 % konnte keine Veranderung der Dicke der Wasserschicht zwischen zwei Bilayern fest-
gestellt werden. Allerdings gab es Anzeichen dafir, dass Harnstoff eine weniger geordnete
Lipidorganisation verursacht, was im Einklang mit vorangehenden Ergebnissen beziiglich
dieser Fragestellung steht'*2. Insgesamt existieren fiir Harnstoff bereits kontroverse Diskus-
sionen bezlglich dessen genauen Wirkmechanismus im Rahmen seiner penetrationsfordern-
den Eigenschaft im SC. In diesem Kapitel soll deshalb eingehend untersucht werden, ob
diese Eigenschaft auf eine Auflockerung der SC-Lipidmatrix zuriickzufiihren ist.

2.2.1. MULTILAYER

IR-Messungen der SC-Lipidmultilayer gegen Wasser, sowie nach der Equilibrierung in
Harnstofflosung ergaben fiir die Probe 1 die in Abb. 28 dargestellten Spektren. Die dazuge-

horigen Wellenzahlen der Bandenpositionen dieser Probe, sowie die zweier weiterer analog
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praparierter und vermessener Proben sind in Tabelle 10 dargestellt. Dabei kann fur die we-
niger stark wasserstoffbriickengebundene Spezies der Amid-I-Bande bei ~1640 cm™ eine
deutliche Abnahme der Wellenzahlen beobachtet werden, die mit zunehmender Harnstoff-
konzentration umso stérker ausgepréagt ist. Die Positionen der starker wasserstoffbruckenge-
bundenen Spezies der Amid-I-Bande bei ~1620 cm™ bleibt dagegen unbeeinflusst. Harnstoff
fihrt demnach zu einer verstarkten Ausbildung von HBBs im Bereich der weniger stark
wasserstoffbriickengebundenen Spezies. Ob die zusétzlichen HBBs mit Harnstoff selbst,
oder mit Wasser infolge einer verstarkten Einlagerung des selbigen ausgebildet werden, lasst
sich aufgrund des gewdhlten experimentellen Aufbaus nicht bewerten. Die Position der
Amid-11-Bande verandert sich wéhrend der Zugabe von Harnstoff bei keiner der drei unter-
suchten Proben. Eine Anderung der zur N-H-Gruppe des CER[AP] ausgebildeten HBBs
kann demnach nicht beobachtet werden. Der fiir die Beteiligung der SA an der Ausbildung
eines Wasserstoffbriickennetzwerkes charakteristische Bereich um 1700 bis 1720 cm™ lie-
fert in diesem Fall keine einheitlichen Ergebnisse fiir die untersuchten Proben. Ein durch den
Harnstoff bedingter Einfluss auf die HBBs der SA kann demnach nicht vermutet werden.
Eine Verénderung der Lipidkettenstruktur ist durch Anwendung des Harnstoffs ebenfalls
nicht zu erkennen, da keine Verschiebung der Bandenpositionen der v(CH.) bei Zugabe von
Harnstoff erfolgt. Dariiber hinaus verandert sich auch die Bande bei ~1466 cm™ nach Zugabe
von Harnstoff nicht und beschreibt damit nach wie vor eine hexagonale Kettenpackung.

Tabelle 10: Charakteristische IR-Bandenpositionen [cm™] eines multilamellaren SC-Lipidmodells
(CER[AP]:CHOL: SA) gemessen gegen Wasser und anschlieBend gegen 10 % bzw. 30 % Harnstoff. Die Po-
sitionen von schwach ausgepragten Banden kdnnen dabei nicht zuverléssig ermittelt werden (n.b.).

Probe 1 Probe 2 Probe 3
Bande H>O-  Harnstoff Harnstoff H20- Harnstoff Harnstoff H20- Harnstoff Harnstoff
Referenz 10 % 30 % Referenz 10 % 30 % Referenz 10 % 30 %

vas(CH2) 29154 2915,4 2915,4 2915,5 2915,6 2915,6 2914,6 2914,6 2914,6

+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
vs(CH2) 2848,7 2848,7 2848,7 2849,0 2849,0 2848,9 2848,2 2848,1 2848,1

+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
v(CO) 1721,6 b 1715,7 17225 1722,6 1722,9 1718,2 1718,1 1716,8

+0,2 o +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,2 +0,1 +0,1

1698,0 1697,0
n.b. n.b. n.b. -- -- -- £01 £01 --
1683,2
n.b. n.b. n.b. -- -- -- +01 n.b. --

Amid-1 1637,6 1636,0 1632,9 1638,3 1635,8 1631,5 1637,4 1636,0 1633,3

+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

1620,3 1620,8 1620,2 b b b 1619,2 1619,1 1619,1

+0,1 +0,1 +0,1 o - - +0,1 +0,1 +0,1
Amid-11 1539,6 1539,5 1539,5 1539,2 1539,3 1539,1 1539,3 1539,3 1539,3

+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

1466,0 1465,9 1465,4 1466,1 1466,0 1465,5 1465,8 1465,7 1465,3
8(CH2) +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
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Abb. 28: ATR-FTIR-Spektren eines multilamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:CHOL:SA)
gegen H»0 (grau), 10 % Harnstoff (orange) und 30 % Harnstoff (gelb) nach jeweils 24 h Inku-
bationszeit. Zu Vergleichszwecken sind die Spektren in Y-Richtung verschoben. Peakverande-
rungen sind rot hinterlegt.

2.2.2. OLIGOLAYER

Die simultanen NR- und IR-Messungen an Oligolayern sind in Abb. 29 dargestellt. Im
Rahmen der IR-Messungen konnten, im Gegensatz zu den Multilayern, aufgrund der
geringen Probenschichtdicke und der IR-Absorption des verwendeten Wafers, nur insgesamt
drei bzw. vier charakteristische Banden detektiert werden (Abb. 29a). Eine Verschiebung
der Bandenpositionen der v(CH2) kann bei Zugabe einer 10 %igen Harnstofflésung nicht
beobachtet werden. Demnach ist nicht von einer Auflockerung infolge einer Konformations-
anderung im Bereich der Lipidketten auszugehen. Auch eine Veranderung der Ausbildung
von HBBs, ausgehend von der SA kann durch die fehlende Verschiebung der Banden-
position der CO-Valenzschwingung ausgeschlossen werden. Nach Zugabe von Harnstoff
kann jedoch eine neue Bande bei 1609,0 + 0,2 cm™ (Amid-1 Bande) detektiert werden (Abb.
29a, orange). Diese deutet auf die plétzliche Zunahme von HBBs, ausgehend von der Amid-
gruppe, hin. Bei der Messung einer Harnstofflosung gegen einen Wafer ohne Lipide ist die
Bande an dieser Stelle sogar noch intensiver (griin), weil der IR-Strahl in diesem Fall eine
groRere Strecke in dem mit Harnstoff angereicherten Medium durchquert und nicht zuerst
die Probe passieren muss. Demzufolge ist diese Bande nicht auf Harnstoffmolekile zurtick-
zufuhren, die an der Grenzfliche zwischen Lipidschicht und wassrigem Medium
angereichert sind, sondern vielmehr auf die Harnstoffmolekdle in der wassrigen Ldsung.
Insgesamt zeigen diese IR-Messungen weder Interaktionen des Harnstoffs mit den
Kopfgruppen, noch mit den Kettenregionen der Lipide, die sich von denen des Wassers
unterscheiden.

Der Kurvenverlauf der NR-Messungen vor und nach Zugabe von Harnstoff unterscheidet
sich nicht (Abb. 29b). Lediglich die kritische Kante ist im Falle der Enhancerlosung ver-
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schoben, da die Streuldngendichte der Harnstofflsung nicht mit der des D20 identisch ist.
Die Position des Bragg Peaks bleibt mit 0,1254 + 0,0004 A vor und 0,1249 + 0,0002 A
nach Harnstoffzugabe unverandert. Demzufolge verandert sich die Bilayerschichtdicke der
untersuchten Probe nicht. Die Gesamtschichtdicke lasst sich aufgrund der fehlenden Kiessig-
Oszillationen nicht berechnen. Eine Anderung dieser ist jedoch angesichts des identischen
Kurvenverlaufes vor und nach Harnstoffzugabe auszuschlieRen. Die Ergebnisse liefern kei-
nen Hinweis darauf, dass Harnstoff sich in einer Weise in die Ketten- oder Kopfgruppenbe-
reiche der Bilayer integriert, die mit einer VergroRerung der Bilayerschichtdicke einhergeht.
Falls eine Einlagerung in diese Bereiche stattfindet, ist diese beispielsweise mit einer Ver-
drangung von Wassermolekdilen verbunden, sodass keine Schichtdickenveranderung erfolgt.
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Abb. 29a) IR-Spektren eines unbeschichteten Si-Wafers gegen 10 % Harnstoff in DO (griin) und eines
oligolamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:CHOL:SA) gegen D,O (grau) und gegen 10 % Harnstoff
in DO (orange). b) NR-Kurven eines oligolamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:CHOL:SA),
gemessen gegen D20 (grau) und anschlieBend gegen 10 % Harnstoff in D,O (orange).
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Abb. 30: NR-Kurven einer einzelnen SC-Lipid-Bilayerschicht (CER[AP]:CHOL:SA), prépariert
durch LB/LS, gemessen gegen D0 (grau) und anschlieSend gegen 10 % Harnstoff in D,O (orange).

2.2.3. FESTKORPERGESTUTZTE EINZELNE BILAYER

Bei der Untersuchung einzelner Bilayer mit NR-Messungen kann ebenfalls keine Verande-
rung des Kurvenverlaufes beobachtet werden (Abb. 30). Auch die Berechnung der Position
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des Bragg Peaks zu 0,1335 + 0,0013 At vor und 0,1333 + 0,0024 A* nach Harnstoffzugabe
zeigt keine signifikanten Unterschiede. Demzufolge gilt auch fur dieses Modell, dass, falls
eine Interaktion des Harnstoffs mit den SC-Lipiden erfolgt, diese keine Veranderung der
Bilayerschichtdicke hervorruft.

2.2.4. LIPOSOMEN

Die PCS-Untersuchungen beztglich der Stabilitat der LiposomengrofRe und deren Vertei-
lung weisen bereits direkt nach der Herstellung signifikante Unterschiede auf (Abb. 31). Die
Durchmesser der Liposomen in Harnstofflésung sind mit 132,4 + 1,2 nm (orange) im Ge-
gensatz zu 129,1 £ 1,0 nm (grau) der Liposomen in Puffer zunédchst nur leicht erhoht. Im
Verlauf der ersten drei Tage steigen sie bis auf 145,1 + 1,1 nm an, wahrend sich die GroRe
der Liposomen in Puffer nicht signifikant verandert (Abb. 31a). Als Ursache daflr wére ein
allméhliches ZusammenflieRBen der Liposomen infolge von herabgesetzten AbstoRungskraf-
ten zwischen benachbarten Liposomen denkbar. Fir diese Theorie sprechen auch die dazu-
gehdrigen PDI-Werte, die die Breite der GroRRenverteilung beschreiben. Diese sind mit an-
fanglich 0,160 + 0,008 deutlich grofier, als die der Liposomen in Puffer mit 0,081 + 0,001
(Abb. 31b). Innerhalb der ersten drei Tage steigen die PDI-Werte sogar bis knapp unter den
kritischen Wert von 0,3. Die Anwesenheit des Harnstoffs fuhrt demnach infolge des Zusam-
menflieBens von ULVs zu einer VergroRerung der Liposomen und damit zu einer deutlich
inhomogeneren GroRenverteilung selbiger.
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Abb. 31: Mittelwerte der Liposomendurchmesser (z-Average) (a) und des PDI (b) von SC-ULVs
(CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert = 10, grau) und in 10 % Harnstoff in Puffer (pH-
Wert = 10, orange), in Abhé&ngigkeit von der Lagerungszeit.

Leakage-Messungen der ULVs zeigen, dass die Auslaufrate bereits zehn Minuten nach Zu-
gabe des Harnstoffs mit 12,0 + 1,4 % deutlich tGber der der Liposomen in Puffer liegt (Abb.
32). Damit das relativ groRRe 6-CF-Molekil mit seiner Hydrathille die Liposomenmembran
uberwinden kann, missen entweder porenartige Strukturen ausgebildet oder die Membran-
struktur des Liposoms vollstandig zerstort werden. Um diesen Sachverhalt eingehend unter-
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suchen zu kdnnen, missten Experimente mit Fluoreszenzmolekulen unterschiedlicher Mole-
kulargewichte durchgefiihrt werden!®. Ein vom Molekulargewicht des Fluorophors ab-
hangiger Leakage wurde dabei auf die Ausbildung porenartiger Strukturen hindeuten. Flr
die vorliegende Messung kann zumindest eine ausgepréagte Zerstérung der Vesikel ausge-
schlossen werden, da in diesem Fall ein plotzlicher Anstieg des Leakage resultieren wirde,
der in diesem Fall nicht beobachtet werden kann. Vielmehr konnte der hier beobachtete
kontinuierliche Leakage uber die Zeit durch ein langsames aber anhaltendes Zusammen-
flieRen der Liposomen, welches durch die Anwesenheit des Enhancers schneller als in Puffer
stattfindet, erklart werden. Da die Liposomen im Rahmen der PCS-Messungen zu Beginn
jedoch einen im Vergleich zum Modell in Puffer ahnlichen Durchmesser und eine nur
geringfugig breitere GroRenverteilung aufweisen, spielt dieser Effekt moglicherweise nur
eine untergeordnete Rolle. Zudem ist bei den durchgefiihrten Leakage-Messungen bereits
nach 50 Minuten ein Grenzwert zu erahnen. Wére der beobachtete Leakage nur durch das
ZusammenflieRen der Liposomen bedingt, wirde das verminderte Zusammenflie3en mit der
Zeit im Widerspruch zu den Ergebnissen der PCS-Messung stehen, bei denen ein deutliches
ZusammenflieBen, vor allem bei zunehmender Lagerungszeit beobachtet werden kann.
Folglich ist das Zusammenflielen der Liposomen durch einen weiteren Effekt tberlagert.
Denkbar wéren dabei durch den Enhancer verursachte Defekte (porenartige Strukturen) in
der Membran, durch die ein fortlaufendes Austreten des Fluorophors ermdéglicht wird. Somit
wirde der Leakage auch nach bereits kurzer Zeit erkléart werden kdnnen, ohne dass sich die
LiposomengroRe deutlich verandert haben muss. Es kann zudem angenommen werden, dass
geringfligige Variationen der Lipidzusammensetzung innerhalb eines Liposoms zu unter-
schiedlich stabilen Liposomen flhren, die in unterschiedlichem Ausmal} durch Harnstoff
beeinflusst werden kénnen. Dabei findet die Porenbildung vor allem in den weniger stabilen
Liposomen statt, sodass sich der Leakage nach einer gewissen Zeit einem Grenzwert nahert
(Abb. 32).
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Abb. 32: Zeitabhéngiger 6-CF-Leakage von SC-ULVs (CER[AP]:CHOL:SA) gegen Puffer (pH-
Wert = 10, grau) bzw. 10 % Harnstoff in Puffer (pH-Wert = 10, orange).
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2.25. ZUSAMMENFASSUNG

NR-Messungen an Oligolayern und einzelnen Bilayern zeigen, dass Harnstoff in einer Kon-
zentration von 10 % keinen Einfluss auf den ermittelten Wiederholabstand in den SC-Lipid-
modellen hat. Demzufolge lasst sich vermuten, dass keine zusatzliche Einlagerung von
Wasser innerhalb der Bilayerstrukturen stattfindet. AulRerdem deutet dies darauf hin, dass
keine Wechselwirkung zwischen dem Harnstoff und den SC-Lipiden stattfindet, die eine
Auflockerung der starren Lipidstruktur zur Folge haben wirde. Die IR-Messungen an Multi-
und Oligolayern untermauern diese Annahme. Hier finden trotz der verstarkten HBBs keine
ausreichenden Wechselwirkungen mit den Kopfgruppen der Lipide statt, um einen Einfluss
auf die Beweglichkeit der Ketten auszuuben. Moglicherweise kann jedoch das im Rahmen
der PCS-Messungen beobachtete verstarkte ZusammenflieRen der Liposomen in Anwesen-
heit von Harnstoff auf diese Wechselwirkungen zurtickgefiihrt werden. In diesem Fall wir-
den die HBBs der SC-Lipide untereinander herabgesetzt werden wahrend verstarkt HBBs
zum Wasser oder Harnstoff ausgebildet werden. In der Folge wiirde die Stabilitat der Lipo-
somen herabgesetzt sein. Die Ergebnisse der Leakage-Experimente an den ULVs lassen da-
riber hinaus vermuten, dass Harnstoff porenartige Strukturen innerhalb der Liposomen aus-
bildet. Untersuchungen an Monolayern mit Brewster Winkelmikroskopie und IR-
Absorptionsspektroskopie unterstiitzen diese Theorie!?2, Demnach kann nicht davon ausge-
gangen werden, dass die Kurvatur der Membran oder der sehr hohe pH-Wert die Empfind-
lichkeit der Membran gegentber dem Harnstoff erhoht haben. Das AusmaR dieser Porenbil-
dung ist jedoch relativ gering, da einerseits der Leakage bei nur etwa 20 % liegt und anderer-
seits bei den NR-Messungen keine signifikante zusatzliche Ansammlung von Wasser inner-
halb der Lipidschichten zu beobachten ist, wie sie bei einem groRen Anteil an Poren zu er-
warten ware. Die Ausbildung der Poren wirde demnach nur geringfligig zu einer
penetrationsfordernden Wirkung beitragen. Zur Aufklarung des tatsachlichen Ursprungs der
penetrationsfordernden Wirkung von Harnstoff wurden in der VVergangenheit bereits zahl-
reiche Studien mit teilweise widersprichlichen Ergebnissen durchgefiihrt. Dabei konnte fir
einige dieser Untersuchungen eine durch Harnstoff hervorgerufene verringerte Ordnung der
SC-Lipide festgestellt werden® 132 In einer dieser Studien wurde allerdings ein eher un-
naturlicher pH-Wert von ungefahr 9 verwendet und zusétzlich NaCl eingesetzt, was der Lite-
ratur zu Folge den penetrationssteigernden Effekt des Harnstoffs verstarkt®’. In der Anderen
wurde der Einfluss auf die Integritét der Lipide lediglich fir Harnstoffkonzentrationen ober-
halb von 10 % beschrieben. Demgegenuber stehen Untersuchungen von Bjorklund et al., die

keinen Einfluss des Harnstoffs auf die SC-Lipidstruktur beobachten konnten®*3, Neuste Stu-
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dien von Pham et al. zeigen zudem, in Analogie zu den in der vorliegenden Arbeit gewon-
nenen Erkenntnissen, keinen zusatzlichen Effekt des Harnstoffs auf die Lipidstruktur bei
vollstandig hydratisiertem SC'?°. Insgesamt kann demnach angenommen werden, dass
Harnstoff in einer Konzentration von 10 % keine strukturellen Veréanderungen der SC-Lipid-
matrix, im Vergleich zu den durch Wasser induzierten Veranderungen, hervorruft. Folglich
muss es einen anderen Effekt geben, der zu der hdufig beschriebenen penetrationsfordernden
Wirkung des Harnstoffs im nativen SC, selbst bei Konzentrationen von 10 % und darunter®
flhrt. Eine Mdglichkeit konnte ein durch Harnstoff hervorgerufenes, vermehrtes Eindringen
von Wasser in das SC sein''?. In der Folge verringert sich die Stabilitat dieser Struktur'3,
Wenn das Harnstoffmolekdl sich, wie beschrieben, nicht in die Lipidmatrix einlagert, blei-
ben als Zielstruktur die Korneozyten. Als Kkleines, hydrophiles Molekdl ist Harnstoff in der
Lage den cornified envelope zu passieren und sich im Inneren der Zellen anzureichern. Da
Harnstoff eine sehr hohe Wasserbindungskapazitat besitzt'*°, kénnen mit dem Molekil
grolRe Mengen an Wasser in die Korneozyten transportiert werden. Um eine Zerstérung der
Zelle zu verhindern, kénnen die Korneozyten ihre Hohe und ihr Volumen unter Hydratisie-
rung um bis zu 50 % vergroRern®*°. Dabei kann durch die angenommene tetrakaidekahedrale
Struktur der Korneozyten wahrend der Volumenzunahme eine Verdnderung der
Oberflachenausdehnung verhindert werden'®°. Es gibt jedoch auch Untersuchungen zu
Harnstoff, bei denen neben den Wassereinlagerungen innerhalb der Korneozyten auch
solche zwischen den Korneozyten beobachtet werden konnten'®, Diese traten besonders in
den &uleren Zellschichten des SC auf und fiihrten zu einer Zerstorung der hochgeordneten
Strukturen in diesen Bereichen.

Publiziert in:

Mueller, J.; Oliveira, J. S.; Barker, R.; Trapp, M.; Schroeter, A.; Brezesinski, G.;
Neubert, R. H. The effect of urea and taurine as hydrophilic penetration enhancers on
stratum corneum lipid models. Biochim. Biophys. Acta 2016, 1858 (9), 2006-2018.
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2.3. TAURIN

Als eine der am haufigsten vorkommenden freien endogenen Aminosauren in S&ugetieren,
besitzt Taurin eine Vielzahl von Funktionen!*', Bezogen auf die Haut stimuliert Taurin bei-
spielsweise die Synthese von SC-Lipiden, verhindert einen Tensid vermittelten transepider-
malen Wasserverlust*? und fungiert als Osmoregulator in humanen Keratinozyten'*3. Fiir
die Umsetzung der osmoregulatorischen Funktion stehen dem Molekiil spezielle Taurin-
Transporter (TAUT) zur Verfligung, die Uberwiegend im Stratum granulosum und teilweise
in Stratum spinosum lokalisiert sind'**. Demzufolge kann man auch in diesen Schichten der
Epidermis, sowie der Dermis die hichste Konzentration an Taurin finden!#> 146, Dariiber
hinaus zeigten Penetrationsstudien an exzidierter humaner Haut in allen Hautschichten sig-
nifikant hdhere Taurinkonzentrationen gegentber der natlrlich vorkommenden Konzentra-
tion'*®. Im SC koénnte diese zusatzliche Menge an Taurin entweder in den Korneozyten oder
innerhalb der Lipidmatrix im Bereich der Kopfgruppen lokalisiert sein. Da im SC keine Tau-
rin-Transporter mehr exprimiert sind, welche die Aufnahme des Molekul in die Zellen for-
dern, konnte sich die hydrophile Substanz im Kopfgruppenbereich der SC-Lipide anlagern,
mit diesen interagieren und einen penetrationsfordernden Effekt haben. Das penetrationsver-
bessernde Potential von Taurin wird bereits bei Drug Delivery Systemen in der Mund-
schleimhaut genutzt'#’. Zudem gibt es Patente, die die penetrationsfordernde und hydratisie-
rende Wirkung von Taurin auf die Haut indizieren'*® 14% 150, Bisher wurde dieser Aspekt
jedoch nicht in Bezug auf das SC untersucht und soll folgend erstmalig an den ausgewéhlten
Modellsystemen betrachtet werden.

2.3.1. MULTILAYER

Die IR-Spektren der Messungen an Multilayern vor und nach Zugabe von Taurin sind bei-
spielhaft fiir Probe 1 in Abb. 51 (Anhang A, S. 105) dargestellt. Tabelle 11 zeigt die fur die
drei untersuchten Proben ermittelten charakteristischen Bandenpositionen. Die Positionen
der vas(CH2) und vs(CH>) verschieben sich dabei nicht. Demnach wird die Kettenordnung
der Lipide durch Taurin im Vergleich zu dem System in Wasser nicht beeinflusst. Bestatigt
wird dies durch die einzelne Bande der CH,-Deformationsschwingung bei ~1466 cm™, die
flr alle Messungen nach wie vor eine hexagonale Kettenpackung indiziert. Fur die Amid-I-
Bande bei 1640 cm™ ergibt sich ein leichter, jedoch nicht signifikanter Trend zu niedrigeren
Wellenzahlen, was analog zum Harnstoff eine Verstarkung der HBBs der weniger stark
wasserstoffbriickengebundenen Spezies indizieren wirde. Darlber hinaus sind keine bzw.
uneinheitliche Veranderungen der Banden im Bereich von 1500 bis 1800 cm™ vor und nach
Taurinzugabe zu beobachten, weshalb keine weiteren Wechselwirkungen im Bereich der

Kopfgruppen vermutet werden.
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Tabelle 11: Charakteristische IR-Bandenpositionen [cm™] eines multilamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:
CHOL:SA) vor und nach Zugabe von 5 % Taurin.

Probe 1 Probe 2 Probe 3
Bande H>0- Taurin 5 % H>0- Taurin 5 % H>0O- Taurin 5 %
Referenz Referenz Referenz

vas(CH2)  29146+0,1 29146+0,1 29149+0,1 29147+0,1 29147+0,1 29146+0,1
vs(CHy) 28485+0,1 28485+0,1 28484+0,1 2848,4+0,1 28485+0,1 28485+0,1
v(CO) 1722,7+0,1 1722,7+01 17229+0,1 17228+0,1 17228+0,1 17232+0,1
1702,3+0,1 17024+0,1 17032+0,1 1702,3+0,1 1701,3+0,1 1702,1+0,1

Amid-I 1638,7+0,1 1638,7+0,1 16389+0,3 1638,6+0,2 1638,8+0,2 1638,7+0,2
16194 +0,1 16194+0,1 1619,7+0,1 16196+0,1 1619,7+0,1 1619,7+0,1

Amid-1l 1540,3+0,1 1540,2+0,1 15396+0,1 1540,3+0,1 1540,6+0,1 1540,4%0,1
3(CHy) 14658 +£0,1 1466,0+0,1 1466,0+0,1 1466,0+0,1 1466,0+0,1 1466,0+0,1

2.3.2. OLIGOLAYER

Analog zu IR-Messungen an Oligolayern mit Harnstoff als Enhancer (Kapitel V1.2.2.2,
S. 60), kénnen auch fur Taurin nur wenige charakteristische Banden detektiert werden. Trotz
der geringeren Schichtdicke der Oligolayer im Vergleich zu den Multilayern, sind fir die
drei detektierten Bandenpositionen der CH»-Valenzschwingungen und Carbonyl-Streck-
schwingung der SA keine Veranderungen erkennbar (Tabelle 12). Folglich beeinflusst Tau-
rin selbst im oligolamellaren SC-Lipidmodell weder die konformative Ordnung der Lipid-
ketten, noch das von der SA ausgehende Wasserstoffbriickennetzwerk.

Tabelle 12: IR-Bandenpositionen [cm™] eines oligolamellaren SC-Lipidmodells
(CER[AP]:CHOL:SA), vor und nach Zugabe von 5 % Taurin
Bande D20-Referenz Taurin 5 %
vas(CHa) 2917,8+0,2 2917,9+0,2
vs(CH2) 2849,9+0,2 2850,0 £ 0,2
v(CO) 1716,7+0,2 1716,3+0,3

NR-Messungen fir die oligolamellaren Proben zeigen die in Abb. 33 dargestellten Kurven-
verlaufe vor (graue Quadrate) und nach Zugabe von 5 % Taurin (violette Quadrate). Auf-
grund des Vorliegens einiger Kiessig-Oszillationen kann die Gesamtschichtdicke unter Zu-
hilfenahme der einzelnen Peakpositionen zu 232,8 + 10,0 A vor und 232,7 + 11,3 A nach
Taurinzugabe berechnet werden. Eine Verénderung der Gesamtprobendicke ist demnach
nicht zu erkennen. Auch die Positionen der Bragg Peaks zeigen mit 0,1295 + 0,0002 A vor
und 0,1297 + 0,0003 A* nach Taurinzugabe keine signifikanten Unterschiede auf. Die Bi-
layerschichtdicken sind demzufolge ebenfalls vergleichbar. Da sich die Kurvenverldufe je-
doch im Bereich des ersten Minimums unterscheiden, wurde hier zusatzlich eine Auswer-

tung mittels optischer Matrixmethode durchgefuhrt. Die jeweiligen Fits der Reflektivitats-
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kurven, sowie die resultierenden SLD-Profile sind in Abb. 33 dargestellt. Die dazugehdrigen
kalkulierten Werte flr die Schichtdicken, SLDs, Mediumanteile und Rauigkeiten der ver-
schiedenen Schichten sind in Tabelle 27 (Anhang A, S. 106) zu finden.
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Abb. 33: NR-Kurven einer oligolamellaren Probe (CER[AP]:CHOL:SA), gemessen gegen
D0 (graue Quadrate) und anschlieRend gegen 5 % Taurin in DO (violette Quadrate). Die
jeweiligen Fits sind als Linien der gleichen Farbe und die dazugehorigen SLD-Profile als
Einschub oben rechts dargestellt.

Dabei sollte berticksichtigt werden, dass der vorgestellte Fit nur eine mdgliche Beschreibung
des Schichtsystems darstellt, die im Einklang mit den anderen Untersuchungen steht, sowie
eine sinnvolle Losung fiir das Modell bietet. Eine sichere Interpretationsgrundlage wird da-
gegen nur unter Zuhilfenahme der Messungen bei verschiedenen Kontrasten erhalten, die im
Rahmen dieser Arbeit aufgrund begrenzter Messzeitkapazitaten nicht durchgefiihrt werden
konnten. Anhand des dargestellten SLD-Profils kann sowohl fur die Probe vor, als auch nach
Zugabe von Taurin der 13-schichtige Aufbau, wie er bereits fur die Proben in Wasser be-
schrieben ist (Kapitel VI 2.1.2, S. 48), bestatigt werden. Dabei nimmt der Bedeckungsgrad
bei Entfernung von der Waferoberflache ab, erkennbar an den steigenden SLD-Werten.
Durch den Einfluss von Taurin sinkt der Anteil der 10 %igen Taurinldésung in D20 (Medium)
in den unterschiedlichen Schichten, was auf eine Anreicherung des Taurin hinweist (Tabelle
27, Anhang A, S. 106). Es findet allerdings keine selektive Anreicherung im Bereich der
Kopfgruppen statt, sodass eine gezielte Wechselwirkung des Taurin mit den Kopfgruppen
der SC-Lipide sehr unwahrscheinlich ist. Eine direkte Interaktion mit den Kettenbereichen
der Lipide erscheint aufgrund des hydrophilen Charakters ebenfalls fragwirdig. Die gering-
flgige Zunahme der Rauigkeit der Schichten durch die Anwesenheit von Taurin deutet da-
riber hinaus auf eine weniger einheitlich beschaffene Lipidstruktur hin. Zudem konnte eine
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tendenzielle Zunahme der Bilayerschichtdicken und die VergréRerung der Gesamtschicht-
dicke beobachtet werden. Diese sind allerdings weniger zuverlassig, als die Dickenbestim-
mung mittels Peakanalyse, da dort die tatsachlich gemessene NR-Kurve zugrunde gelegt
wird, wahrend fur den Fit das theoretische Modell ausschlaggebend ist.

2.3.3. FESTKORPERGESTUTZTE EINZELNE BILAYER

Mit Hilfe von NR-Messungen an einzelnen Bilayern vor und nach Zugabe von 5 % Taurin
kann kein Unterschied im Kurvenverlauf nachgewiesen werden (Abb. 34). Ein Vergleich
der bestimmten Bragg Peak-Positionen von 0,1335 + 0,0013 A vor und 0,1338 + 0,0020 A
nach Taurinzugabe zeigt ebenfalls keine signifikante Abweichung, sodass von einer einheit-
lichen Bilayerschichtdicke ausgegangen werden kann. Eine Unterscheidung der mit Taurin
behandelten Probe hinsichtlich der Schichtdicken oder Zusammensetzung der Schichten ist
demnach unwahrscheinlich.
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Abb. 34: NR-Kurven einer einzelnen SC-Lipid-Bilayerschicht (CER[AP]:CHOL:SA), prapariert
durch LBJ/LS, gemessen gegen DO (grau) und anschliefend gegen 5 % Taurin in D20 (violett).

2.3.4. LIPOSOMEN

Bei Zugabe von 5 % Taurin kann, im Gegensatz zum Harnstoff, bereits von Beginn an eine
deutliche VergroRerung des Vesikeldurchmessers von 129,1 + 1,0 nm auf 156,8 + 1,7 nm
beobachtet werden (Abb. 35a). Ursachlich hierfur kdnnte eine Einlagerung des Taurin inner-
halb der Kopfgruppen der Liposomenmembran sein. Da sich der Enhancer bereits wahrend
der Praparation der Liposomen in der wassrigen Phase befindet, ist eine Inkorporation in die
Membran mdglicherweise beguinstigt. Dadurch steigt der effektive Platzbedarf pro Kopf-
gruppe in der Membran an. Um die gleiche Packungsdichte der Lipidketten zu gewahrleisten
muss eine groRere Menge an Lipiden in die Membran integriert werden. In der Folge wiirden
Liposomen mit einem vergrofierten Durchmesser entstehen. Da der dazugehdrige PDI-Wert
im Vergleich zu dem der Liposomen in Puffer leicht vergroRert ist (Abb. 35b), kann zusétz-
lich ein schwach ausgepréagtes ZusammenflieRen der Liposomen als Folge der erleichterten
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Uberwindung der Hydrathiille bei Anwesenheit des Enhancers, analog zum Harnstoff, ver-
mutet werden. Innerhalb der ersten drei Tage vergroRert sich der Liposomendurchmesser
geringfugig bis auf 172,0 + 3,1 nm. Der PDI-Wert steigt wéhrenddessen stark bis auf
0,31 £ 0,01 an und liegt damit oberhalb des kritischen Wertes von 0,3. Die Verteilung ist ab
diesem Zeitpunkt eher breit und die z-average-Werte kdnnen nicht mehr zuverlassig be-
stimmt werden. Insgesamt entsteht wéhrend der Lagerung in 5 % Taurin, wahrscheinlich als
Folge des verstarkten ZusammenflieRens, Liposomen mit zunehmend inhomogener Grolie.
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Abb. 35: Mittelwerte der Liposomendurchmesser (z-Average) (a) und des PDI (b) von SC-ULVs
(CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert =10) (grau) und in 5% Taurin in Puffer (pH-
Wert = 10), in Abh&ngigkeit von der Lagerungszeit.
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Abb. 36: Zeitabhangiger 6-CF-Leakage von SC-ULVs (CER[AP]:CHOL:SA) gegen Puffer (pH-
Wert = 10, grau) bzw. 5 % Taurin in Puffer (pH-Wert = 10, violett).

Der 6-CF-Leakage steigt nach Zugabe von Taurin auf 5,1 £ 2,9 % an und nimmt dann wie
bei Harnstoff mit der Zeit weiter zu auf 7,8 £ 3,0 % nach 30 Minuten bis zu einem Wert von
10,8 + 2,9 % nach 50 Minuten (Abb. 36). In Analogie zu Harnstoff kann auch fir Taurin
eine Aus-bildung porenartiger Strukturen angenommen werden, da hier ebenfalls ein zeitab-
hangiger Leakage zu erkennen ist. Allerdings ist unter Verwendung von Taurin nach
50 Minuten noch keine Anndherung an einen Grenzwert zu erkennen. In Verbindung mit
den sich tber die Zeit verschlechternden PDI-Werten, ist fur Taurin moglicherweise ein
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kontinuierlicher Effekt auf die Liposomen zu vermuten. Mit verbleibenden ~89 % intakter
Liposomen bei Leakage-Messungen, auch nach 50 Minuten, kann jedoch insgesamt von ei-
nem eher geringen Einfluss in den gewahlten Konzentrationen ausgegangen werden.

2.3.5. ZUSAMMENFASSUNG

Die in diesem Abschnitt durchgefuhrten Untersuchungen liefern erste Einblicke in die bisher
nicht untersuchte Wechselwirkung von Taurin, als potentieller Penetrationsenhancer, mit
SC-Lipidmodellen. Die NR-Messungen zeigen, dass Taurin den lamellaren Wiederholab-
stand nicht beeinflusst. Somit wird keine GberméRige Anreicherung im Bereich der Kopf-
gruppen angenommen. Im Rahmen der IR-Messungen ergibt sich allerdings fur die Amid-I-
Bande eine zwar nicht signifikante Zunahme der HBBs, die jedoch entsprechend den Aus-
fuhrungen zu Harnstoff verantwortlich sein konnte fir das bei den PCS-Messungen be-
obachtete verstarkte ZusammenflieRen der Liposomen. Leakage-Messungen lassen darlber
hinaus die Ausbildung von Poren innerhalb der Lipidschicht vermuten. Die fur die NR-Mes-
sungen beobachtete unselektive Anlagerung des Taurin in der gesamten Bilayerschicht kann
ebenfalls mit dieser Theorie begriindet werden. Durch die Unterbrechung der lamellaren
Struktur kommt es dabei zu der beobachteten Zunahme der Rauigkeiten. Da der durch Taurin
hervorgerufene Leakage geringer ist als bei Harnstoff, ist auch das Ausmaf der Porenbildung
wahrscheinlich eher gering. Erhéhte Taurin-Konzentrationen im SC, die in Penetrations-
studien an exzidierter Humanhaut aufgezeigt wurden*®, konnen daher, wie bereits bei Harn-
stoff beschrieben, moglicherweise durch eine Anreicherung des Enhancers in den Korneo-
zyten erklart werden. Obwohl im SC keine Taurin-Transporter mehr exprimiert werden, ist
das hydrophile Taurin durch sein geringes Molekulargewicht in der Lage die Korneozyten-
membran zu Gberwinden. Im Gegensatz zu Harnstoff ist Taurin jedoch nicht hygroskopisch.
Studien zeigten, dass es innerhalb einer Zeitspanne von 50 Tagen bei einer relativen Luft-
feuchte von 97 % keine signifikanten Mengen an Wasser binden konnte'*®. Durch den os-
motischen Druck wére dennoch eine Anreicherung von Wasser in den Korneozyten maoglich,
wodurch ein penetrationsfordernder Effekt hervorgerufen werden konnte.

Publiziert in:

Mueller, J.; Oliveira, J. S.; Barker, R.; Trapp, M.; Schroeter, A.; Brezesinski, G.;
Neubert, R. H. The effect of urea and taurine as hydrophilic penetration enhancers on
stratum corneum lipid models. Biochim. Biophys. Acta 2016, 1858 (9), 2006-2018
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24. DMSO

DMSO st einer der ersten und am umfangreichsten untersuchten Penetrationsenhancer.
Seine penetrationsfordernde Eigenschaft wurde sowohl fir lipophile als auch fur hydrophile
Arzneistoffe in zahlreichen Studien belegt™® 152 153 Nach Dragicevic et al.*>* kénnen die
wesentlichen Wirkmechanismen des DMSO zusammengefasst werden zu: (i) Anderung der
interzellularen Keratinkonformation von a-helikal zu B-Faltblatt!>> 156 157 (ji) Extraktion
von Lipiden?®®, die mit der Bildung wassergefiillter Poren einhergeht, (iii) Forderung der
Verteilung des Arzneistoffs aus der Formulierung in die Haut durch die guten L&sungs-
eigenschaften des im SC angereicherten DMSO®?, (iv) Interaktion mit SC-Lipiden - obwohl
eine Interaktion mit den lipophilen Ketten nicht ausgeschlossen werden kann, wird vielmehr
eine Wechselwirkung mit den polaren Kopfgruppen vermutet. Bei der Verdrangung von
Wasser durch die DMSO-Molekiile ergibt sich eine grofiere Solvatationshiille, die folglich
die dicht gepackte Lipidstruktur auflockern kann® 14, Es existieren allerdings bisher kaum
Studien, die an isolierten Lipiden durchgefiihrt wurden, und somit eine eindeutige Aussage
zur Wechselwirkung des Enhancers mit den SC-Lipiden zulassen. Obwohl Guillard et al. bei
der Untersuchung des DMSO-Einflusses auf synthetisches CER[NS] eine Beeinflussung der
Kopfgruppenregion feststellten®*, wére es vorteilhaft, weitere Untersuchungen an fiir die SC-
Lipidmatrix reprasentativeren Mischungen durchzufiihren. Deshalb sollen im folgenden Ab-
schnitt die Wechselwirkungen von DMSO mit den terndren SC-Lipidmodellen, unter Ver-
wendung verschiedener Konzentrationen (10, 30 oder 50 %), bezogen auf das waéssrige
Medium, untersucht werden. Durch die Verdinnung des DMSO mit Wasser werden
vermutlich dessen l6sungsvermittelnde Eigenschaften, sowie die Fahigkeit zur Denaturie-
rung von Proteinen herabgesetzt'*®, Es ist bereits beschrieben, dass fiir die penetrationsfor-
dernde Wirkung, gerade in Bezug auf die Interaktion mit der SC-Lipidmatrix, sehr hohe
DMSO-Konzentrationen (~60 %) notwendig sind'!# 1°6:15% Da derartig hohe Konzentratio-
nen jedoch zu Hautirritationen und anderen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen fihren
kdnnen, ist die kommerzielle Anwendung dieses Enhancers in pharmazeutischen Formulie-
rungen sehr stark eingeschrénkt. Allerdings ist an dieser Stelle das Verhéltnis DMSO/Lipid
entscheidend, was in den nachfolgenden Untersuchungen nicht genau bestimmt und deshalb
nicht zugrunde gelegt werden konnte. In diesem Zusammenhang soll in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob DMSO in physiologisch vertraglichen Konzentrationen, einen
signifikanten Effekt auf SC-Lipidmodelle hat. Somit ist zwar ein Vergleich mit Ergebnissen
anderer Studien nur eingeschrénkt maoglich, eine Einschatzung des DMSO-Einflusses jedoch
anwendbar.
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24.1. MULTILAYER

Die IR-Messungen an SC-Multilayern wurden zunéchst gegen eine physiologisch relevante
10 %ige DMSO-Lo6sung durchgefuhrt. Die erhaltenen IR-Spektren sind beispielhaft fir
Probe 1 in Abb. 52 (Anhang A, S. 107) und die entsprechenden Bandenpositionen fr alle
drei Proben in Tabelle 13 dargestellt. Da die fir DMSO erwarteten deutlichen Effekte aus-
blieben, wurde eine zusatzliche, stark erhohte Konzentration von 50 % eingesetzt. Dadurch
sollte untersucht werden, ob diese Beobachtung durch eine zu geringe Konzentration bedingt
ist. Die erhaltenen Daten sind ebenfalls in Abb. 52 (Anhang A, S. 107) und Tabelle 13 zu
finden.

Tabelle 13: Charakteristische IR-Bandenpositionen [cm*] eines multilamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:
CHOL:SA) gemessen gegen Wasser und anschlieend gegen 10 % bzw. 50 % DMSO. Die Positionen von
schwach ausgepragten Banden kdnnen dabei nicht zuverlassig ermittelt werden (n.b.).

Probe 1 Probe 2 Probe 3

Bande H20- DMSO DMSO H20- DMSO DMSO H20- DMSO DMSO
Referenz 10 % 50 % Referenz 10 % 50 % Referenz 10 % 50 %

Vas 2914,9 2914,8 2914,9 2915,4 2915,4 2915,4 2914,8 2914,8 2914,8
(CH2) +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

vs (CH2) 2848,7 2848,7 2848,7 2849,0 2848,9 2849,0 2848,6 2848,6 2848,6
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

v(CO) 1722,1 1722,2 1722,9 1723,4 1723,6 1723,7 1723,3 1723,4 1723,3
+0,2 +0,2 +0,1 +0,1 +0,2 +0,2 +0,2 +0,1 +0,2

1700,4 1700,6 1701,7

£0.2 +01 +01 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

Amid-1 1638,4 1638,7 1639,2 1638,2 1638,7 1639,1 1638,8 1639,6 1639,6
+0,1 +0,1 +0,1 +0,2 +0,2 +0,2 +0,2 +0,2 +0,2

1620,0 1619,9 1619,8 1620,3 1620,2 1620,0 1619,3 1619,3 1619,2
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

Amid-11 1540,3 1540,4 1540,5 1540,9 1540,8 1540,8 1540,4 1540,4 1540,4
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

5(CH2) 1466,2 1466,2 1466,2 1466,1 1466,1 1466,1 1466,3 1466,3 1466,3
(CH; +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

Die Position der Amid-11-Bande verandert sich dabei nicht. Die HBBs im Bereich der der
N-H-Gruppe des CER[AP] bleiben demzufolge durch das DMSO unbeeinflusst. Dartiber
hinaus ist erkennbar, dass sich die Wellenzahl der Amid-I-Bande der weniger wasserstoff-
briickengebundenen Spezies bei ~1640 cm™ mit zunehmender DMSO-Konzentration er-
hoht. Die Position der starker wasserstoffbriickengebundenen Spezies bei ~1620 cm™ wird
dagegen nicht beeinflusst. In Analogie zu den Untersuchungen von Guillard et al.®* kann
demnach festgestellt werden, dass DMSO eine Abnahme der HBBs der weniger wasserstoff-
brickengebundenen Spezies, ausgehend von der C=0O-Gruppe des CER[AP], hervorruft. Der
Effekt ist umso ausgeprégter, je hther die DMSO-Konzentration ist. Als mogliche Ursache
flir diese Beobachtung wird die Verdrangung von Wasser durch DMSO-Molekiile angenom-
men. Ein Einfluss auf die HBBs der starker wasserstoffbriickengebundenen Spezies kann
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jedoch auch bei einer DMSO-Konzentration von 50 % nicht beobachtet werden. Hierbei ist
entweder das Verhaltnis Enhancer/Lipid weiterhin zu niedrig, oder das DMSO ist nicht in
der Lage diese HBBs zu beeinflussen. Fir die Carbonyl-Streckschwingung im Bereich von
1700 bis 1720 cm™ kann insgesamt der Trend beobachtet werden, dass die Wellenzahlen der
detektierten Banden mit zunehmender DMSO-Konzentration ansteigen. Somit kann eine
Abschwachung des ausgebildeten Wasserstoffbriickennetzwerkes der SA angenommen wer-
den. Die Positionen der asymmetrischen und symmetrischen CH2-Valenzschwingungen
bleiben sowohl fir die Zugabe von 10 %, als auch fiir 50 % unveréndert. Eine Beeinflussung
der Kettenordnung kann damit ausgeschlossen werden, besonders, da sich auch fur die CH-
Deformationsschwingung bei ~1466 cm™ keine Veranderungen ergeben. Diese indiziert fir
alle Messungen eine hexagonale Kettenpackung.

24.2. OLIGOLAYER

Die simultanen IR- und NR-Messungen an Oligolayern wurden zunéchst mit einer DMSO-
Konzentration von 10 % durchgefuhrt. Da auch hier zundchst nur geringfligige Verande-
rungen detektiert werden konnten, wurde fur weitere Messungen die DMSO Konzentration,
wie schon bei den Multilayer-Experimenten, erhoht. In diesem Fall wurde jedoch anstatt der
50 %igen eine 30 %ige DMSO-L6sung eingesetzt. Damit sollte einem eventuellen Abldsen
der aufwéndig praparierten Probe bei begrenzter Messzeit am BioRef vorgebeugt werden.
IR-Messungen an den im Gegensatz zu den Multilayern diinneren Oligolayern gegen 10
bzw. 30 % DMSO zeigen keine Verschiebungen der Peakpositionen der asymmetrischen
und symmetrischen CH»-Valenzschwingungen im Vergleich zu denen der Messungen gegen
D-0 auf (Tabelle 14). Die Position der Amid-1-Bande, die bei den Multilayern eine Veran-
derung aufwies, kann aufgrund des schwachen Signals nicht eindeutig bestimmt werden.
Folglich kann tiber eine potentielle Anderung dieser Bande keine Aussage getroffen werden.

Tabelle 14: IR-Bandenpositionen [cm™] eines oligolamellaren SC-Lipidmodells
(CER[AP]:CHOL:SA) vor und nach Zugabe von 10 % bzw. 50 % DMSO.

Bande D,0O-Referenz DMSO 10 % DMSO 30 %
vas(CH2) 29179 +0,2 29179 +0,3 29179 +0,1
vs(CH2) 2850,2 + 0,2 2850,2 + 0,3 2850,1 + 0,1

Fur die simultan durchgefuhrten NR-Messungen gegen D>O und anschlieBend gegen 10 %
DMSO ergeben sich die in Abb. 37 dargestellten Kurvenverldufe (graue und hellrote
Quadrate). Mittels Peakanalyse kann die Gesamtschichtdicke der Lipidschicht bei der Mes-
sung gegen D,0 zu 163,4 + 4,2 A berechnet werden. Diese vergroRert sich zwar nach Zu-
gabe von 10 % DMSO auf 166,5 + 4,4 A, der Unterschied ist allerdings nicht signifikant.
Die Positionen der Bragg Peaks zeigen mit 0,1297 +0,0002 A gegen D,O und
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0,1304 + 0,0002 A gegen 10 % DMSO eine leichte Verschiebung zu gréReren Werten. In
diesem Fall ist moglicherweise die Schichtdicke durch DMSO-Zugabe verandert. Um diesen
Sachverhalt naher zu beleuchten, wird zusatzlich eine Analyse mittels optischer Matrix-
methode durchgefiihrt und die tatsachlich aufgenommenen NR-Kurven mit einem theoreti-
schen Kurvenverlauf gefittet (Abb. 37, Linien in grau und hellrot). Das dazugehérige SLD-
Profil fir das D»O-Referenzsystem zeigt den bereits fir Wasser beschriebenen
charakteristischen flinfschichtigen Probenaufbau mit abnehmendem Bedeckungsgrad (Abb.
37 Einschub, grau). Durch die Zugabe einer 10 %igen DMSO-L0Asung in D20 veréndert sich
der NR-Kurvenverlauf nur geringfugig, sodass im resultierenden SLD-Profil kaum
Unterschiede zu erkennen sind (hellrot). Aufgrund des 10 %igen Anteils an DMSO ist die
SLD des Mediums verringert, was zu einer Verschiebung der kritischen Kante fuhrt. Als
Konsequenz nehmen die SLDs der Schichten, die einen groRen Anteil an Medium enthalten,
in gleichem Malie ab. Neben diesen Veranderungen, bedingt durch den Mediumaustausch,
ist in den &ulReren Bereichen der Lipidschicht eine geringfiugige Zunahme der Mediumanteile
zu erkennen (Mediumanteile Tabelle 28, Anhang A, S. 107). Da jedoch keine Anderungen
innerhalb der Schichtdicken zu erkennen sind, ist diese Beobachtung wahrscheinlich auf ein
Ablosen der Lipide zurtickzufiihren. An die Stelle der abgeldsten Lipide tritt dabei Medium,
wodurch die ermittelte SLD fur diese Schicht ansteigt und ein erhohter Anteil an Medium
berechnet wird.
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Abb. 37: NR-Kurven einer oligolamellaren Probe (CER[AP]:CHOL:SA), gemessen gegen D,O
(graue Quadrate) und anschlieRend gegen 10 % DMSO in D0 (hellrote Quadrate). Die jewei-
ligen Fits sind als Linien der gleichen Farbe und die dazugehdrigen SLD-Profile als Einschub
oben rechts dargestellt.
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Fur die Zugabe einer 30 %igen DMSO-L6sung kann anhand der Peakanalyse eine signifi-

kante Erhéhung der Gesamtschichtdicke auf 172,9 + 4,8 A berechnet werden. Zusétzlich ist

eine Verschiebung der Bragg Peak-Position auf 0,1318 + 0,0003 A zu erkennen. Die Fits
der NR-Kurvenverlaufe mittels optischer Matrixmethode und die dazugehorigen SLD-Pro-
file weisen zudem deutliche Unterschiede auf (Abb. 38 und Tabelle 29, Anhang A, S. 108).
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Abb. 38: NR-Kurven einer oligolamellaren Probe (CER[AP]:CHOL:SA), gemessen gegen D20
(graue Quadrate) und anschliefend gegen 30 % DMSO in D20 (dunkelrote Quadrate). Die
jeweiligen Fits sind als Linien der gleichen Farbe und die dazugehdrigen SLD-Profile als Ein-
schub oben rechts dargestellt.

Tabelle 15: Schichtdicken [A] und Mediumanteile [%] gem&R der SLD
Profile aus Abb. 38 (Auszug aus Tabelle 29, Anhang A, S. 108).

D20 DMSO 30 %
Dicke Medium Dicke Medium

Wafer

Kopfe 75 49,2 71 39,9
Ketten 39,2 0,02 34,9 0,12
Kopfe 10,5 55,3 12,2 64,9
Ketten 31,2 7,1 31,8 6,9
Kopfe 10,6 70,8 14,8 74,6
Ketten 34,2 36,4 32,1 31,8
Kopfe 14,9 75,0 15 84,8
Ketten 36,0 58,5 30,4 53,6
Kopfe 14,3 97,1 14,8 96,9
Ketten 31,1 89 32,5 88,5
Kopfe 2,6 98,6 5,7 98,9
Medium

Besonders im Bereich der Kopfgruppen und auch in den duf3eren Kettenschichten ist eine
starke Abnahme der SLDs zu erkennen. Da DMSO mit einer SLD von etwa -0,04*10°% A
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im Gegensatz zu der des D,O (6,36*10° A?) einen eher geringen Wert aufweist und der
Anteil an DMSO bei 30 % liegt, ist der resultierende SLD-Wert fur das Medium bereits
deutlich niedriger als der vom D20. In Tabelle 15 sind die Veradnderungen der Mediuman-
teile durch Zugabe der 30 %igen DMSO-L6sung angegeben. Dabei steigen die Mediuman-
teile in den Kopfgruppenbereichen tendenziell an. In Verbindung mit den vergrofierten
Schichtdicken der Kopfgruppen, kann als Ursache fir die Beobachtung eine Anreicherung
des DMSO/D,0-Gemisches in den Kopfgruppenbereichen angenommen werden. Die in der
Literatur beschriebene Verdrangung von Wasser durch DMSQ®% 114 kann mit diesem Modell
allerdings nicht bestatigt werden. Fur diesen Fall hatte eine Verringerung der Mediumanteile
beobachtet werden missen, da durch das Verdrangen des D20 eine Verringerung der SLD
der Schicht resultieren wiirde. Zusatzlich zu der Anreicherung des Mediums in den Kopf-
gruppenbereichen ware auch ein Abldsen der Lipide, wie bereits fir die 10 %ige DMSO-
Losung beschrieben, denkbar. Dabei wiirde jedoch zusatzlich eine Erhéhung der Mediuman-
teile in den Kettenregionen zu erwarten sein. Tatséchlich nehmen die Mediumanteile in die-
sen Bereichen jedoch ab. Eine mdgliche Erklarung fir diese Beobachtung ist, dass das Ab-
I6sen der Lipide tiberlagert wird von einer Anreicherung des DMSO im Bereich der Lipid-
ketten. Durch das vermehrte Abldsen der Lipide wird die Grenzflache zwischen den lipo-
philen Ketten und dem hydrophilen Medium erhéht. Demzufolge wurde durch die Anlage-
rung des DMSO an diese Grenzflachen die Grenzflachenspannung verringert, wodurch die-
ser VVorgang energetisch begunstigt ware. Die vermehrte Ablésung von Lipiden wirde
schlieflich die beobachtete Abnahme der Schichtdicken im Bereich der Lipidketten erkla-
ren. Fur die Gesamt- und Bilayerschichtdicke kann dagegen insgesamt keine signifikante
Veranderung festgestellt werden (Tabelle 29, Anhang A, S. 108). Da in diesem Fall jedoch
nur der theoretische Kurvenverlauf des Fits zugrunde gelegt wird, wéhrend bei der Peak-
analyse die Peakpositionen des tatsachlich gemessene Kurvenverlaufes bewertet werden,
kann insgesamt eine VergroRRerung der Schichtdicke angenommen werden.

2.4.3. LIPOSOMEN

PCS-Messungen nach Lagerung in 10 % DMSO zeigen, dass die Liposomen tiber den unter-
suchten Zeitraum von acht Tagen relativ stabil sind. Zu Beginn der Messungen weisen die
Liposomen mit 145,2 + 0,9 nm im Vergleich zu den Liposomen in Puffer (129,1 + 1,0 nm)
einen leicht vergroRerten Durchmesser auf (Abb. 39a). Hierfiir kdnnte, analog zu den Erkl&-
rungen des Enhancereinflusses von Taurin (Kapitel V1.2.3.4, S. 69), eine Einlagerung der
DMSO-Molekiile innerhalb der SC-Lipidkopfgruppen wéhrend der Liposomenpraparation
verantwortlich sein. Innerhalb der nachfolgenden acht Tage vergrdfRern sich die Liposomen
nur minimal bis auf einen Durchmesser von 159,2 + 5,0 nm. Wahrend dieser Inkubationszeit

vergroRert sich der PDI der ULVs in DMSO in gleichem AusmaR, wie der der ULVs in
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Puffer (Abb. 39b). Die wahrend dieser Zeit entstandene inhomogenere Liposomengroflen-
verteilung ist deshalb vielmehr auf das System an sich, als auf den Einfluss des DMSO zu-
rickzufiihren. Insgesamt kann vermutet werden, dass der eigentliche Effekt des DMSO auf
dem infolge der Enhancereinlagerung vergroRerten Lipidmengenbedarf pro Liposom beruht.
Dieser ist durch eine kontinuierliche Fusion der Liposomen, wie sie vergleichbar auch in den
Liposomen in Puffer stattfindet, Gberlagert.
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Abb. 39: Mittelwerte der Liposomendurchmesser (z-Average) (a) und des PDI (b) von SC-ULVs
(CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert =10, grau) und in 10 % DMSO in Puffer (pH-
Wert = 10, hellrot), in Abhéngigkeit von der Lagerungszeit.
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Abb. 40a) 6-CF-Leakage von ULVs aus CER[AP]:CHOL:SA in Puffer (pH-Wert =7 bzw.
10)(grau) und unter Zugabe von 10% DMSO in dem jeweiligen Puffer (hellrot)
b) Konzentrationsabhangiger 6-CF-Leakage von ULVs aus CER[AP]:CHOL.:SA in Puffer (pH-
Wert = 10) unter Zugabe verschiedener Mengen DMSO.

Leakage-Untersuchungen der SC-ULVs mit einer DMSO-Konzentration von 10 % indizie-
ren mit Werten zwischen 5 und 8 % (Abb. 40a und Tabelle 16) einen zwar signifikanten,
jedoch eher geringen Einfluss des DMSO auf die Liposomenstruktur. Hierbei konnte auch
durch eine Verénderung von pH-Wert = 10 auf einen pH-Wert = 7 keine deutliche Steige-
rung des Leakage detektiert werden. Der plétzliche aber nicht zeitabhéngige Leakage bei
beiden pH-Werten deutet auf eine Zerstorung der Liposomenstruktur, beispielsweise durch

Solubilisierung der Lipide, hin, bei der das in den zerstorten Liposomen eingeschlossene 6-
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CF sofort austreten kann. Dadurch kommt es zu einem abrupten Anstieg des Leakage, der
sich mit der Zeit nicht weiter verandert (zeitabhéngige Daten nicht gezeigt). Aufgrund des
sehr geringen Leakage sind jedoch weniger als 10 % der Liposomen betroffen, was eine
unterschiedlich stabile Struktur innerhalb der Liposomengesamtheit vermuten lasst. Dabei
werden die weniger stabilen Liposomen bereits bei geringen DMSO-Konzentrationen zer-
stort.

Tabelle 16: 6-CF-Leakage [%] der in Abb. 40a) und b) dargestellten Messungen.

pH Puffer DMSO 10 % DMSO 30 % DMSO 50 %
10 05+04 54+16 136+1,1 59,7£14
7 1,4+0,8 7,7+0,8 = ==

Um zu untersuchen, ob die DMSO-Konzentration tatsachlich eine Rolle bei der Beeinflus-
sung der SC-Lipidstruktur spielt, wurden unterschiedliche DMSO-Konzentrationen getestet
(Abb. 40b). Wie erwartet steigt der Leakage mit zunehmender Konzentration an DMSO Uber
13,6 % (30 % DMSO) auf bis zu 60 % (50 % DMSOQO). Fur Phospholipide konnte beispiels-
weise in MD-Simulationen bereits fur deutlich geringere DMSO-Konzentrationen ein voll-
standiger Integritatsverlust der Membran beobachtet werden®, Dass jedoch im vorliegen-
den Modell selbst bei einem Anteil von 50 % DMSO in der wéssrigen Phase die Liposomen
nicht vollstandig zerstort werden, konnte auf die auffallend stabile Struktur der SC-Lipide
zurlickzufuhren sein. Da die SC-Lipidmatrix eine enorme Schutzfunktion gegenuber &ulie-
ren Einflissen ausiiben muss, ist es notwendig, dass die gebildeten Strukturen duf3erst robust
und widerstandsféhig sind. Biomembranen aus Phospholipiden befinden sich dagegen im
Kaorperinneren und missen diese Schutzfunktion nicht erfillen.

24.4. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen kénnen bereits fir DMSO-Konzentrationen
von 10 % geringfligige Veranderungen festgestellt werden. So zeigen beispielsweise IR-
Messungen eine Verringerung der HBBs, sowohl fur die C=0O-Gruppe des Amids als auch
tendenziell fir die SA. Ein Einfluss auf die Ordnung der Lipidketten kann in diesem Zusam-
menhang jedoch nicht beobachtet werden. NR-Messungen an Oligolayern indizieren dariiber
hinaus, dass diese Wechselwirkungen im Bereich der Kopfgruppen nicht zu einer Verande-
rung des lamellaren Wiederholabstandes fiihren. Es kann zudem keine selektive Anreiche-
rung des DMSO in speziellen Bereichen der Bilayer ermittelt werden. Lediglich bei den
PCS-Messungen zeigt sich eine geringfugige VergrolRerung der Liposomen, die mit einer
Einlagerung des DMSO innerhalb der SC-Lipidkopfgruppen und einem damit einhergehen-
den vergroRerten Lipidmengenbedarf zur Gewahrleistung der Packungsdichte erklart wer-
den konnte. Die Stabilitat der Liposomen, in Bezug auf die Liposomengrélie und deren Gro-
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Renverteilung, ist jedoch im Vergleich zur Pufferlésung unverandert. Auch die Integritat der
Liposomen ist mit einem eher geringfiigigen Leakage von max. 8 % nur wenig beeintrachtigt
und konnte auf die Anwesenheit einzelner instabiler Liposomen zuriickzuftihren sein. Der
sprunghafte und zeitunabhangige Leakage indiziert dabei statt einer Porenbildung, die be-
reits in der Literatur als einer der Wirkmechanismen von DMSO diskutiert wird!®8, die
komplette Desintegration der Liposomen. Als Ursache wird eine Solubilisierung der Lipide
vermutet, wie sie auch im Rahmen der NR-Messungen beobachtet werden kann.

Eine Erhohung der DMSO-Konzentration auf 30 % zeigt im Zuge der NR-Messungen mit-
tels Peakanalyse eine VergroRerung der Bilayer- und Gesamtschichtdicke. Ursachlich dafur
ist hochstwahrscheinlich die Anreicherung des Mediums im Bereich der SC-Lipidkopfgrup-
pen, wodurch eine Zunahme der Kopfgruppenschichtdicken resultiert. Gleichzeitig wird ein
Teil der Lipide solubilisiert. Da der Leakage jedoch nur wenig groRer ist als fir 10 % DMSO,
ist das Ausmal der Solubilisierung fir die beiden Konzentrationen vergleichbar. Ein Ein-
fluss auf die Lipidkettenordnung kann allerdings auch fir diese Konzentration nicht ermittelt
werden.

Die 50 %ige DMSO-L6sung zeigt schliellich einen deutlichen Leakage von knapp 60 %
und beschreibt somit eine weitreichende Zerstérung der Lipidstruktur. Darlber hinaus indi-
zieren IR-Messungen an Multilayern eine im Vergleich zur 10 %igen DMSO-L6sung weiter
reduzierte Ausbildung der HBBs im Bereich der Kopfgruppen. Die Wechselwirkungen des
DMSO mit den Kopfgruppen sind demnach auch in den vorliegenden Untersuchungen stark
von der eingesetzten Konzentration abhangig. Eine Veranderung der hexagonalen Ketten-
packung oder eine Abnahme der Kettenordnung ist jedoch nicht zu beobachten.

Insgesamt kann fur die penetrationsférdernde Wirkung des DMSO im nativen SC eine Kom-
bination verschiedener Effekte angenommen werden, wobei hier eine deutliche Konzentra-
tionsabhangigkeit vorliegt. Eine Solubilisierung der Lipide, sowie Wechselwirkungen im
Bereich der Kopfgruppen treten bereits bei geringen DMSO-Konzentrationen auf. Ab einer
Konzentration von 30 % wird zusatzlich eine Aufweitung der Kopfgruppenbereiche und eine
vermehrte Anreicherung von DMSO innerhalb der Lipide erreicht. Dadurch kann sowohl
die Penetration hydrophiler als auch lipophiler Arzneistoffe begtinstigt werden.
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2.5. GLYCEROL

Glycerol ist eine in der Haut vorkommende Substanz, die Bestandteil des natlrlichen Feucht-
haltefaktors ist. Dieser ist fur die Durchfeuchtung der Haut verantwortlich. Unter trockenen
Bedingungen kann Glycerol aufgrund seines hohen Wasserbindevermogenst®! eine ver-
mehrte Wasseraufnahme in das SC induzieren und so eine penetrationsférdernde Wirkung
hervorrufen. Dabei sollen allerdings der erreichte penetrationsfordernde Effekt, sowie die
Wechselwirkungen mit der SC-Lipidmatrix, vergleichbar mit denen von Wasser sein'2® 133,
Zudem kann Glycerol als Co-Solvens die Verteilung des Arzneistoffs aus der Formulierung
in das SC verstérken und so ebenfalls die Penetration von Arzneistoffen verbessern. Studien
an humanem SC zeigen dartiber hinaus, dass es bei der Applikation von Glycerol zur An-
reicherung des Molekils im Bereich der Kopfgruppen zwischen benachbarten Bilayern, und
zusitzlich zur Einlagerung zwischen den Kopfgruppen innerhalb eines Bilayers kommt!él,
Im Zuge einer solchen Einlagerung wéren Wechselwirkungen des Enhancers mit den Kopf-
gruppen der Lipide zu erwarten. Zusétzlich konnte ein Einfluss auf die Lipidkettenordnung
resultieren, weshalb diese Aspekte nachfolgend untersucht werden sollen.

25.1. MULTILAYER

Nach Zugabe einer 10 %igen Glycerollosung zum multilamellaren SC-Lipidmodell sind fiir
keine der untersuchten Proben Verschiebungen der symmetrischen und asymmetrischen
CHz-Valenzschwingungen im Gegensatz zu der Mischung in Wasser zu erkennen (Tabelle
17; beispielhaft sind fiir Probe 1 die Spektrenverlaufe in Abb. 53, Anhang A, S. 109 darge-
stellt).

Tabelle 17: Charakteristische IR-Bandenpositionen [cm*] eines multilamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:
CHOL:SA) vor und nach Zugabe von 10 % Glycerol.

Probe 1 Probe 2 Probe 3
Bande H.O- Glycerol H.O- Glycerol H.O- Glycerol
Referenz 10 % Referenz 10 % Referenz 10 %

vas(CH2)  2914,7+0,1 29145+0,1 29152+0,1 29152+0,1 29146+0,1 29145+0,1
vs (CHy) 2848,3+0,1 2848,4+0,1 28488+0,1 28488+0,1 28483+0,1 28483+0,1
v(CO) 17199+0,1 17191+0,1 1717,0+0,1 1717,3+0,1 17215+0,2 1723,1+0,1
1699,0+0,1 1699,3+0,1 1697,7+0,1 16976+01 17005+0,1 1703,2+0,1
1683,1+0,1 16825+0,1 16831+01 16829+01 16849+0,1 1690,1+0,1
Amid-I 16385+0,1 1638,6+0,1 16384+0,2 1638,7+0,2 1638,0+0,1 1638,2+0,2
1619,3+0,1 16192+0,1 1619,3+0,1 1619,3+0,1 1619,1+0,1 1619,2+0,1
Amid-II 1539,6 £0,1 1539,9+0,1 1540,2+0,1 1540,2+0,1 1540,1+0,1 1540,2+0,1
d(CH>) 1466,4 £ 0,1 1466,2+0,1 1465,7+0,1 1465801 14659+0,1 14659+0,1
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Damit wird durch Glycerol keine Konformationsanderung der Lipidketten induziert. Zudem
beschreibt die unaufgespaltene Bande der CHz-Deformationsschwingung bei Wellenzahlen
um 1466 cm™ eine hexagonale Kettenpackung, wie sie bereits fiir die Lipidmodelle in
Wasser beobachtet werden konnte. Im Bereich der Amidbanden lassen sich insgesamt keine
signifikanten Veranderungen erkennen. In Anlehnung an die fir DMSO beobachteten Ver-
schiebungen kann fir die Amid-1-Bande bei ~1640 cm™ jedoch eine tendenzielle Erhohung
der Wellenzahlen beobachtet werden, die eine leicht verminderte Ausbildung von HBBs in-
diziert. Die verschiedenen Positionen der Carbonylstreckschwingungen der SA verschieben
sich fur die drei untersuchten Proben und auch innerhalb dieser scheinbar ohne einen be-
stimmten Trend und liefern widersprichliche Resultate, was die Beeinflussung der HBBs
der SA betrifft. In diesem Fall kann davon ausgegangen werden, dass die beobachteten
Effekte weniger durch das Glycerol, als vielmehr durch mdgliche Veranderungen im System
selbst hervorgerufen werden.

2.5.2. OLIGOLAYER

IR-Messungen an Oligolayern zeigen nach Glycerolzugabe keine signifikanten Verschie-
bungen der detektierten Bandenpositionen, weder fur die asymmetrischen und sym-
metrischen CH> Valenzschwingungen, noch fiir die C=0 Valenzschwingung der SA (Tabelle
18). Analog zu den IR-Untersuchungen an Multilayern, kann demnach keine Auswirkung
des Glycerols auf die Lipidkettenordnung beobachtet werden. Die fehlende Verschiebung
der C=0 Valenzschwingung der SA deutet zudem auf eine ausbleibende Wechselwirkung
von Glycerol mit den Lipidkopfgruppen hin.

Tabelle 18: IR-Bandenpositionen [cm™] eines oligolamellaren SC-Lipidmodells
(CER[AP]:CHOL:SA) vor und nach Zugabe von 10 % Glycerol.

Bande D,0-Referenz Glycerol 10 %
vas(CH2) 2917,4+0,2 29175+0,1
vs(CHz2) 2849,8 £0,1 2850,1+0,3

v(CO) 1716,7 £0,3 1717,0+0,1

Die simultane Erfassung der Neutronenreflektivitat lasst keine Verdnderung im Kurvenver-
lauf der Probe, gemessen gegen eine 10 %ige Glycerollésung, im Vergleich zu D20 erken-
nen (Abb. 41). Folglich sind keine strukturellen VVeranderungen innerhalb der Probe beziig-
lich der Schichtdicken und Verteilung der Komponenten zu erwarten. Die bestimmten
Peakpositionen von 0,1307 + 0,0004 A vor und 0,1315 + 0,0004 A™* nach Enhancerzugabe
unterscheiden sich nicht signifikant und bestatigen damit, dass keine Verénderungen inner-
halb der Bilayerschichtdicken aufgrund der Anwesenheit von Glycerol erfolgen.
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Abb. 41: NR-Kurven einer oligolamellaren Probe (CER[AP]:CHOL:SA), gemessen gegen D,O
(grau) und anschlieBend gegen 10 % Glycerol in DO (hellblau).

2.5.3. LIPOSOMEN

Die PCS-Messungen an ULVs in 10 %iger Glycerollésung liefern vergleichbare Ergebnisse
wie Untersuchungen mit DMSO (Kapitel V1.2.4.3, S. 77). Bei Verwendung von Glycerol
als Enhancer ist der Durchmesser der ULVs mit 155,0 + 2,2 nm im Vergleich zu den ULVs
in Puffer ebenfalls deutlich gréRRer (Abb. 42a). Wahrend der Lagerung vergroRern sich die
Liposomen schlieRlich nicht stérker als die in Puffer und die PDI-Werte sind (iber den ge-
samten Untersuchungszeitraum mit denen von ULVs in Puffer vergleichbar (Abb. 42b).
Ahnlich wie beim DMSO kann demnach auch fiir das Glycerol eine durch die Préparation
beglnstigte Einlagerung der Molekdle in die Kopfgruppenbereiche der Liposomenmembran
mit einem resultierenden Mehrbedarf an Lipidmolekilen pro Liposom angenommen wer-
den. Dieser Effekt wird zudem von einer geringfugigen aber kontinuierlichen Fusion von
ULVs uberlagert.
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Abb. 42: Mittelwerte der Liposomendurchmesser (z-Average) (a) und des PDI (b) von SC-ULVs
(CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert = 10) (grau) und in 10 % Glycerol in Puffer (pH-
Wert = 10) (blau), in Abh&ngigkeit von der Lagerungszeit.

Der gemessene 6-CF-Leakage der ULVs in 10 % Glycerol ist bei allen drei untersuchten
Modellen signifikant groRer als bei der Referenz in Puffer (Abb. 43). Analog zu den Be-

83



KAPITEL VI ERGEBNISSE UND DISKUSSION GLYCEROL

obachtungen bei DMSO, tritt dieser Leakage direkt nach Zugabe des Enhancers auf und
verdndert sich dann nicht weiter. Hier kann ebenfalls von einer Zerstérung des gesamten
Vesikels infolge der Solubilisierung ausgegangen werden. Allerdings wird auch nur ein sehr
geringer Anteil an Liposomen beeinflusst, wie die eher geringen prozentualen Leakage-
Werte zeigen. Fur die unilamellaren SC-Liposomen bei einem pH-Wert von 10 ist der
Leakage mit 3,4 = 0,9 % nur geringfugig erhoht. Wird der pH-Wert dieser Mischung auf 7
abgesenkt, steigt der durch den Enhancer verursachte Leakage bereits auf 8,8 £ 0,8 % an.
Da bei diesem pH-Wert auch die Referenzliposomen einen htheren Leakage aufweisen,
kann, wie schon fir Wasser beschrieben (Kapitel VI1.2.1.4, S. 54), angenommen werden,
dass die geformten Liposomen bei einem pH-Wert = 7 durch den geringen Deprotonierungs-
grad instabiler bzw. anfalliger fir dufere Einflusse sind als Liposomen mit einem pH-
Wert = 10.
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Abb. 43: 6-CF-Leakage von SC-ULVs (CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert =7 bzw. 10,
grau) und unter Zugabe von 10 % Glycerol in dem jeweiligen Puffer (hellblau).

254, ZUSAMMENFASSUNG

Mit den Ergebnissen der gewéhlten Untersuchungsmethoden kann eine umfangreiche
Charakterisierung des Einflusses von Glycerol auf die verwendeten SC-Lipidmodellmem-
branen vorgenommen werden. Dabei wurde durch keine dieser Methoden ein deutlicher Ein-
fluss des Glycerols auf die Struktur der SC-Lipidmodelle belegt. Leakage-Messungen der
SC-Liposomen zeigen geringfiigig erhthte Werte, was auf die Anwesenheit einiger weniger
stabiler Liposomen, die durch das Glycerol leicht solubilisiert werden kénnen, hindeutet. Da
der grolite Teil der Liposomen jedoch unbeeinflusst bleibt, wird eine intensive Interaktion
mit den Lipiden ausgeschlossen. Die mit Hilfe der PCS-Messungen detektierten, leicht ver-
groRerten ULVs kdnnen analog zu DMSO auf eine Einlagerung des Enhancers innerhalb der
Liposomenmembran zuriickgefiihrt werden. Da die Einlagerung durch die Art der Prapara-
tion beglnstigt ist, kann hierbei ebenfalls keine direkte Interaktion mit den SC-Lipiden fest-
gestellt werden. IR-Messungen zeigen dartiber hinaus, dass Glycerol weder die Ordnung der
Lipidketten noch die Kopfgruppenwechselwirkungen in multi- und oligolamellaren Sys-
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temen signifikant beeinflusst. Eine verstarkte Einlagerung des Glycerols zwischen den Kopf-
gruppen benachbarter Bilayer, die mit einer Vergré3erung des lamellaren Wiederholabstan-
des verbunden ist, kann im Zuge von NR-Untersuchungen ebenfalls nicht beobachtet wer-
den. Die Ergebnisse der Studien von Brinkmann et al., bei denen eine Zunahme des lamel-
laren Wiederholabstandes aufgrund der Einlagerung der Enhancer zwischen benachbarte Bi-
layer beobachtet wurde und auch eine Einlagerung des Glycerols zwischen nebeneinander-
liegenden Lipiden innerhalb eines Bilayers vermutet wird'®?, konnten demnach nicht besta-
tigt werden. In diesen Untersuchungen wurde allerdings komplexes humanes SC verwendet
und der Einfluss des Glycerols besonders in Bereichen mit orthorhombisch orientierten Ket-
ten beobachtet, wohingegen hexagonale Bereiche nicht beeinflusst wurden. Wie IR-
Messungen zeigen, sind in den hier vorgestellten Modellen jedoch keine orthorhombischen,
sondern vielmehr hexagonal orientierte Kettenbereiche vertreten, was ebenfalls den ausblei-
benden Effekt in diesem Modell erklaren wirde. Zusétzlich wurden die SC-Proben in den
Untersuchungen von Brinkmann et al., statt bei den hier verwendeten 100 %, nur bei 75 %
relativer Luftfeuchte vorbehandelt. Es kann daher vermutet werden, dass das Ausgangs-
hydratationsniveau eine entscheidende Rolle bei Untersuchungen des Einflusses von Glyce-
rol spielt. Neueste Untersuchungen von Pham et al. unterstiitzen dabei diese Theorie. Hier
konnte, analog zu den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen, kein zusétzlicher Einfluss
von Glycerol auf die Ordnung der Lipide bei vollstandig hydratisiertem SC beobachtet wer-
den'?, Insgesamt lassen die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungsmethoden vermu-
ten, dass sich Glycerol zwar in geringem Ausmal? im Bereich der Kopfgruppen, und hier vor
allem zwischen benachbarten Bilayern, anlagert, im Vergleich zu Wasser jedoch keine zu-
satzlichen strukturellen Veranderungen in den SC-Lipidmodellen induziert. Fir das SC
konnte das bedeuten, dass die Anwesenheit von Glycerol daflr sorgt, dass ahnliche Be-
dingungen wie bei Anwesenheit von Wasser geschaffen werden, sodass selbst unter trocke-
nen Bedingungen keine groReren strukturellen VVeranderungen zu erwarten sind. In Bezug
auf die penetrationsfordernde Wirkung von Glycerol ist aufgrund der Ergebnisse der durch-
geflihrten Untersuchungen ein direkter Einfluss auf die Struktur der Lipidmatrix als Wirk-
mechanismus unwahrscheinlich. Die in der Literatur beschriebene vermehrte Wasserauf-
nahme im SC als Folge des groRRen Wasserbindungsvermoégens des Glycerols kann an dieser
Stelle nicht bewertet werden, da diese nur im Fall von nicht vollstandig hydratisierten Proben
untersucht werden kann. Die in dieser Arbeit verwendeten Ausgangsmodelle liegen jedoch
vollstandig hydratisiert vor, sodass nur der zusatzlich entstehende Effekt durch den Enhancer
beobachtet wird.
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2.6. PROPYLENGLYKOL

Propylenglykol (PG) ist eines der am héaufigsten in der Dermatopharmazie verwendeten Co-
Solventien. Es permeiert sehr schnell durch das SC und kann durch seine Eigenschaft als
Co-Solvens den Arzneistoff mit in das Gewebe hineinziehen (,,solvent drag effect*)1%2, Diese
Theorie wird durch die Beobachtung gestltzt, dass die Eindringtiefe des Arzneistoffs in die
Haut mit der Eindringtiefe des PG zusammenhingt!®. Obwohl synergistische Effekte mit
Enhancern wie Olsaure, Azonen und Terpenen bekannt sind*®! %4 in denen PG hauptsach-
lich als Vehikel dient, gibt es verschiedene Studien, die PG als eigenstandigen Penetrations-
enhancer herausstellen. Hierbei wird vermutet, dass PG sich sowohl in senkrechter als auch
in lateraler Richtung zur Membranebene zwischen den hydrophilen Kopfgruppen einlagert
und so unter anderem den lamellaren Wiederholabstand vergroRert'®®. Durch die Anreiche-
rung im Kopfgruppenbereich der SC-Lipide werden dort die Loslichkeitseigenschaften fur
den Arzneistoff erhoht, was wiederum zu einem vermehrten Ubertritt des Arzneistoffs aus
der Formulierung in das Gewebe fiinrt'6> 1%, Beziiglich des Einflusses auf die Lipidketten
gibt es allerdings gegensétzliche Untersuchungsergebnisse. 1987 postulierten Barry und
Bennett!®” eine Modifizierung der unpolaren Route durch PG, wihrend Bouwstra et al. in
ihren Untersuchungen eine Einlagerung des PG im Bereich der Lipidketten ausschlossen®?’.
Folglich soll an dieser Stelle untersucht werden, ob tatsachlich ein direkter Einfluss des PG
auf die verwendete SC-Lipidmischung, sowohl im Kopfgruppen- als auch im Lipidketten-
bereich, nachgewiesen werden kann.

2.6.1. MULTILAYER

IR-Spektren vor und nach Zugabe von 10 % PG zu dem multilamellaren SC-Lipidmodell
(Probel) zeigen die Abb. 54, Anhang A, S. 110) dargestellten Verlaufe. Die dazugehdrigen
Bandenpositionen und die der beiden weiteren untersuchten Proben sind in Tabelle 19 zu-
sammengefasst. Bei den fir die Kopfgruppen charakteristischen Banden ergibt sich weder
fiir die v(CO) der SA, noch fiir die Amid-I- oder Amid-I1-Bande eine signifikante Positions-
veranderung. Leidglich der bereits fiir Glycerol beschriebene Trend der Verschiebung der
Amid-1-Bande der weniger stark wasserstoffbriickengebundenen Spezies bei ~1640 cm™ zu
hoheren Wellenzahlen ist erkennbar. Insgesamt kommt es durch PG jedoch nicht zu einer
signifikanten Beeinflussung der im Bereich der Amidgruppe oder SA ausgebildeten HBBs.
Die Positionen der symmetrischen und asymmetrischen CH»-Valenzschwingungen, sowie
die Position der Bande bei ~1466 cm™ verdndern sich, wie bereits bei den anderen Enhan-
cern gezeigt, nicht. Ein Einfluss auf die Kettenordnung der Lipide kann demnach auch fiir
PG nicht beobachtet werden.
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Tabelle 19: Charakteristische IR-Bandenpositionen [cm™] eines multilamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:
CHOL:SA) vor und nach Zugabe von 10 % Propylenglykol. Die Positionen von schwach ausgepragten Banden
kénnen dabei nicht zuverlassig ermittelt werden (n.b.).

Probe 1 Probe 2 Probe 3

Bande H;O-Referenz PG10% H,O-Referenz PG10%  H,O-Referenz PG 10 %
vas(CHz) 29155+0,1 29154+0,1 29145+0,1 29145+01 29149+0,1 29148+0,1
vs(CHz) 28492+0,1 2849,3+0,1 28484+01 28484+0,1 2848,7+0,1 2848,8+0,1
v(CO) 1721,9+0,3 17219+0,2 1723,0+0,1 17233+0,1 1722,7+0,1 17229+0,1
-- -- -- -- 1700,0+0,2 1700,1+0,2
Amid-l  16383+0,1 16388+0,1 16385+0,2 1638,6+0,2 16382+0,2 16384 +0,2
n.b. n.b. 1619,2+0,1 1619,2+0,1 16199+0,1 1620,1+0,1
Amid-Il 1540,3+0,1 1540,5+0,1 1540,2+0,1 1540,2+0,1 1540,0+0,1 1540,6+0,1
3(CHy) 1466,4 +0,1 1466,2+0,1 14659+0,1 14658+0,1 1466,2+0,1 1466,1+0,1

2.6.2. OLIGOLAYER

Die Bandenpositionen der IR-Messungen an Oligolayern (Tabelle 20) zeigen weder im Be-
reich der fir die Kopfgruppen (v(CO)) noch der fir die Ketten charakteristischen Banden
(vs(CHz), vas(CH?2)) eine signifikante Verschiebung durch die Einwirkung des PG. Es kann
folglich weder eine Beeinflussung der Kopfgruppen- noch der Kettenregion beobachtet wer-
den. Die im Rahmen der IR-Untersuchung an Multilayern tendenzielle Bandenverschiebung
fiir die Amid-1-Bande konnte fur die Oligolayer nicht verfolgt werden, da diese aufgrund der
geringen Probenschichtdicke nicht detektierbar war.

Tabelle 20: IR-Bandenpositionen [cm™] eines oligolamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:
CHOL:SA), vor und nach Zugabe von 10 % PG.

Bande H,O-Referenz PG 10 %
vas(CH2) 2917,9+0,1 2918,0£0,1
vs(CH>) 28499 +0,1 2849,8+0,1

v(CO) 1717,3+0,4 1716,8 +0,4
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Abb. 44: NR-Kurven einer oligolamellaren Probe (CER[AP]:CHOL:SA), gemessen gegen D,O
(grau) und anschlieBend gegen 10 % PG in D20 (blau).
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Der Kurvenverlauf der simultanen NR-Messung ist vor und nach Zugabe des PG nahezu
identisch (Abb. 44). Die bestimmten Bragg Peak-Positionen von 0,1304 + 0,0002 A vor
bzw. 0,1301 + 0,0002 A nach Enhancerzugabe unterscheiden sich nicht. Lediglich die kri-
tische Kante ist aufgrund der unterschiedlichen SLDs von D20 und 10 % PG in D20 leicht
verschoben, gibt aber keinen Grund zu der Annahme einer enhancerinduzierten Veranderung
der Lipidstruktur, da sich im weiteren Kurvenverlauf keine Unterschiede ergeben.

2.6.3. LIPOSOMEN

Ahnlich wie DMSO und Glycerol, kann auch bei PG eine initiale VergroRerung des z-
average auf bis zu 164,3 + 1,7 nm beobachtet werden (Abb. 45a). Die zeitabh&ngigen PCS-
Untersuchungen der ULVs zeigen ebenfalls vergleichbare Ergebnisse wie die Untersuchun-
gen an DMSO und Glycerol. Dabei sind sowohl die VergroRerung der Liposomendurchmes-
ser als auch die PDI-Werte und deren Anstieg mit denen in Puffer vergleichbar (Abb. 45a
und b). Folglich kann auch fir PG ein kombinierter Effekt aus der Einlagerung in die Kopf-
gruppenbereiche der Liposomenmembran und dem geringfligigen aber kontinuierlichen Zu-
sammenflieBen von Liposomen als Erklarung fur die VergroRerung der ULVs dienen.
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Abb. 45: Mittelwerte der Liposomendurchmesser (z-Average) (a) und des PDI (b) von SC-ULVs
(CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert =10) (grau) und in 10 % PG in Puffer (pH-
Wert = 10) (blau), in Abhangigkeit von der Lagerungszeit.

Der ermittelte Leakage unilamellarer Liposomen von 8,0 + 2,1 % bei einem pH-Wert von
10 und 9,3 + 0,8 % bei einem pH-Wert von 7 unterscheidet sich nicht signifikant (Abb. 46).
Beide Werte sind jedoch hoher als die der Liposomen in Puffer von 0,5 + 0,4 % bei einem
pH-Wert von 10 und 1,4 + 0,8 % bei einem pH-Wert von 7. Insgesamt kann dieser Leakage
mit weniger als 10 % jedoch als eher gering betrachtet werden. Wie bereits flr die anderen
Enhancer diskutiert, ist daftir wahrscheinlich die inhomogene Zusammensetzung der Lipo-
somen verantwortlich. Dadurch entsteht auch ein geringer Anteil an instabileren Liposomen,
die durch den Enhancer leichter angegriffen werden kdnnen. Fur das Ausmal? des Einflusses
von PG hat der pH-Wert, ahnlich wie bei Glycerol, jedoch keinen Einfluss.
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Abb. 46: 6-CF-Leakage von SC-ULVs (CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert = 7 bzw. 10)
(grau) und unter Zugabe von 10 % PG in dem jeweiligen Puffer (blau).

2.6.4. ZUSAMMENFASSUNG

Da in Untersuchungen von Hoogstraate et al. keine Aufnahme von PG in die Korneozyten
beobachtet werden konnte®®, ist dessen penetrationsfordernder Effekt wahrscheinlich im
Bereich der Lipidmatrix lokalisiert. Die Ergebnisse der im Zuge dieser Arbeit durchgefuhr-
ten Untersuchungen liefern dabei neue Erkenntnisse, die zur Eingrenzung der Ursache dieses
Effektes beitragen. NR-Messungen zeigen, dass durch die Anwendung von PG keine Ver-
anderung des lamellaren Wiederholabstandes erfolgt. Dieser Zusammenhang konnte bereits
im Rahmen von SAXS-Messungen an exzidiertem humanem SC beobachtet werden!27: 169,
Da das PG-Molekdl relativ Klein ist, wéare dennoch eine Einlagerung zwischen den Kopf-
gruppen in laterale und senkrechte Richtung, ahnlich dem von Brinkmann aufgezeigten Mo-
dell, denkbar®®?, ohne dass sich dabei der lamellare Wiederholabstand verindert. Die durch-
gefuhrten IR-Messungen zeigen allerdings weder einen signifikanten Einfluss des PG auf
die HBBs in den polaren Bereichen der Bilayer, noch eine Veranderung der Ordnung der
Lipidketten. Diese Erkenntnisse stehen im Einklang mit IR-Untersuchungen von Boncheva
et al., bei denen an exzidierter Humanhaut ebenfalls kein signifikanter Einfluss des PG auf
die SC-Lipidkettenordnung ermittelt werden konnte®2. Eine Einlagerung in lateraler oder
senkrechter Richtung dirfte demnach nur so geringfugig ausgepragt sein, dass die HBBs
und Lipidkettenordnung nicht beeinflusst werden. Dieser Effekt wiirde allerdings nicht ur-
sachlich fur die penetrationsférdernde Wirkung des PG sein. Auch die im Rahmen der PCS-
Messungen aufgezeigte VergrélRerung des Liposomendurchmessers ist kein eindeutiges In-
diz fiir eine Einlagerung des PG in eine intakte Membran. In diesem Fall ist der Enhancer
bereits bei der Ausbildung der Membran beteiligt und seine Einlagerung somit begtinstigt.
Eine nachtragliche Einlagerung kann zudem nicht festgestellt werden. Insgesamt deuten die
Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungsmethoden darauf hin, dass der eigentliche
Effekt des PG, wie bereits in der Literatur beschrieben, darauf beruht die Loslichkeit der
Arzneistoffe in der Lipidmatrix und damit deren Penetrationsvermdgen zu erhéhen. In die-
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sem Zusammenhang gibt es Penetrationsstudien, die eine zunehmende Arzneistoffpenetra-
tion mit steigenden PG-Konzentrationen belegen!™. Es konnte dariiber hinaus aufgezeigt
werden, dass der Einfluss des PG in Bezug auf die Lipidmatrix nicht starker ausgeprégt ist,
als der von Wasser selbst!!*. Lediglich in Kombination mit anderen Penetrationsenhancern
kann ein (iber den Effekt des Wassers hinausgehender Einfluss vermutet werden!*. Bei den
in dieser Arbeit vorliegenden Untersuchungen werden die Effekte des PG jedoch immer im
Vergleich zu dem System in wassriger Losung, welches vollstandig hydratisiert vorliegt,
bewertet. Dieser Sachverhalt wére eine mdgliche und zudem sehr wahrscheinliche Erklarung
flr die ausbleibenden Verénderungen in Bezug auf die SC-Lipidstruktur.
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2.7. PENTANDIOLE

Die Fahigkeit der zwei Regioisomere 1,5-Pentandiol (1,5-Pd) und 1,2-Pentandiol (1,2-Pd)
zur Verbesserung der perkutanen Penetration ist bereits beschrieben!® 172173 'Beziiglich des
genauen Wirkungsmechanismus von 1,2- und 1,5-Pd als Penetrationsenhancer gibt es bis-
lang allerdings keine Studien. Aufgrund ihrer zusétzlich antimikrobiellen, konservierenden
und l6sungsvermittelnden Eigenschaftent’* 175176 sind diese beiden Penetrationsenhancer
besonders vorteilhafte Zusatzstoffe in topischen Formulierungen. Obwohl durch die unter-
schiedliche Lokalisierung der OH-Gruppe der beiden Regioisomere einerseits eine typisch
amphiphile und andererseits eine bolaamphiphil-&hnliche Struktur resultiert (Abb. 4), sind
die physikochemischen Eigenschaften beider Substanzen ziemlich dhnlich (GESTIS Sub-
stanzdatenbank). Dennoch ist es aufgrund der strukturellen Verschiedenartigkeit denkbar,
dass bei der Wechselwirkung beider Regioisomere mit SC-Lipiden Unterschiede auftreten.
Deshalb werden im Folgenden mdgliche Interaktionen der beiden Substanzen mit den hier
gewdhlten SC-Lipidmodellen untersucht.

2.7.1. MULTILAYER

IR-Messungen an multilamellaren Lipidmodellen ergeben unter Einwirkung von 10 % 1,5-
Pd bzw. 10 % 1,2-Pd im Vergleich zu Wasser die in Abb. 55 (Anhang A, S. 111) beispielhaft
fur jeweils eine Probe dargestellten Spektrenverldufe. Die dazugehorigen Bandenpositionen,
sowie die der zwei weiteren vermessenen Proben sind in Tabelle 21 zu finden. Fur beide
Enhancer kdénnen dabei weder fur die CH2-Valenzschwingungen, noch fiir die unaufgespal-
tene CHz-Deformationsschwingung Veranderungen beobachtet werden. Demnach sind
beide Molekiile nicht in der Lage, die hexagonale Kettenpackung sowie die Lipidkettenkon-
formation in dem multilamellaren System zu beeinflussen. Die Positionen der v(CO) der SA
zeigen fiir beide Molekile an vereinzelten Stellen signifikante Veranderungen. Diese treten
jedoch nicht konsistent in allen Proben auf bzw. sind sogar teilweise widersprichlich. Eine
durch die Pentandiole hervorgerufene Veranderung des HBB-Netzwerkes der SA ist folglich
nicht eindeutig nachweisbar. Im Bereich der Amid-1-Bande treten ebenfalls fur keinen der
beiden Enhancer nach dessen Zugabe signifikante Bandenverschiebungen auf, sodass auch
die von der C=0-Gruppe des CER[AP] ausgebildeten HBBs nicht beeinflusst werden. Fur
die Position der Amid-11-Bande kann nach Zugabe von 1,2-Pd eine fiir alle drei untersuchten
Proben signifikante Verkleinerung der Wellenzahlen erfasst werden. Die Ausbildung von
HBBs im Bereich der N-H-Gruppe des CER[AP] wird demzufolge durch die Anwesenheit
des 1,2-Pd abgeschwacht. Grund dafiir kdnnte beispielsweise die Einlagerung des 1,2-Pd im
Bereich der Kopfgruppen sein, die folglich die Wechselwirkungen der Lipidkopfgruppen

91



KAPITEL VI ERGEBNISSE UND DISKUSSION PENTANDIOLE

untereinander behindert. Im Gegensatz dazu kann bei Messungen mit 1,5-Pd kein einheit-
licher Trend fir die Verschiebung der Amid-11-Bande beobachtet werden.

Tabelle 21: Charakteristische IR-Bandenpositionen [cm™*] eines multilamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:
CHOL:SA) vor und nach Zugabe von 10 % 1,5-Pd bzw. 1,2-Pd. Die Positionen von schwach ausgepréagten
Banden kdnnen dabei nicht zuverlassig ermittelt werden (n.b.).

Probe 1 Probe 2 Probe 3
Bande H-O- 1,5-Pd 10 % H,O- 1,5-Pd 10 % H20O- 1,5-Pd 10 %
Referenz Referenz Referenz
vas(CH2) 29149+0,1 29147+0,1 29146+0,1 29147+0,1 29146+0,1 29146+0,1
vs (CHy) 2848,6+0,1 28486+0,1 28484+0,1 28484+01 28484+0,1 2848,4+0,1
v(CO) 1722,1+0,1 17222+0,1 1722,7+0,1 17228+0,1 17186+0,1 1720,8+0,2
1700,0+0,1 17002+0,1 17019+0,1 17018+0,1 1700,5+0,1 1701,0+0,1
n.b. n.b. 1686,4+0,1 16845+0,1 1684,7+0,1 1684,7+0,1
Amid-I 16385+0,1 1638,7+0,1 1638,7+0,2 16386+0,2 1639,2+0,2 1639,0+0,1
16195+0,1 16195+0,1 16192+0,1 16191+0,1 1619,1+0,1 1619,1+0,1
Amid-1l 1540,1+0,1 1540,6+0,1 1540,1+0,1 15398+0,1 1540,0+x0,1 15399%0,1
d(CH>) 14659 +0,1 14658+0,1 14659+0,1 14659+0,1 1466,0+0,1 1466,0+0,1
Probe 1 Probe 2 Probe 3
Bande H20O- 1,2-Pd 10 % H20- 1,2-Pd 10 % H20- 1,2-Pd 10 %
Referenz Referenz Referenz
vas(CHz) 2914,7+0,1 29148+0,1 2914,7+0,1 29148+0,1 29150+0,1 29150+0,1
vs (CHy) 2848,4+0,1 28484+0,1 28483+0,1 28483+0,1 2848,6+0,1 2848,7+0,1
v(CO) n.b. n.b. n.b. 1722,7+0,1 17224+0,2 1722,7+0,2
17011+0,1 1701,1+01 1701,1+0,1 17015+0,1 16995+0,1 1699,3+0,1
Amid-I 1638,6 +0,1 16385+0,1 16382+0,2 16379+0,2 16386+0,2 16385+0,1
16194 +0,1 16196+0,1 16192+0,1 16193+0,1 16198+0,1 16199+0,1
Amid-lIl 1540,0+0,1 1539,7+0,1 1540,0+0,1 1539,7+0,1 15395+0,1 1539,2+0,1
d(CHy) 14658 +0,1 14658+0,1 14659+0,1 1466,0+0,1 14659+0,1 14658+0,1
2.7.2. OLIGOLAYER

IR-Messungen an Oligolayern zeigen nach Zugabe von 1,5-Pd keinerlei Verschiebungen der
Bandenpositionen fur die v(CO) der SA. Im Zuge der Messungen mit 1,2-Pd kann Uberdies
keine Bande der v(CO) der SA detektiert werden. Somit ist analog zu den IR-Messungen an
multilamellaren Lipidmodellen kein Einfluss der beiden Enhancer auf das HBB-Netzwerk
der SA erkennbar (Tabelle 22). Im Bereich der CH2-Valenzschwingungen sind ebenfalls
keine enhancerinduzierten Positionsveranderungen beobachtbar, sodass von einer nach wie
vor sehr hohen Kettenordnung ausgegangen werden kann.
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Tabelle 22: IR-Bandenpositionen [cm™] eines oligolamellaren SC-Lipidmodells (CER[AP]:CHOL:SA), vor
und nach Zugabe von 10 % 1,2-Pd bzw.10 % 1,5-Pd.

Bande D,0O-Referenz 1,5-Pd 10 % D.O-Referenz 1,2-Pd 10 %
Vas(CH2) 2918,2+0,1 2918,2+0,1 2917,6 +0,1 29176 +0,1
vs(CHz) 2850,3+0,1 2850,2£0,1 28499+0,1 2850,1+0,1

v(CO) 1716,8 £ 0,2 1716,8 £ 0,2 -

Fur die simultane NR-Messung des oligolamellaren Lipidmodells gegen D20 und anschlie-
Rend gegen 1,5-Pd ergeben sich die in Abb. 47 dargestellten Kurvenverldufe (graue bzw.
pinke Quadrate). Gemal} der Peakanalyse (Kapitel V.1.1.1, S. 18) l&sst sich fir die SC-Lipid-
mischung gegen D,0 eine Gesamtschichtdicke von 200,7 + 6,4 A berechnen, die sich nach
Zugabe von 1,5-Pd mit einem Wert von 200,6 + 6,4 A nicht verandert. Die Bragg Peak-
Positionen, die Auskunft tber die Bilayerschichtdicke geben, lassen sich fiir die Mischung
gegen D20 zu 0,1285 + 0,0003 A und gegen 1,5-Pd zu 0,1291 + 0,0003 A ermitteln. Sie
geben ebenfalls keinen Anhaltspunkt fur eine Veranderung des Wiederholabstandes nach
Enhancerzugabe. Unterschiede im NR-Kurvenverlauf ergeben sich lediglich fur die Ausbil-
dung des ersten Minimums und die kritische Kante, welche jedoch auf die unterschiedlichen
SLDs der Medien zurtickzufiihren ist. Um festzustellen, ob die unterschiedliche Ausbildung
des ersten Minimums mit einer Veradnderung der Probenstruktur zusammenhangt, wurde
eine Analyse der Kurvenverlaufe mittels optischer Matrixmethode durchgefiihrt (Abb. 47
und Tabelle 30, Anhang A, S. 111). Da die NR-Kurven aufgrund der in diesem Fall weniger
orientierten Lipidstruktur nur sehr schwach ausgepragte Oszillationen zeigen, ist die Erzeu-
gung eines aussagekraftigen Modells erschwert. Ausgehend von dem Vorwissen Uber dieses
System und unter Beriicksichtigung der Chi2-Werte der angewendeten Fits firr verschiedene
Modelle, sind die nachfolgend vorgestellten Modelle die Wahrscheinlichsten. Dabei ist der
ubliche finfschichtige Aufbau, allerdings mit nur geringfligiger Abnahme des Bedeckungs-
grades mit zunehmender Entfernung von der Waferoberflache, zu erkennen. Im Gegensatz
zu den bisher vorgestellten Modellen, enthalt die PEI-Schicht in diesem Fall kaum Medium.
Urséchlich dafur kénnte der relativ hohe Bedeckungsgrad der Lipidschicht in den wafer-
nahen Bereichen sein, welcher eine Penetration des Mediums in die PEI-Schicht verhindert.
Durch die Zugabe von 1,5-Pd ist in den wafernahen Schichten eine Zunahme des Mediuman-
teils zu erkennen, wahrend in den &uReren Schichten eine Abnahme des Mediumanteils re-
sultiert (Tabelle 23). Eine tatsdchlich vermehrte Einlagerung des Mediums ist allerdings
fragwurdig, da sich die Bereiche der Kopfgruppen tendenziell nicht vergréfiern und auch
sonst keine einheitlichen Schichtdickenveranderungen innerhalb der verschiedenen Bilayer-
bereiche sichtbar sind (Tabelle 30, Anhang A, S. 111). Stattdessen kénnte durch die Anwe-
senheit des 1,5-Pd ein Teil der Lipide aus der Schicht herausgeldst werden, was sich eben-
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falls in einem Anstieg der Mediumanteile widerspiegeln wiirde. Dies wirde auch die gering-
fugige Abnahme der Gesamtschichtdicke erklaren. In den &ulieren Membranbereichen wird
dieser Effekt moglicherweise durch die verstarkte Anlagerung von 1,5-Pd an die Lipide
uberlagert. Aufgrund der bolaamphiphilen Struktur ist eine Wechselwirkung mit den SC-
Lipiden im Gegensatz zu Wechselwirkungen der Enhancermolekiile untereinander wohl-
maoglich bevorzugt. Vor allem im Bereich der Lipidketten ist die Grenzflachenspannung
durch den geringen Bedeckungsgrad der Lipidschicht in den &ufReren Membranbereichen
relativ groR. Die Anlagerung des amphiphilen 1,5-Pd an diese Grenzflachen wirde die
Grenzflachenspannung reduzieren und wére somit energetisch beginstigt. Durch die erhohte
Konzentration von 1,5-Pd mit einer geringeren SLD als die wassrige Losung in diesen Be-
reichen wird eine Verringerung des Mediumanteils aufgrund sinkender SLDs suggeriert.

10 = Tabelle 23: Mediuman-

6- teile [%] gemaR der SLD-
Profile aus Abb. 47 (Aus-
zug aus Tabelle 30, An-
4 hang A, S. 111).

D>0O

10° 3
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10 %

SLD [*10° AY

2 Wafer

Kopfe 27,2 29,6
0 50 100 150 200 250 Ketten 37,1 37,9
Abstand von der Waferoberflache [A] Kbpfe 36,5 39,6
Ketten 40,2 40,4
Kopfe 65,8 64,5
\ Ketten 43,2 433
S Kopfe 714 719

Neutronenreflektivitat
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001 ; e s e " Ketten 495 481
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Abb. 47: NR-Kurven einer oligolamellaren Probe (CER[AP]:CHOL:SA), ge- Ketten 43,9 425

messen gegen D,0O (graue Quadrate) und anschlieRend gegen 10 % 1,5-Pd Képfe 972 96.0
in D,O (pinke Quadrate). Die jeweiligen Fits sind als Linien der gleichen p_ ’ '
Farbe und die dazugehérigen SLD-Profile als Einschub oben rechts darge- Medium

stellt.

Die aus den Messungen des oligolamellaren Lipidmodells gegen D>O und anschlieRend ge-
gen 1,2-Pd resultierenden NR-Kurven sind in Abb. 48 dargestellt (graue bzw. griine Qua-
drate). Die deutlich erkennbaren und definierten Oszillationen indizieren eine sehr gut orien-
tierte Probe. Bei der vergleichenden Betrachtung der Kurvenverldufe kann bereits eine Ver-
anderung der Probenstruktur vermutet werden, da nach Zugabe des 1,2-Pd die Minima und
Maxima der Peaks weniger gut ausgeprégt sind als zuvor. Als Ursache dafur ist eine Ab-
nahme der Lipidordnung naheliegend. Dariiber hinaus verschieben sich die Positionen der
einzelnen Peaks zu grolReren Werten (Tabelle 24).
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Abb. 48: NR-Kurven einer oligolamellaren Probe (CER[AP]:CHOL:SA), gemessen gegen D,O
(graue Quadrate) und anschliefend gegen 10 % 1,2-Pd in DO (griine Quadrate). Die jeweili-
gen Fits sind als Linien der gleichen Farbe und die dazugehorigen SLD-Profile als Einschub
oben rechts dargestellt.

Tabelle 24: Peakpositionen der Kiessig-Oszillationen und Bragg Peaks [A1] aus den NR-Kurven eines oligo-
lamellaren Lipidmodells, dargestellt in Abb. 48, gemessen gegen DO und anschlieBend gegen 10 % 1,2-Pd in
D-0.

Peakposition 1 2 3 4 t[A]
D,0-Referenz 0,0469 + 0,0002 0,0737 £0,0014 0,0973 £0,0005 0,1322 +0,0003 222,6+7,8
1,2-Pd 10 % 0,0490 + 0,0003 -- 0,0989 + 0,0008 0,1329 + 0,0003 226,6 +9,1

Ein signifikanter Unterschied der Gesamtschichtdicken resultiert allerdings aufgrund der
grolRen Standardabweichung nicht. Flr eine genauere Betrachtung der Veréanderungen der
Probenstruktur sind die mittels optischer Matrixmethode ermittelten Fits der NR-Kurven und
die dazugehorigen SLD-Profile ebenfalls in Abb. 48 dargestellt (Fitparameter siehe Tabelle
31, Anhang A, S. 112). Das SLD-Profil zeigt ebenfalls den charakteristischen flinfschichti-
gen Aufbau mit einer Gesamtschichtdicke von etwa 257 A und einem groRen Anteil an Me-
dium in den Kopfgruppenregionen. Infolge des Austausches von DO durch die 1,2-Pd-L06-
sung nimmt der Anteil des Mediums, sowohl in den Kopfgruppen, als auch in den Ketten-
regionen ab (Tabelle 25). Urséchlich dafiir konnte eine vermehrte Einlagerung von 1,2-Pd
in die Lipidbilayer sein. Die im Vergleich zu dem wassrigen Medium niedrige SLD des 1,2-
Pd von -0,002*10° A-2 wiirde die vermeintliche Verringerung der Mediumanteile bewirken.
Das amphiphile Molekdl lagert sich dabei mit dem hydrophilen Teil im Bereich der Kopf-
gruppen und mit dem lipophilen Rest im Bereich der Lipidketten in die Bilayer ein. Eine wie
bei 1,5-Pd beschriebene Abldsung der Lipide, die zu einer Zunahme der Mediumanteile

95



KAPITEL VI ERGEBNISSE UND DISKUSSION PENTANDIOLE

fuhrt, kann hier nicht direkt beobachtet werden, ist aber auch nicht auszuschlieRen, da der
Effekt durch die verstarkte Anlagerung des 1,2-Pd tiberlagert sein kdnnte. Die zunehmenden
Rauigkeiten kénnten in diesem Zusammenhang durch einen abnehmenden Bedeckungsgrad
bedingt sein und somit eine Ablosung der Lipide indizieren. Andererseits kdnnte eine auf-
gelockerte Lipidstruktur fiir die zunehmenden Rauigkeiten verantwortlich sein. In der Folge
wirde sich die Beweglichkeit der Lipide erhéhen, wodurch die Dicken der einzelnen Schich-
ten tendenziell abnehmen wiirden. Diese Theorie kann allerdings durch IR-Messungen nicht
bestatigt werden.

Tabelle 25: Schichtdicken [A], Mediumanteile [%] und Rauigkeiten ¢ [A] gemaR der SLD Pro-
file aus Abb. 48 (Auszug aus Tabelle 31, Anhang A, S. 112)

D,0O-Referenz 1,2-Pd

Wafer Dicke Medium o} Dicke Medium o
Kopfe 6,8 45,0 1,12 2,4 47,2 0,59
Ketten 33,7 6,7 0,56 33,0 0,1 0,16
Kopfe 10,1 48,4 2,12 10,6 46,7 2,85
Ketten 37,2 12,0 1,21 34,1 6,8 1,63
Kaopfe 11,1 58,5 1,07 10,9 45,3 0,29
Ketten 32,4 31,9 0,65 34,3 27,8 1,96
Kopfe 13,8 74,0 0,55 13,8 61,9 0,77
Ketten 33,3 51,7 0,01 33,2 46,9 0,48
Kdpfe 14,3 90,0 0,26 14,1 83,0 1,39
Ketten 32,4 76,6 0,83 33,2 76,4 0,10
Kopfe 2,3 92,0 0,39 7,4 90,5 0,84
Chi? 2,8*10° 1,2*10°

2.7.3. FESTKORPERGESTUTZTE EINZELNE BILAYER

NR-Messungen der einzelnen Bilayer am FIGARO zeigen die in Abb. 56 und Abb. 57, (An-
hang A, S. 113) dargestellten Kurvenverlaufe. Sowohl fur 1,5-Pd als auch fiir 1,2-Pd in D2O
ergibt sich nach Enhancerzugabe ein Anstieg der Bragg Peak-Position von
0,1277 + 0,0007 A bzw. 0,1312 + 0,0013 A auf einen Wert von 0,1313 + 0,0011 A bzw.
0,1342 + 0,0008 AL, Mit Hilfe der zusitzlichen NR-Messungen bei unterschiedlichen Kon-
trasten (D20, 4AMW und SMW; Abb. 56 und Abb. 57, Anhang A, S. 113), kdnnen die expe-
rimentell ermittelten Daten gefittet und entsprechende Dichteverteilungsprofile fur die ein-
zelnen Komponenten extrahiert werden (Abb. 49 a und b). Die Referenzmessungen gegen
D20 (Daten nicht gezeigt) entsprechen dabei dem bereits beschriebenen Modell der Lipid-
mischung in D.O (Kapitel V1.2.1.3, S. 53). Das in Abb. 49a dargestellte Dichteverteilungs-
profil nach Zugabe von 1,5-Pd zeigt eine deutliche Ablésung der Lipide. Statt der in D2O
ermittelten drei Bilayer ist hier eine einfache Kopfgruppen-Ketten-Kopfgruppen Verteilung
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(graner und roter Kurvenverlauf im wafernahen Bereich) zu erkennen, die auf der dem Wafer
zugewandten Seite einen hoheren Bedeckungsgrad aufweist als auf der dem Medium zuge-
wandten Seite. Dabei kann das sehr aussagekréaftige Profil der Kopfgruppen quantitativ nicht
eindeutig durch die Verteilungskurve der Ketten bestétigt werden. Dennoch liefern die er-
haltenen Modelle erste Anhaltspunkte fir mogliche Interaktionsmechanismen der Enhancer.
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Abb. 49: Dichteverteilungsprofil der SC-Lipidmischung (CER[AP]:CHOL.:SA) als Funktion
des Abstandes von der Waferoberflache, berechnet aus den NR-Kurven in Abb. 56 und Abb.
57 und das dazugehdrige Modell fiir eine mogliche Anordnung der Lipide. a) gegen 10 %
1,5-Pd in D20 und b) gegen 10 % 1,2-Pd in D,O

So kann aufgrund des sehr geringen Bedeckungsgrades vor allem im Bereich der dem
Medium zugewandten Seite angenommen werden, dass 1,5-Pd eine komplette Ablésung der
zuvor detektierten duBeren zwei Lipidschichten und eine teilweise Ablésung der
Lipidschicht direkt auf der Waferoberflache verursacht. Innerhalb der verbleibenden
Lipidschicht kdnnte sich das 1,5-Pd aufgrund der bolaamphiphilen Struktur, wie in Abb. 49a
dargestellt, zwischen die Kopfgruppen der Lipide einlagern (pink). Da jedoch die
Dichteverteilungskurve fir das 1,5-Pd sehr breit ist, ware eine unselektive Anlagerung,
sowohl in Kopfgruppenbereichen als auch in den Kettenbereichen, analog zu den Aus-
fihrungen fur die NR-Messungen an Oligolayern (Kapitel VI1.2.7.2, S. 92), ebenfalls
denkbar. Gleichzeitig ist der Enhancer in der Lage, die Lipide zu solubilisieren, und kénnte
so zu der beschriebenen Ablésung der Lipide fiihren. Im Abstand von etwa 120 A von der
Waferoberfldche, nach einer etwa 50 A dicken wassrigen Schicht, folgt eine Kopfgruppen-
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Ketten und Kopfgruppen-Kopfgruppen Abfolge, bei der die Kopfgruppen in der gesamten
Struktur zu finden sind und sich die Ketten lediglich in der Mitte der Struktur konzentrieren.
Diese Dichteverteilung lasst sich mit dem Vorhandensein mizellartiger Strukturen erklaren.
Hierbei konnte das 1,5-Pd durch eine Einlagerung zwischen die relativ kleinen Kopfgruppen
der SC-Lipide deren Abstand vergrofiern und somit die mizellare Struktur stabilisieren.

Die Zugabe von 1,2-Pd zu dem dreischichtigen Lipidmodell hat ebenfalls einen erheblichen
Einfluss auf die Probenstruktur. Wie bereits fiir 1,5-Pd beschrieben, werden ebenso durch
1,2-Pd die &ul3eren beiden Bilayer abgeldst, sodass nur ein einzelner Bilayer auf der Wafer-
oberflache erhalten bleibt (Abb. 49b). Auch in diesem Fall wird vielmehr die qualitative
Verteilung der einzelnen Komponenten als deren absolute Menge fir die Interpretation der
Enhancereffekte herangezogen. Das 1,2-Pd lagert sich dabei aufgrund seines amphiphilen
Charakters wahrscheinlich zwischen die Lipide. Da es jedoch nur einen sehr kleinen hydro-
phoben Kettenteil besitzt, befindet es sich eher im Bereich der SC-Lipidkopfgruppen, bzw.
am Ubergang zwischen Kopfgruppe und Kettenregion. Als Folge dieser Einlagerung wiirde
es zu einer Fluidisierung der Lipidschicht und somit zu einer verringerten Lipidordnung
kommen. Diese erhohte Beweglichkeit der Lipide wirde die eher unscharfe Abgrenzung der
Kopfgruppen- und Kettenregionen erklaren. Zusatzlich zu der Einlagerung in die Lipid-
schicht ist das 1,2-Pd in der Lage, die Lipide zu solubilisieren, und induziert damit die be-
schriebene Abldsung eines Groliteils der Lipide von der Waferoberflache. Interessanter-
weise folgt auf eine sich anschlieRende etwa 30 A dicke wassrige Schicht eine Ketten-Kopf-
gruppen-Ketten-Abfolge, die die Anwesenheit von inversen Mizellen indiziert. Obwonhl dies
in wassrigem Medium eher unwahrscheinlich ist, unterstiitzt die Verteilung des Enhancers
diese Theorie. Dabei ist das 1,2-Pd in groRen Mengen vor allem in den &uBeren Bereichen
der mizellaren Struktur lokalisiert und kann durch die Ausrichtung der Kopfgruppen zum
wassrigen Medium die inverse Struktur stabilisieren, indem es die Grenzflachenspannung
zwischen den Lipidketten und dem waéssrigen Medium reduziert. Die mizellaren Strukturen
sind allerdings nicht sphérisch, da in diesem Fall eine gleichmaRige Verteilung des Enhan-
cers Uber die gesamte Struktur anzunehmen waére. Stattdessen ist das 1,2-Pd vor allem an
den Seiten zu finden, was auf eine eher langgestreckte Struktur schlief3en lasst.

2.7.4. LIPOSOMEN

In Abb. 50 ist der Leakage der SC-Lipidvesikel bei einem pH-Wert von 7 und 10, gemessen
gegen Puffer (Kapitel V1.2.1.4, S. 54), und nach Zugabe von 1,2- bzw. 1,5-Pd, dargestelit.
Die bei einem pH-Wert von 7 mit einem Leakage von etwa 1,4 + 0,8 % (grau) als sehr stabil
angenommenen Liposomen, werden durch die Zugabe von 1,5-Pd teilweise zerstort, sodass
sich der Leakage abrupt auf 5,8 + 0,8 % (pink) erhoht. Um diesen eher geringen aber signi-
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fikanten pl6tzlichen Leakage zu verursachen, muss der Enhancer, analog zu den Beschrei-
bungen fir DMSO, Glycerol und PG, auf eine Weise mit den SC-Lipiden wechselwirken,
die die gesamte Lipidstruktur des Liposoms zerstort. Hierbei werden jedoch nur die ULVs
zerstort, die aufgrund ihrer individuellen Lipidstruktur instabiler und damit leichter angreif-
bar sind. Als amphiphiles Molekul kénnte 1,5-Pd einen Teil der Lipide I6sen und Mizellen
ausbilden. Aufgrund der bolaamphiphil-ahnlichen Struktur, die verhindert, dass sich das
Molekdil entlang der Lipide in die Bilayer einlagert, kann das 1,5-Pd nur in geringem Malie
die Struktur der Liposomen zerstoren. Im Gegensatz zum 1,5-Pd, verursacht sein Regioiso-
mer mit dem vicinalen Diol, 1,2-Pd, einen sofortigen Leakage von 36,7 + 1,2 % (griin). Auf-
grund seiner amphiphilen Struktur kann 1,2-Pd in groRem MaRe mit den Lipiden innerhalb
der Liposomen wechselwirken, diese solubilisieren und so eine weitreichende Zerstérung
der Liposomen verursachen. Die Messungen bei einem pH-Wert von 10 zeigen mit
0,5+ 0,5 % in Puffer, 5,4 0,4 % in 1,5-Pd und 34,7 + 6,0 % in 1,2-Pd vergleichbare Er-
gebnisse wie bei einem pH-Wert von 7. Sie bestéatigen damit die Aussage, dass bei Hauttem-
peratur (32 °C) keine Unterschiede in der Integritat der Liposomen bei pH 7 und pH 10
bestehen (vgl. Kapitel V1.2.1.4; S. 54).
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Abb. 50: 6-CF-Leakage von SC-ULVs (CER[AP]:CHOL:SA) in Puffer (pH-Wert = 7 bzw.
10) (grau), sowie in 10 % 1,5-Pd (pink) und in 10 % 1,2-Pd (griin) in dem jeweiligen Puffer.

2.7.5. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen kénnen sowohl fiir 1,5-Pd, als auch fiir 1,2-
Pd eindeutige Effekte auf die SC-Lipidmodellstruktur beobachtet werden. Das Ausmal} und
die Art und Weise der Wechselwirkung unterscheiden sich jedoch fiir die beiden Regio-

isomere deutlich.

Fir das 1,5-Pd sind die Wechselwirkungen mit den SC-Lipiden dabei insgesamt eher
schwach ausgepragt. IR-Messungen lassen keinerlei Wechselwirkungen mit den Kopf-
gruppen oder Ketten der Lipide vermuten. Der niedrige Wert flir den Leakage indiziert tUber-
dies einen nur geringfugig ausgepragten Einfluss des Enhancers. Dieser ist auf die unzu-
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reichende Mdglichkeit der Einlagerung des 1,5-Pd aufgrund seiner bolaamphiphilen Struktur
zuruckzufihren. Eine Einlagerung des Enhancers zwischen die Lipide der intakten Bilayer
kann mit den durchgefuhrten Untersuchungen nicht eindeutig belegt werden. Die Ergebnisse
deuten vielmehr auf eine unselektive Anreicherung des 1,5-Pd in den Kopfgruppen- und
Kettenbereichen der Lipidbilayer hin. Eindeutig beobachtbar ist jedoch ein Ablésen der Li-
pide unter Ausbildung von Mizellen. In dem Zuge wird auch eine Einlagerung des Enhancers
im Bereich der Kopfgruppen zur Stabilisierung der Mizellen angenommen.

Dass der Einfluss des 1,2-Pd im Vergleich zu seinem Regioisomer deutlich erhéht ist, kann
bereits durch den sechsfach gesteigerten Leakage vermutet werden. Sowohl IR- als auch
NR-Messungen zeigen daruber hinaus, dass sich das 1,2-Pd direkt in die Lipidbilayer
zwischen benachbarte Lipide einlagert. In der Folge kommt es zu einer Ablésung der Lipide,
wobei, mdglicherweise durch das Uberangebot an Enhancer, inverse Mizellen ausgebildet
werden. Dieses starke Interaktionspotential des 1,2-Pd ist auf seine amphiphile Struktur zu-
riickzufiihren. Dadurch kann sich der Enhancer einerseits gut zwischen den Lipiden anlagern
und ist andererseits fahig, einen Teil der Lipide aus der Matrix zu solubilisieren. Dass bei
den IR-Messungen keinerlei Einfluss des 1,2-Pd auf die Lipidkettenordnung detektiert wird,
kann auf die viel groRere Probenflache, Uber die anschlieBend das Signal gemittelt wird,
zuriuckgefihrt werden. Im Vergleich dazu ist der bei den NR-Messungen untersuchte Pro-
benausschnitt deutlich kleiner. AuRerdem ist aufgrund der Wechselwirkungsweise mit der
untersuchten Probe die Methode der NR-Messung sensitiver als die IR-Messung und erfasst
deshalb bereits geringfuigigere Veranderungen. Hinzu kommt, dass die Wechselwirkungen
des Enhancers vor allem hydrophiler Natur sind und die entsprechenden Banden im IR fir
die sensitiveren Oligolayer schlecht zu detektieren sind.

Insgesamt sind die solubilisierenden Eigenschaften der beiden Pentandiole umso stérker aus-
gepragt, je dinner die Lipidschicht ist. Dies kann zum einen auf die gréRere Angriffsflache
und zum anderen auf den steigenden Anteil an Enhancer pro Lipidmolekdl zurtickgefuhrt
werden. In Bezug auf das native SC kann sowohl fir 1,5-Pd als auch fur 1,2-Pd als haupt-
séchlicher Mechanismus der penetrationsfordernden Wirkung ein Herausldsen von Lipiden
angenommen werden, wobei der Effekt des 1,2-Pd deutlich stérker ausgeprégt ist, als der
seines Regioisomers. Flr das 1,5-Pd kann zusétzlich eine unselektive Anreicherung in der
Lipidmatrix des nativen SC ohne deutliche Effekte auf die Struktur erwartet werden. Im
Gegensatz dazu ist das 1,2-Pd in der Lage, sich in die Bilayer zu integrieren, diese gering-
fugig aufzulockern und somit den penetrationsfordernden Effekt noch zu verstarken.
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VIl. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der hydrophilen Penetrationsenhancer Wasser,
Harnstoff, Taurin, DMSO, Glycerol, PG, 1,5-Pd und 1,2-Pd auf unterschiedliche SC-L.ipid-
modelle, bestehend aus CER[AP], CHOL und SA, unter Verwendung geeigneter Methoden
untersucht. Dazu konnte fur simultane NR- und IR-Messungen erstmals ein reproduzierbares
oligolamellares SC-Lipidmodell entwickelt werden, welches fur Untersuchungen an einer
fest/flussigen Grenzflache geeignet ist. Insgesamt gaben die Ergebnisse der umfangreichen
Untersuchungen (zusammengefasst in Tabelle 26) Aufschluss Gber mogliche Interaktionen
der Enhancer mit der SC-Lipidmatrix und lieferten so Hinweise auf den Mechanismus ihrer
penetrationsfordernden Wirkung im nativen SC. Dabei konnte bereits durch die Anwesen-
heit von Wasser eine deutliche VergroRerung der lamellaren Wiederholabstdnde beobachtet
werden. Diese ist auf eine verstarkte Anreicherung von Wasser im Bereich der Kopfgruppen
zurlckzufuhren. Fur das native SC kann daher eine Verbesserung der Lsungseigenschaften
fur hydrophile Arzneistoffe geschlussfolgert werden. Fur Harnstoff, Taurin, Glycerol und
PG konnte, Uber den Effekt des Wassers hinaus, kein zusatzlicher Einfluss auf die SC-Lipid-
struktur ermittelt werden, der im Zusammenhang mit einer penetrationsfordernden Wirkung
im nativen SC steht. Fur Harnstoff und Taurin wird vielmehr eine Anreicherung und damit
verbundene Hydratisierung innerhalb der Korneozyten vermutet. Glycerol und PG wirden
dagegen innerhalb der SC-Lipidmatrix auch unter trockenen Bedingungen vergleichbare
Wechselwirkungen wie im hydratisierten Zustand aufrechterhalten. Um diese Vermutung
genauer zu untersuchen, konnten die durchgefiihrten IR-Messungen an Multilayern, zu-
nachst im trockenen Zustand und anschlieend gegen reines Glycerol bzw. PG, wiederholt
werden. DMSO zeigte Wechselwirkungen im Bereich der Kopfgruppen, die, abhangig von
der eingesetzten Konzentration, zu einer Aufweitung dieser Region durch eine vermehrte
Anreicherung von Wasser und DMSO flihrten. Zusétzlich konnte ein Herausldsen der Lipide
beobachtet werden. Fiir das native SC kann demnach ein kombinierter Effekt aus Solubili-
sierung der Lipide und Aufweitung der Kopfgruppen, einer daraus resultierenden Anreiche-
rung des Enhancers und damit verbundenen verbesserten Losungseigenschaften fur den Arz-
neistoff abgeleitet werden. Die beiden Pentandiole reichern sich in der Lipidmatrix an, wobei
sich das 1,2-Pd gezielt zwischen benachbarte Lipide eines Bilayers einlagert und damit eine
Auflockerung der Lipidstruktur induzieren kénnte. Zudem sind beide Regioisomere in der
Lage, Lipide aus den Bilayern herauszulésen und somit einen penetrationsférdernden Effekt
hervorzurufen. Diese Fahigkeit ist allerdings fur 1,2-Pd deutlich starker ausgepragt als fir
1,5-Pd.
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Tabelle 26: Zusammenfassung der wichtigsten Erkenntnisse der an den verschiedenen Penetrationsenhancern durchgefiihrten Untersuchungen mit entsprechender
Schlussfolgerung fiir die Wirkungsweise im SC. Der Einfluss von Wasser ist in Bezug auf das Modell bei Raumfeuchte angegeben, wahrend fir die restlichen Enhancer der im
Vergleich zum Wasser zusatzlich auftretende Effekt bewertet wird.

Wasser Harnstoff Taurin DMSO Gylcerol Propylenglykol 1,5-Pentandiol 1,2-Pentandiol
IR Erhéhung der Ket-  Zunahme der kein Einfluss Abnahme der kein Einfluss kein Einfluss kein Einfluss Abnahme der
(Multilayer) tenordnung (hexa-  HBBs (Amid-I) (Tendenz: Zu- HBBs (Amid-I) (Tendenz: Ab- (Tendenz: Ab- HBBs (Amid-I1)
gonal, all-trans); nahme der HBBs nahme der HBBs nahme der HBBs
Zunahme der (Amid-1)) (Amid-I)) (Amid-1))
HBBs
IR Ketten: all-trans, kein Einfluss kein Einfluss kein Einfluss kein Einfluss kein Einfluss kein Einfluss kein Einfluss
(Oligolayer) Kopfe: v(CO) (V(CO) n.d.) (v(CO) n.d.)
NR Zunahme der Bi- kein Einfluss kein Einfluss Solubilisierung, kein Einfluss kein Einfluss Solubilisierung, Solubilisierung,
(Oligolayer) layerschichtdicke, Aufweitung der Anlagerung Einlagerung
5-schichtiger Auf- Kopfgruppenbe-
bau reiche (30 %)
NR 3-schichtiger Auf-  kein Einfluss kein Einfluss -- -- -- Einlagerung in Bi-  Einlagerung in Bi-
(Bilayer) bau layer, Solubilisie- layer, Solubilisie-
rung, Ausbildung rung, Ausbildung
von Mizellen inverser Mizellen
PCS ~130 nm ZusammenflieBen  Einlagerung in Einlagerung in Einlagerung in Einlagerung in -- --
(ULVs) Kopfgruppenbe- Kopfgruppenbe- Kopfgruppenbe- Kopfgruppenbe-
reiche, Zusam- reiche reiche reiche
menflieRen
Leakage stabil Porenbildung Porenbildung geringfligige Solu-  geringfiigige Solu-  geringfiigige Solu-  geringfiigige Solu-  starke Solubilisie-
(ULVs) bilisierung bilisierung bilisierung bilisierung rung
VeraréRerung der Solubilisierung Aufrechterhaltung
£rg ng Ausbildung von Ausbildung von von Lipiden, der Wechselwir- s
Bilayerschicht- : : ) N —— Solubilisierung
Schlussfolge- . . Poren in der SC- Poren in der SC- Aufweitung der Aufrechterhaltung  kungen in Lipid- Solubilisierung .
0 dicke durch Einla- o - o - - A - — von Lipiden,
rung far gerung, Lipidmatrix, Lipidmatrix, Kopfgruppenbe- der Wechselwir- matrix bei Wasser-  von Lipiden, S
Wirkungs- Anreicherungin ~ Anreicherung in reiche, kungen in Lipid-  Vverlust, unselektive Anrei- - niagerung

mechanismus
im SC

Verbesserte Lo-
sungseigenschaf-
ten fur Arz-
neistoffe

Korneozyten und
vermehrte Wasser-
einlagerung

Korneozyten und
vermehrte Wasser-
einlagerung

Verbesserte L6-
sungseigenschaf-
ten fuir Arznei-
stoffe

matrix bei Wasser-
verlust

Verbesserte L6-
sungseigenschaf-
ten fir Arz-
neistoffe

cherung in SC-Li-
pidmatrix

zwischen benach-
barte Lipide inner-
halb eines Bilayers
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass alle angewendeten Methoden geeignet sind die ver-
schiedenen SC-Lipidmodelle und den Einfluss von Enhancern generell zu untersuchen.
Allerdings gibt es auch hier im Hinblick auf das Experimentdesign Optimierungspotential.
Beispielsweise wurde fir keinen der untersuchten Penetrationsenhancer im Rahmen der IR-
Messungen eine Auflockerung der Lipidkettenordnung beobachtet. Hier konnte die Auswahl
der Ceramidspezies eine entscheidende Rolle spielen. Fir CER[AP] ist bereits bekannt, dass
es einen starken Einfluss auf die Lipidanordnung in SC-Lipidmodellen besitzt> 8. Aufgrund
der Anzahl von vier Hydroxylgruppen kann fiir das vorliegende Modell vermutet werden,
dass CER[AP] einen starken Zusammenhalt der Bilayer bewirkt und somit fur die nur in
geringem Mal3e auftretenden Effekte verantwortlich sein kdnnte. Ein Austausch durch eine
Ceramidspezies mit weniger Hydroxylgruppen konnte somit eine starkere Beeinflussung
durch die hydrophilen Enhancer bewirken und moglicherweise Veranderungen im Bereich
der Lipidkettenordnung zeigen. Ein solcher Austausch der Ceramidspezies bietet generell
flr die vorliegenden Untersuchungen die Mdglichkeit, Unterschiede in den Wechselwir-
kungen der Enhancer mit den verschiedenen Spezies festzustellen. Somit kénnen weiterfiih-
rende Informationen zum Interaktionsmechanismus und -potential der Enhancer gewonnen
werden. Zusatzlich kénnten, aufbauend auf die Untersuchungen an dem ternaren Lipid-
modell, komplexere Mischungen untersucht werden, um schlieBlich genauere Aussagen,
Uber das Zusammenspiel der verschiedenen Einfllisse in Bezug auf das native SC zu treffen.

Die simultanen IR- und NR-Messungen zeigten, trotz der vielversprechenden theoretischen
Voriberlegungen, zumindest was die Resultate der IR-Messungen betrifft, flir keinen der
untersuchten Enhancer einen signifikanten Einfluss. Deshalb soll an dieser Stelle die An-
wendbarkeit dieser Methoden kurz diskutiert werden. In diesem Fall waren die im IR zu
beobachtenden Effekte fur die hydrophilen Enhancer generell sehr geringfiigig ausgepréagt
und die IR-Messungen fiir diese Anderungen wohlmdglich nicht sensitiv genug. Zudem tra-
ten vor allem Wechselwirkungen im Bereich der hydrophilen Kopfgruppen auf, die aufgrund
des Experimentdesigns nur in geringem Mal3e bzw. tiberhaupt nicht detektiert werden konn-
ten. Um das Potential dieser simultanen IR- und NR-Messungen auszuschopfen, sollten da-
her vor allem Untersuchungen durchgefuhrt werden, bei denen eine deutliche Verschiebung,
speziell im Bereich der Lipidkettenkonformation, zu erwarten ist. Eine Mdglichkeit waren
temperaturabhéngige Messungen mit den eingesetzten hydrophilen Enhancern. Diese wur-
den in der Vergangenheit fiir IR-Untersuchungen beztiglich verschiedener Einflisse auf das
SC, auch unter Einsatz hydrophiler Enhancer, angewendet® 1% 177 Dabei konnten dhnlich
wie bei den genannten Studien Veranderungen im Bereich der Phasenlibergénge auftreten.
Diese wirden einen Einfluss der Enhancer auf die Lipidketten aufzeigen, der bei niedrigen
Temperaturen mit der Methode nicht detektierbar ist. Alternativ ist auch eine Untersuchung
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lipophiler Enhancer erfolgversprechend, da hier eine vorrangige Interaktion im Bereich der
Lipidketten zu erwarten ist. Die simultanen NR-Messungen an Oligolayern geben dartiber
hinaus nur erste Anhaltspunkte fir mogliche Interaktionsmechanismen der Enhancer. Fur
eine zuverléssigere Einschatzung der genauen Lokalisierung der Enhancer und der resultie-
renden Einflisse auf die Lipidstruktur wéaren zusétzliche Messungen bei verschiedenen
H.O/D.0O-Kontrasten erforderlich. Darliber hinaus konnte der Einsatz perdeuterierter En-
hancer weitere Informationen diesbeziiglich liefern.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Kombination der verschiedenen Metho-
den mit den unterschiedlich aufgebauten SC-Lipidmodellen eine umfangreiche und zuver-
lassige Einschatzung der Wirkungsweise der Enhancer ermdéglicht wurde. Ergéanzend zu den
hier angewendeten Methoden gibt es noch weitere aussagekraftige Methoden, die zusatz-
liche Informationen uber die mdglichen Wechselwirkungsmechanismen der untersuchten
Enhancer liefern kénnten, um die in dieser Arbeit getroffenen Aussagen zu festigen. Mithilfe
von Klein- und Weitwinkelstreuungen mit Rontgenstrahlen (SAXS und WAXS) kann dabei
zwischen der Verbesserung der Losungseigenschaften innerhalb der Membran, einer Einla-
gerung in die Lipidmatrix und / oder Veranderung der Lipidstruktur durch den Enhancer
unterschieden werden®. Unter Verwendung von Neutronenstrahlen (SANS) und dem Ein-
satz perdeuterierter Enhancer kann darlber hinaus durch Kontrastvariation eine genaue
Lokalisierung des Enhancers ermdglicht werden. Eine weitere Méglichkeit zu untersuchen,
ob die Enhancer tatsachlich keinen Einfluss auf die Lipidkettenordnung haben, ist die An-
wendung der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR), wobei sogar eine Differenzierung des
Einflusses auf die einzelnen Lipidkomponenten maglich ist!?® 18, Dass gerade auf dem Ge-
biet der Penetrationsenhancer Bedarf an neuen Forschungserkenntnissen besteht, steht auRer
Frage, da dermal und transdermal angewendete Arzneistoffe, wie eingangs erwahnt, ent-
scheidende Vorteile gegentiber oral Angewendeten bieten. Damit sie an ihren Wirkungsort
gelangen kénnen, missen flr die meisten Arzneistoffe die Barriereeigenschaften des SC,
beispielsweise durch die Anwendung hydrophiler Penetrationsenhancer, reversibel herabge-
setzt werden. Je genauer der exakte Wirkmechanismus eines jeweiligen Enhancers bekannt
ist, desto gezielter und erfolgreicher l&sst sich dieses Ziel verfolgen.
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VIIl. ANHANG

A — ABBILDUNGEN & TABELLEN
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Abb. 51: ATR-FTIR-Spektren eines multilamellaren SC-Lipidmodells (Probe 1) (CER[AP]:
CHOL:SA) gegen Wasser (grau) und gegen 5 % Taurin in Wasser (violett) nach jeweils 24 h
Inkubationszeit. Zu Vergleichszwecken sind die Spektren in Y-Richtung verschoben.
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Tabelle 27: Resultierende Werte der gefitteten Parameter der NR-Kurven der oligolamellaren Lipidmodelle
aus Abb. 33 fir die Dicken, SLDs, Mediumanteile und Rauigkeiten der jeweiligen Schichten des Modells.
Ebenfalls aufgefiihrt sind die Gesamtschichtdicke t, der Mittelwert fiir die Bilayerschichtdicke d und der Wert
fur die Abweichung der gefitteten Kurve von der experimentell ermittelten Kurve (Chi?).

D,0O-Referenz 5 % Taurin
Dicke SLD *10° Medium Rauigkei | Dicke SLD *10° Medium Rauigkei
[A] °[A7] [%] t[A] [A] *[A7] [%] t[A]
Si = 2,07 - = - 2,07 = -

SiO 13,2 3,47 0,0 0,22 13,2 3,47 0,0 0,22

PEI 5,9 0,59 60,0 0,26 59 0,59 60,0 0,26

Kopfgruppe 6,7 1,37 35,0 0,18 6,6 1,37 34,6 0,47

Ketten 32,3 -0,25 6,3 0,01 32,0 -0,25 6,3 0,50

Kopfgruppen 11,5 1,37 46,5 0,93 12,5 1,37 46,5 0,59

Ketten 37,4 -0,25 27,5 0,39 37,1 -0,25 27,3 0,87

Kopfgruppen 11,8 1,37 69,8 1,00 12,2 1,37 70,1 0,86

Ketten 32,9 -0,25 50,0 0,82 33,0 -0,25 49,0 0,42

Kopfgruppen 12,1 1,37 85,0 0,01 12,4 1,37 84,6 0,79

Ketten 34,5 -0,25 68,0 0,76 35,0 -0,25 67,1 0,66

Kopfgruppen 10,2 1,37 90,6 0,06 10,8 1,37 89,6 0,61

Ketten 36,3 -0,25 87,7 0,77 36,6 -0,25 87,0 0,09

Kopfgruppe 8,9 1,37 91,4 0,14 9,3 1,37 91,2 0,54

Medium - 6,05 = 0,57 — 5,90 == 0,22

t[A] 253,7 256,6
MW d[A] |469+26 475+2,8

Chi? 2,2*%107® 2,1*10°®
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Abb. 52: ATR-FTIR-Spektren des multilamellaren SC-Lipidmodells (Probe 1) (CER[AP]:
CHOL.:SA) gegen H,0 (grau), 10 % DMSO in H20 (hellrot) und 50 % DMSO in H,O (dunkelrot)
nach jeweils 24 h Inkubationszeit. Zu Vergleichszwecken sind die Spektren in Y-Richtung
verschoben. Peakveranderungen sind rot hinterlegt.

Tabelle 28: Resultierende Werte der gefitteten Parameter der NR-Kurven der oligolamellaren Lipidmodelle
aus Abb. 37 fir die Dicken, SLDs, Mediumanteile und Rauigkeiten der jeweiligen Schichten des Modells.
Ebenfalls aufgefuhrt sind die Gesamtschichtdicke t, der Mittelwert flr die Bilayerschichtdicke d und der Wert

fur die Abweichung der gefitteten Kurve von der experimentell ermittelten Kurve (Chi?).

D,0O-Referenz 10 % DMSO
Dicke SLD *10® Medium  Rauig- Dicke SLD *10® Medium  Rauig-
[A] [A?] [%] keit [A] [A] [A?] [%] keit [A]
Si -- 2,07 -- -- -- 2,07 -- =
Sio 6,8 3,47 0 0 6,8 3,47 0 0
PEI 15 0,59 55 0,69 15 0,59 55 0,69
Kopfgruppe 7,5 1,37 49,2 0,47 8,0 1,37 49,9 0,74
Ketten 39,2 -0,25 0,02 0,80 39,0 -0,25 0,02 0,05
Kopfgruppen 10,5 1,37 55,3 0,91 10,0 1,37 55,0 0,16
Ketten 31,2 -0,25 7,1 0,10 30,7 -0,25 1,7 1,00
Kopfgruppen 10,6 1,37 70,8 0,92 10,7 1,37 71,2 0,91
Ketten 34,2 -0,25 36,4 0,55 33,8 -0,25 36,3 0,73
Kopfgruppen 14,9 1,37 75,0 0,99 14,7 1,37 75,9 0,8
Ketten 36,0 -0,25 58,5 0,84 35,5 -0,25 58,6 0,43
Kopfgruppen 14,3 1,37 97,1 0,69 14,8 1,37 97,8 0,05
Ketten 31,1 -0,25 89 0,65 31,1 -0,25 89,4 0,57
Kopfgruppe 2,6 1,37 98,6 0,24 3,1 1,37 98,7 0,23
Medium - 5,97 -- 0,6 -- 5,4906 -- 0,97
t[A] 253,9 253,2
MW d [A] | 46,42 5,03 46,28 + 4,94
Chi? 1,3*103 0,3*10°
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DMSO

Tabelle 29: Resultierende Werte der gefitteten Parameter der NR-Kurven der oligolamellaren Lipidmodelle
aus Abb. 38 fir die Dicken, SLDs, Mediumanteile und Rauigkeiten der jeweiligen Schichten des Modells.
Ebenfalls aufgefiihrt sind die Gesamtschichtdicke t, der Mittelwert fiir die Bilayerschichtdicke d und der Wert

fur die Abweichung der gefitteten Kurve von der experimentell ermittelten Kurve (Chi?).

D,0O-Referenz 30 % DMSO
Dicke SLD *10® Medium  Rauig- Dicke SLD *10® Medium  Rauig-
[A] [A?] [%] keit [A] [A] [A?] [%] keit [A]
Si -- 2,07 -- -- -- 2,07 -- --
SiO 6,8 3,47 0 0 6,8 3,47 0 0
PEI 15 0,59 55 0,69 15 0,59 55 0,69
Kopfgruppe 7,5 1,37 49,2 0,47 7,1 1,37 39,9 0,06
Ketten 39,2 -0,25 0,02 0,80 34,9 -0,25 0,12 0,63
Kopfgruppen 10,5 1,37 55,3 0,91 12,2 1,37 64,9 0,78
Ketten 31,2 -0,25 7,1 0,10 31,8 -0,25 6,9 0,17
Kopfgruppen 10,6 1,37 70,8 0,92 14,8 1,37 74,6 0,46
Ketten 34,2 -0,25 36,4 0,55 32,1 -0,25 31,8 0,31
Kopfgruppen 14,9 1,37 75,0 0,99 15 1,37 84,8 0,18
Ketten 36,0 -0,25 58,5 0,84 30,4 -0,25 53,6 1,64
Kopfgruppen 14,3 1,37 97,1 0,69 14,8 1,37 96,9 0,37
Ketten 311 -0,25 89 0,65 32,5 -0,25 88,5 0,73
Kopfgruppe 2,6 1,37 98,6 0,24 5,7 1,37 98,9 0,49
Medium -- 5,97 = 0,6 — 4,33 = 0,71
t[A] 253,9 253,1
MW d [A] | 46,42 +5,03 46,26 + 1,25
Chi? 1,3*10°3 1,2*10°3
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Abb. 53: ATR-FTIR-Spektren eines multilamellaren SC-Lipidmodells (Probe 1) (CER[AP]:
CHOL:SA) gegen H>O (grau) und gegen 10 % Glycerol in H2O (hellblau) nach jeweils 24 h
Inkubationszeit. Zu Vergleichszwecken sind die Spektren in Y-Richtung verschoben.
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PROPYLENGLYKOL
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Abb. 54: ATR-FTIR-Spektren eines multilamellaren SC-Lipidmodells (Probe 1) (CER[AP]:
CHOL:SA) gegen Wasser (grau), gegen 10 % PG in Wasser (blau) nach jeweils 24 h
Inkubationszeit. Zu Vergleichszwecken sind die Spektren in Y-Richtung verschoben.
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Abb. 55 ATR-FTIR-Spektren eines multilamellaren SC-Lipidmodells (Probe 1) (CER[AP]:
CHOL:SA) gegen Wasser (grau) anschlielend gegen a) 10 % 1,5-Pd in Wasser (pink) bzw.
gegen b) 10 % 1,2-Pd in Wasser (griin) nach jeweils 24 h Inkubationszeit. Zu Vergleichszwecken
sind die Spektren in Y-Richtung verschoben.

Tabelle 30: Resultierende Werte der gefitteten Parameter der NR-Kurven der oligolamellaren Lipidmodelle
aus Abb. 47 fur die Dicken, SLDs, Mediumanteile und Rauigkeiten der jeweiligen Schichten des Modells.
Ebenfalls aufgefiihrt sind die Gesamtschichtdicke t, der Mittelwert flir die Bilayerschichtdicke d und der Wert
fur die Abweichung der gefitteten Kurve von der experimentell ermittelten Kurve (Chi?).

D,0O-Referenz 10 %1,5-Pd
Dicke SLD *10® Medium  Rauig- Dicke SLD *10°® Medium  Rauig-
[A] [A?] [%] keit [A] [A] [A?] [%] keit [A]
Si -- 2,07 - - - 2,07 = -
SiO 5,0 3,47 0 0,05 5,0 3,47 0 0,05
PEI 6,3 0,59 8,0 0,82 6,3 0,59 8,0 0,82
Kopfgruppe 2,0 1,37 27,2 0,89 1,6 1,37 29,6 0,77
Ketten 32,1 -0,25 37,1 0,49 31,8 -0,25 37,9 0,39
Kopfgruppen 11,0 1,37 36,5 0,62 10,5 1,37 39,6 0,55
Ketten 35,5 -0,25 40,2 1,36 35,0 -0,25 40,4 1,48
Kopfgruppen 11,8 1,37 65,8 0,40 12,2 1,37 64,5 0,80
Ketten 36,0 -0,25 43,2 1,81 35,8 -0,25 43,3 1,69
Kopfgruppen 13,7 1,37 71,4 1,10 13,2 1,37 71,9 0,75
Ketten 35,2 -0,25 49,5 0,20 36,0 -0,25 48,1 0,18
Kopfgruppen 14,7 1,37 94,2 0,60 14,0 1,37 92,9 0,83
Ketten 33,4 -0,25 43,9 0,60 34,0 -0,25 42,5 0,53
Kopfgruppe 34 1,37 97,2 0,13 3,2 1,37 96,0 0,63
Medium -- 6,06 - 0,73 - 5,59 - 0,81
t[A] 240,1 238,6
MW d[A] | 458+4,0 455+ 43
Chi? 2,1*10°3 2,4*10°°
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Tabelle 31: Resultierende Werte der gefitteten Parameter der NR-Kurven der oligolamellaren Lipidmodelle
aus Abb. 48 fir die Dicken, SLDs, Mediumanteile und Rauigkeiten der jeweiligen Schichten des Modells.
Ebenfalls aufgefiihrt sind die Gesamtschichtdicke t, der Mittelwert fiir die Bilayerschichtdicke d und der Wert
fur die Abweichung der gefitteten Kurve von der experimentell ermittelten Kurve (Chi?).

D,0O-Referenz 10 % 1,2-Pd
Dicke SLD *10® Medium  Rauig- Dicke SLD *10°® Medium  Rauig-
[A] [A7] [%] keit [A] [A] [A?] [%] keit [A]
Si - 2,07 - - - 2,07 - -
SiO 14,8 3,47 0 2,93 14,8 3,47 0 2,93
PEI 14,6 0,59 57,7 0,94 14,6 0,59 57,7 0,94
Kopfgruppe 6,8 1,37 45,0 1,12 2,4 1,37 47,2 0,59
Ketten 33,7 -0,25 6,7 0,56 33,0 -0,25 0,1 0,16
Kopfgruppen 10,1 1,37 48,4 2,12 10,6 1,37 46,7 2,85
Ketten 37,2 -0,25 12,0 1,21 34,1 -0,25 6,8 1,63
Kopfgruppen 11,1 1,37 58,5 1,07 10,9 1,37 45,3 0,29
Ketten 32,4 -0,25 31,9 0,65 34,3 -0,25 27,8 1,96
Kopfgruppen 13,8 1,37 74,0 0,55 13,8 1,37 61,9 0,77
Ketten 33,3 -0,25 51,7 0,01 33,2 -0,25 46,9 0,48
Kopfgruppen 14,3 1,37 90,0 0,26 14,1 1,37 83,0 1,39
Ketten 32,4 -0,25 76,6 0,83 33,2 -0,25 76,4 0,10
Kopfgruppe 2,3 1,37 92,0 0,39 7,4 1,37 90,5 0,84
Medium - 6.10 - 0,47 - 5,49 - 0,58
t[A] 256,7 256,3
MW d[A] | 455+24 454 +28
Chi? 2,8*10°3 1,2*10°
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Abb. 56: NR-Kurven einer einzelnen SC Lipid-Bilayerschicht (CER[AP]:CHOL:SA),
prapariert durch LB/LS, gemessen gegen 10 % 1,5-Pd in D,O (schwarze Quadrate), 4AMW
(hellblaue Quadrate) und SMW (orange Quadrate). Die dazugehdrigen Fits sind als Linien
in der jeweils selben Farbe dargestellt.
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Abb. 57: NR-Kurven einer einzelnen SC Lipid-Bilayerschicht (CER[AP]:CHOL:SA),
prapariert durch LB/LS, gemessen gegen 10 % 1,2-Pd in D,O (schwarze Quadrate), 4AMW
(hellblaue Quadrate) und SMW (orange Quadrate). Die dazugehdérigen Fits sind als Linien
in der jeweils selben Farbe dargestellt.
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B — ERGANZUNGEN METHODEN

1. RONTGEN-UND NEUTRONENREFLEKTOMETRIE

1.1 NEUTRONEN- UND RONTGENSTRAHLUNG

Um die Nanostruktur von SC-Lipidmodellen mit Hilfe von Strahlung zu untersuchen, muss
die Wellenléange der verwendeten Strahlung im GréRenbereich der atomaren Abstande
(~1 A) liegen. Die Wellenlange von Réntgenstrahlung liegt in diesem Bereich (0,1 — 10 A)
und besitzt auBerdem eine sehr hohe Eindringtiefe. Die Energie von Rontgenstrahlen ist im
Vergleich zu kalten Neutronen um ein Vielfaches groRer und lasst sich mit Hilfe der Licht-
geschwindigkeit c, der Wellenldnge A und dem Planck’schen Wirkungsquantum h berech-
nen:

_haf
E=hx. (13)

Rontgenstrahlen interagieren mit den Elektronen der Atomhille. Ihre Wechselwirkung ist
demnach von der Anzahl der Elektronen in der Hille (Ordnungszahl) abhéngig, wodurch ein
starker Kontrast zwischen Atomen mit kleiner und hoher Ordnungszahl entsteht. Benach-
barte Elemente im Periodensystem lassen sich jedoch nur schwer unterscheiden. Durch die
Verwendung von Rontgenstrahlen fiir Reflektivitdtsmessungen erhalt man vor allem eine
hohe Auflésung des Impulstuibertrages und die Mdglichkeit bis zu hohen Winkeln bzw. Im-
pulsiibertragen zu messen.

Die Wellenlangen der kalten Neutronen, die bei Experimenten im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurden, liegen im Bereich von einigen Angstrom, weshalb diese sich ebenfalls
fir Strukturuntersuchungen eignen. Aufgrund des Welle-Teilchen-Dualismus, konnen
Neutronenstrahlen zum einen als Welle der Wellenlédnge A, mit dem Impuls p = h/A und
der Energie E = h * f und zum anderen als Teilchen der Masse m, mit dem Impuls p = m *

v und der Energie E = %m * v2 beschrieben werden. Durch Verknipfung beider Beziehun-
gen gilt:

__ hxkxAd

m=v

De Broglie-Gl. A = g (14)

1 h? h?xk?
E=-m=x vz = =
2 2mxp2 2m

) (15)

mit dem reduzierten Planck’schen Wirkungsquantum A = h/2m und dem Wellenvektor k =
2m/A. Durch die Anwendung von Neutronen ergeben sich einige Besonderheiten und Vor-
teile fiir Strukturuntersuchungen!”®. Im Gegensatz zur Réntgenstrahlung interagieren Neu-

tronen mit dem Atomkern. Dieser Prozess ist Isotopenspezifisch. Insbesondere die unter-
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schiedlichen Streuldangendichten von Wasserstoff (H) und seinem Isotop Deuterium (D) wer-
den h&ufig in der Neutronenstreuung zur Kontrastvariation benutzt. Das ist vor allem bei der
Untersuchung biologischer Proben, die einen hohen Anteil an Wasserstoffatomen besitzen,
vorteilhaft. AuRerdem kénnen Elemente, die eine &hnliche Anzahl von Elektronen besitzen
und deshalb durch Rdéntgenstrahlung nicht unterschieden werden kénnen, mit Hilfe der
Neutronenstrahlung unterschieden werden. Ein Austausch von H>O durch D-O als Medium
mit chemisch identischen Eigenschaften, fihrt beispielsweise zu einer Verbesserung des
Kontrastes zwischen der biologischen Probe und dem wassrigen Medium. Je nach Versuchs-
aufbau kénnen auch Kontrastvariation durch Mischen von H20 und D.O vorgenommen wer-
den. Nachteile bei der Anwendung von Neutronen sind allerdings die geringe Intensitét des
Strahls und eine begrenzte Verfligbarkeit an Neutronenquellen.

1.2. REFLEKTOMETRIE — PRINZIP

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt erwahnt, konnen Rontgen- und auch Neutronen-
strahlen einerseits als Teilchen und andererseits als Welle angesehen werden. Um die Vor-
géange in der Reflektometrie ausreichend beschreiben zu kénnen, wird die untersuchte Strah-
lung als Welle betrachtet. Wie in Abb. 58 schematisch dargestellt, gilt analog zur klassischen
Optik®: Trifft ein Rontgen- bzw. Neutronenstrahl unter dem Winkel 6, auf eine Grenzflache
zwischen zwei Medien, wird er zum Teil reflektiert und zum Teil im Medium gebrochen.
Die Reflexion erfolgt nach dem Reflexionsgesetz unter dem Winkel 6, = 6, (spekulare
Streuung). Tritt der Strahl von dem optisch dichteren in das optisch diinnere Medium Uber,
erfolgt nach dem Snellius’schen Gesetzt (Gl. 16) eine Brechung unter dem Winkel 6, vom
Lot weg

n, * cos(6,) = n, * cos(6;). (16)

Ny

0,

Abb. 58: Schematische Darstellung des Prinzips der Reflektometrie
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Hierbei sind n,; und n, die Brechungsindices des jeweiligen Mediums. Diese lassen sich
sowohl fur Réntgenstrahlung als auch fir Neutronen, im Falle von nichtmagnetischen
Substanzen und unter der Bedingung, dass keine Magnetisierung erfolgt, berechnen zu

n=1-6—ip, 7)
wobei S der Absorptionskoeffizient ist und flr die untersuchten Proben vernachléssigt wer-
den kann. & beschreibt die Dispersion und kann ermittelt werden gemaR nachfolgender Glei-
chungen

2 2
Oy =1— ’zl—ipere (Rontgenstrahlen)  bzw. 6y = ;—’;pr (Neutronen), (18)

mit A als Wellenlange der Rontgen- bzw. Neutronenstrahlung, r, dem klassischen Elektro-
nenradius, b der Streuldnge fiir Neutronen und der Teilchendichte p. Die Produkte p, 7, bzw.
pnb werden auch als Streuldngendichten (SLD) bezeichnet und lassen sich berechnen mit

Z?: bC N mass
SLD = ==1-a = ZAPmass , g (19)

Vi MR

Hierbei ist N, die Avogadrozahl, V},, das molekulare Volumen und p,,,.ss die Massendichte
des Materials, My die relative Molekilmasse und b die Streulédnge des i ten Atoms eines
Molekils mit n Atomen. Fur Rontgenstrahlen muss die Streuldnge b; = Zr, fur jedes ein-
zelne Atom bestimmt werden, wobei Z die Ordnungszahl und r, der Comptonradius ist. Die
SLD ist eine sehr charakteristische Grol3e fur jede einzelne Schicht und lasst Rickschliisse
auf deren atomare Zusammensetzung zu.

Trifft der einfallende Strahl vom optisch dichteren auf das optisch diinnere Medium und ist
dabei der Winkel des einfallenden Strahls 6, kleiner als der kritische Winkel fur die Total-
reflexion 6., wird der Strahl in vollem Male reflektiert und dringt nicht in das Medium ein
(Abb. 58).

Bei der Charakterisierung von diinnen Schichten macht man sich diese Eigenschaft zu Nutze
und misst die Intensitat des reflektierten Neutronen- bzw. Rontgenstrahls im Winkel 8, unter
verschiedenen Einfallswinkeln 6,. Dabei wird anstelle des Winkels 8 tiblicherweise der Im-
pulstibertrag Q, der die Anderung des Neutronen- bzw. Elektronenimpulses bei der Re-
flexion an dem Material beschreibt, dargestellt. Dieser ist unabhdngig von der Wellenléange
und ermoglicht so einen Vergleich der Messergebnisse verschiedener Experimente. Er ergibt

sich aus der Differenz der Wellenvektoren k des reflektierten und einfallenden Strahles
(Abb. 58)

5 = Er - Ee (20)
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und steht mit dem Winkel 6, unter der Bedingung, dass elastische, spekulare Reflexion in
der Einfallsebene vorliegt, wie folgt in Beziehung:

Q= 4%sinﬁe : @

Der Impulstibertrag Q steht senkrecht zur Probenoberflache und wird daher Gblicherweise
mit dem Index z versehen. Der Ubersichtlichkeit wegen, wird im Folgenden auf diesen Index
verzichtet.

Die Reflektivitat R an einer ideal glatten Grenzflache kann als das Verhéltnis aus der reflek-
tierten und der eingestrahlten Intensitdt nach den Fresnel’schen Gleichungen berechnet wer-
den

R=Z=|r2. (21)
Iy

Der Reflexionskoeffizient » wird normalerweise in Abhangigkeit von der Polarisation der
einfallenden Welle bestimmt. Fir kleine Einfallswinkel sind die Fresnel Faktoren jedoch fir
die senkrechte und parallele Polarisationsrichtung gleich. Somit ergibt sich:

_ ke—k¢
T ketke (22)
Die Reflektivitat R kann auch als Funktion vom Impulsiibertrag dargestellt werden:

2

e /QZ—QC2
Rw)—;;@iz : (23)

Bei Einfallswinkeln 6, » 6, vereinfacht sich die Formel zur Berechnung der Reflektivitat
wie folgt:

R=(%) =2 (24)

20,) ~ 16Q*°

Demnach lasst sich ein starker Abfall fur die Reflektivitat mit steigenden Einfallswinkeln 6,
bzw. steigenden Impulstbertrdgen Q erwarten. Findet keine Absorption statt, kann der trans-
mittierte Anteil T der Strahlung berechnet werden zu:

T=1-R (25)

Da die Reflektivitat fir den Fall 6, > 6, proportional der Brechungsindexveranderung ist,
erhdlt man durch inverse Fourier Transformation die Autokorrelationsfunktion der
Brechungsindexveranderung, die der SLD-Funktion der Probe entspricht.
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1.3. REFLEKTIVITATSMESSUNGEN AN SCHICHTSYSTEMEN

Mit Hilfe der Rontgen- und Neutronenreflektometrie (XR und NR) lassen sich verschiedene
Eigenschaften von Dinnschichten und Multischichten bestimmen. Unter der Bedingung,
dass keine Absorption auftritt, wird bei Einstrahlwinkeln unterhalb des kritischen Winkels
die gesamte Intensitat reflektiert. Diese Winkel sollten in jedem Fall mit erfasst werden, da
mit Hilfe des kritischen Winkels die SLD der total reflektierenden Schicht bestimmt werden
kann, durch

6, = V26 . (26)

Nach Erreichen des kritischen Winkels fallt die reflektierte Intensitat exponentiell ab und
wird durch Kiessig-Oszillationen, periodische Modifizierungen der Reflektivitat R in Ab-
hangigkeit vom Einfallswinkel, uberlagert. Diese entstehen durch die Interferenz der an den
verschiedenen Grenzflachen eines Schichtsystems reflektierten Strahlen mit dem Wellen-
vektor k,. (Abb. 58) und enthalten Informationen tber die Schichtdicke, SLD und Rauigkeit
der Probe. Die Rauigkeit (Grenzflachenrauigkeit o) entsteht, wenn die Grenzflache
zwischen zwei Schichten j und j + 1 eines mehrschichtigen Systems nicht ideal glatt ist. Sie
wird durch das Einfuhren eines Exponenten berticksichtigt. Die Reflektivitat wird hierbei in
Anlehnung an GI. 22 und unter der Bedingung, dass keine Mehrfachreflexion erfolgt, be-
rechnet zu'®
Tije1 = % « e~ 2KjKjs107 j41 7)

Demzufolge kommt es bei einer groRen Rauigkeit zur starken Abnahme der spekularen Re-
flektivitat. Fur die Gultigkeit dieses Zusammenhanges missen die Rauigkeiten einer jeden
Schicht jedoch deutlich kleiner als die Dicke der Schicht selbst sein?8!,

1.4. REFLEKTOMETER

STRAHLUNGSERZEUGUNG: Rontgenstrahlen werden in einer Rontgenréhre erzeugt, wobei
Elektronen aus einer Gluhkathode herausgeschlagen und beschleunigt werden. Die Elektro-
nen werden durch das Aufprallen auf die Anode plotzlich abgebremst und interagieren mit
dem Anodenmaterial. Die so entstandene Rontgenstrahlung besteht aus Bremsstrahlung und
charakteristischer Rontgenstrahlung.

Neutronen kénnen in Forschungsreaktoren durch Kernspaltung von Uran-235 oder unter
Verwendung einer Spallationsquelle erzeugt werden, wobei hochenergetische Protonen auf
ein neutronenreiches Material treffen und im Atomkern eine Kettenreaktion auslésen, bei
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der Neutronen freigesetzt werden. Die so gewonnenen Neutronen sind sehr schnell und ha-
ben eine Energie im MeV-Bereich. Um diese abzubremsen, werden sie durch den mit Wasser
gefiillten Reaktorpool (Moderator) auf thermische Energie abgekihlt. Das ist notwendig, um
die Kettenreaktion im Kern aufrecht zu erhalten. Beim Durchstromen der kalten Quelle (sehr
kalter Wasserstoff) am Rand des Reaktorkerns werden die Neutronen weiter abgekdhlt,
wodurch der Wellenléngenbereich auf bis zu einige Angstrém ansteigt. Dadurch kénnen die
Neutronen einerseits entlang der Neutronenleiterrohre (ber eine langere Distanz bis an die
Messinstrumente geleitet werden und andererseits sind sie in diesem Zustand fiir die meisten
Strukturuntersuchungen besonders gut geeignet. Die polychromatischen Strahlen werden
anschlieBend in Richtung Probe geleitet.

MESSANORDNUNG: Die Probe steht in aufrechter oder horizontaler Position in einem Winkel
6 zum einfallenden Strahl. Auf dem Weg zur Probe kann aus dem Strahl durch Einsatz eines
Monochromators eine bestimmte Wellenléange herausgefiltert werden (bei Rontgenstrahlung
CuK.,1; ~0,154 nm), die dann unter einem Winkel 8 reflektiert wird. Bei TOF Instrumenten
wird dagegen ein polychromatischer Strahl mit dem kompletten Wellenlangenspektrum
pulsartig auf die Probe geleitet und reflektiert. Der Detektor erfasst im Winkel von 26 zum
einfallenden Strahl die reflektierten Neutronen. Dadurch kénnen verschiedene Impulstiber-
trage gleichzeitig gemessen und die Messzeiten insgesamt stark verkirzt werden. Bei time-
of-flight (TOF) Instrumenten wird hier die bendtigte Flugzeit der Neutronen flr das Zurtick-
legen der Strecke [ von der Entstehung des Pulses bis zur Detektion bestimmt. Diese Flugzeit
kann genutzt werden, um die Wellenlénge jedes einzelnen Neutrons zu bestimmen

__ TOFxh
T oml

A

(10)

Um eine exakte Zeiterfassung zu ermdglichen, muss der Startzeitpunkt der Neutronen genau
definiert sein. Hierzu werden Chopper in den auf die Probe geleiteten Neutronenstrahl ein-
gebaut, die den Strahl in einzelne Pakete mit definierter Startzeit aufteilen.

DETEKTION: Rontgenstrahlen werden mit Hilfe eines Szintillationszahlers detektiert. Hier-
bei werden in Abhangigkeit von der Energie der einfallenden ionisierenden Strahlung meh-
rere Lichtblitze ausgel6st. Diese setzen aus der Photokathode Elektronen frei, die an der
Anode einen messbaren Stromimpuls ausldsen.

Fir die Detektion von Neutronenstrahlen werden z. B. zweidimensionale 3He-Detektoren
verwendet, bei denen die Neutronen mittels einer Kernreaktion eingefangen werden. Die
dabei frei werdende Energie erzeugt einen Strom, der ortsaufgeldst detektiert werden kann.
Entsprechend der Auftreffposition in vertikaler Richtung am Detektor kann der dazugeho-
rige Streuwinkel ermittelt werden.
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2. MOLEKULSPEKTROSKOPIE

Bei der Molekulspektroskopie werden Molekile durch die Absorption elektromagnetischer
Strahlung angeregt. Die zum Ubergang in den angeregten Zustand notwendige Energie wird
beschrieben durch Gl. 13. Abhangig von der Wellenlédnge des eingestrahlten Lichtes kann
dadurch eine lonisation des Molekiils, eine Anregung des Elektronensystems (Fluorimetrie),
eine Anregung von Molekilschwingungen (IR) oder eine Anregung von Molekdlrotationen
erfolgen. Die angeregten Molekiile kénnen beim Ubergang in den Grundzustand diese Ener-
gie in Form von Wé&rme oder Strahlungsenergie wieder abgeben. Bei der Abgabe der Energie
als Warmestrahlung (siehe IR, Kapitel VV111.2.2.) wird der absorbierte Anteil der eingestrahl-
ten Lichtintensitat in Abhangigkeit von der Wellenléange als Absorptionsspektrum aufge-
nommen, wahrend bei der Aussendung von Strahlungsenergie ein Emissionsspektrum de-
tektiert wird (Fluorimetrie, Kapitel V.1.1)!82,

2.1. FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE

Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie lasst sich eine Vielzahl von Problemstellungen un-
tersuchen. Dazu gehdren unter anderem Wechselwirkungen zwischen Fluorophoren und L6-
sungsmittelmolekulen, Abstande zwischen Biomolekilen, Konformationsanderungen, Bin-
dungswechselwirkungen und Rotationsdiffusionsbewegungen von Biomolekiilen!®, Da-
riber hinaus lassen sich mit dieser Methode auch strukturelle Eigenschaften wie z. B. Pha-
senubergénge oder verschiedene Wechselwirkungen untersuchen. Bei der Fluoreszenz-
spektroskopie handelt es sich um eine Form der Emissionsspektroskopie, bei der die absor-
bierte Lichtenergie in Form von Strahlungsenergie anderer Wellenlange wieder abgegeben
wird. Diese Vorgéange werden im Jablonski-Termschema (Abb. 59) verdeutlicht. Das Mole-
kdl im Grundzustand Sowird in die verschiedenen Schwingungsniveaus der angeregten Zu-
stdnde Si und Sz gehoben. Bei der Fluoreszenz wird zundchst ein Teil der Energie in Form
von strahlungsloser Deaktivierung abgegeben, sodass sich das Molekil im Schwingungs-
niveau v = 0 des angeregten Zustandes Si befindet. Von dort aus gelangt das Molekdl durch
Aussendung von Fluoreszenzlicht in die verschiedenen Schwingungszustinde (v =0, 1, 2
usw.) des Grundzustandes. Die Energie des Fluoreszenzlichtes ist also in der Regel geringer,
als die des absorbierten Lichtes.

Die Messung des emittierten Fluoreszenzlichtes erfolgt mit Hilfe eines Fluorimeters. Dabei
werden als Lichtquellen meist Xenon- oder Quecksilberdampflampen mit einer moglichst
konstanten Lichtintensitat verwendet, weil die Fluoreszenzintensitat von der Intensitéat des
Anregungslichtes abhangt. Ein Monochromator im Anregungsstrahlengang ermdglicht die

120



KAPITEL VI ANHANG B — ERGANZUNGEN METHODEN MOLEKULSPEKTROSKOPIE

Anregung der Probe mit Licht einer einzigen Wellenlange. Diese sollte im Bereich des An-
regungsmaximums der zu detektierenden Substanz liegen. Das in alle Richtungen ausgesen-
dete Fluoreszenzlicht wird in einem 90°-Winkel detektiert, um die Anregungsstrahlung nicht
mit zu erfassen. Im Emissionsstrahlengang befindet sich ein zweiter Monochromator, der
das Streulicht minimiert, bevor das Fluoreszenzlicht vom Detektor erfasst und ein Spektrum
erstellt wird!®,

1 —4
0

S

o B N W

Absorption

o = N W

O = N W

So

Abb. 59: Jablonski Termschema (vereinfacht); Modifiziert nach 82

2.2. INFRAROT SPEKTROSKOPIE

Die IR-Spektroskopie zeichnet sich durch kurze Messzeiten, eine grofle Auswahl an Mess-
bedingungen, eine hohe Empfindlichkeit und einen sehr hohen Informationsgehalt der Spek-
tren aus. Diese Vorteile werden sowohl fiir quantitative (Konzentrationsbestimmung) und
qualitative (Identifizierung und Strukturaufklarung von Substanzen) Zwecke, als auch zur
Bestimmung physikochemischer Parameter genutzt.

Durch die Absorption von IR-Strahlung (A = 0,8 bis 50 um) werden Molekile aus dem
Grundzustand angeregt und dabei in verschiedene Schwingungszustande (v = 1, 2,3, ...) ge-
hoben. In der Folge treten Molekilschwingungen entlang der Bindungsachse durch Dehnung
und Stauchung der Bindung (Valenzschwingungen; v), sowie unter Anderung des Bindungs-
winkels (Deformationsschwingungen; &) auf. Generell sind jedoch nur diejenigen Schwin-
gungen IR-aktiv, die mit einer Anderung des Dipolmomentes in den verschiedenen Schwin-
gungszustanden einhergehen. Die Molekilschwingung zweier Atome kann vereinfacht
durch einen harmonischen Oszillator beschrieben werden. Dieser bestehet aus zwei Massen
m, und mg, die durch eine Feder der Kraftkonstante k* verbunden sind. Die Schwingungs-

frequenz ¥ lasst sich bestimmen durch
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<\

_1, \/E it M = mATmE (28)
21 M ma+mg
wobei M die reduzierte Masse ist und V umso groRer, je kraftiger die Feder, und je kleiner

die Massen m, und mg sind. Die Schwingungsfrequenzen vieler Atomgruppen sind beson-
ders charakteristisch und zudem sensitiv gegenuber verschiedenen Wechselwirkungen.

2.2.1. PrINZIPFTIR

Bei der Verwendung von FTIR-Gerédten wird die Strahlung des gesamten IR-Bereiches
gleichzeitig auf die Probe eingestrahlt. Um die Frequenzdomane bei der Messung in eine
Zeitdomane umzuwandeln, ist ein Michelson Interferometer zwischen Lichtquelle und Probe
essentiell. Hier wird der Strahl zun&chst in zwei Teile (A und B) geteilt, welche an je einem
Spiegel reflektiert werden und sich wieder zu einem Strahl C vereinigen. Der Spiegel fiir
Strahl B ist beweglich und beeinflusst dadurch den vom Strahl zuriickgelegten Weg. In der
Folge verandert sich die Phasenlage vom Strahl B. Bei der Wiedervereinigung von Strahl A
und B treten nun je nach Phasenlage des Strahles B konstruktive oder destruktive Interferen-
zen auf. Durch Hin- und Herbewegung des Spiegels werden so Intensitdtsmaxima und —
minima erzeugt. Eine bestimmte Zeit der Spiegelbewegung korreliert dabei mit einer be-
stimmten Wellenlange. Trifft der Strahl auf die Probe, werden Teile davon bei den fir die
Probe charakteristischen Wellenzahlen absorbiert. Die Lichtintensitét, die nicht von der
Probe absorbiert wurde, wird dann als Funktion der Zeit detektiert. Das so erhaltene Inter-
ferogramm wird durch Fourier-Transformation in das dazugehorige IR-Spektrum umgewan-
delt!®?,

3. PHOTONENKORRELATIONSSPEKTROSKOPIE

Die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) ist ein Laserstreulichtverfahren zur Ermitt-
lung von PartikelgréRen von etwa 3 nm bis 3 um. Die mit dieser Methode direkt ermittelten
GroRen sind die Partikel- bzw. Strémungsgeschwindigkeiten, aus denen sich die ent-
sprechenden PartikelgréRen berechnen lassen. Dabei wird auf eine Dispersion Laserlicht
eingestrahlt, welches von den Partikeln gestreut wird. Das Streulicht wird in einem 90°-
Winkel detektiert. Dieses ist durch die Interferenzerscheinungen, die aufgrund einer be-
stimmten Anordnung der Partikel zustande kommen, sehr charakteristisch. Kurz darauf wird
die Probe erneut bestrahlt und die Streulichtintensitidt gemessen. Haben die Partikel sich in
dieser Zeit schnell bewegt (kleine Partikel), so haben sie im Vergleich zur vorhergehenden
Messung eine stark veranderte Position (Abb. 60). Durch die veranderten Positionen der
Teilchen @ndern sich auch die Interferenzerscheinungen stark und die Streulichtintensitat
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weicht deutlich von der zuvor Gemessenen ab. Dagegen unterscheiden sich die beiden ge-
messenen Streulichtintensitaten von grofieren Partikeln nur geringfigig, da diese ihre Posi-
tion in der kurzen Zeit kaum verandert haben. Vom Detektor wird nun die Schwankungs-
geschwindigkeit der Streulichtintensitat ermittelt. Da sich kleinere Teilchen schneller bewe-
gen als Grolere, schwankt bei diesen die Streulichtintensitat schneller, als bei GroReren.

kleine Partikel groRe Partikel
schnelle Bewegungen langsame Bewegungen

(o)) (o)}
= o c
2 o ° P ® ° S
Bl o v . g
= o o =
Q 2 Q
o] m

l Zeit l Zeit

schnelle Intensitatsanderung langsame Intensitatsanderung

1 5
D /| 3
= [ WV =
5] [}
< =

l Zeit l Zeit

schneller Abfall B langsamer Abfall
g(t) der Korrelationsfunktion g(t) der Korrelationsfunktion
T(ps) T(ps)

Abb. 60: Messprinzip der PCS und Auswertung der Daten; Modifiziert nach %

Ausgewertet werden die im Detektor erhaltenen Daten uber eine Korrelationsfunktion. Da-
bei féllt die Korrelationsfunktion

g(@) = e72PK2 (29)

flr kleinere Partikel schneller ab, als fir GroRere. g(t) entspricht y in einer Gleichung der
Form y = e~* und kann aus den Intensitdten der verschiedenen Messzeiten T durch einen
Multiplikationsprozess erhalten werden. K ist der Streulichtvektor, der aus der Laserlicht-
wellenldnge und dem Detektionswinkel ermittelt werden kann. Die einzige Unbekannte - die
Diffusionskonstante D - kann somit berechnet werden. Der Wert fur D kann in die Einstein-
Gleichung eingesetzt und diese nach dem Partikelradius 1 umgestellt werden:

Kp*T,
rP= b*la

(30)

pemn

K, stellt die Boltzmann Konstante dar, T, die absolute Temperatur und »n die Viskositét des
Dispersionsmittels. Zusatzlich zur PartikelgroRe, wird der Polydispersitatsindex (PDI), ein
MaR fir die Breite der Verteilung ermittelt. Dabei stehen Werte von Null fiir monodisperse
Verteilungen, 0,1 bis 0,2 fiir enge, 0,3 fiir breite und 0,5 fiir sehr breite Verteilungen®®.
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C — MATERIALIEN

Lipide zur Praparation der Modellsysteme:

Ceramid [AP]-C18:18 (92,3 %) wurde von Evonik Industries AG (Essen, Deutschland) zur
Verfligung gestellt und tber Sdulenchromatographie zusatzlich gereinigt. Stearinsdure
(> 99,5 %), Lignocerinsdure (> 99,9 %) und Cholesterol (99+ %) wurden von Sigma Aldrich
GmbH (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Enhancer:

Harnstoff (98+ %), Taurin (> 99,5 %) und 1,5-Pentandiol (> 97,0 %) wurden ebenfalls von
Sigma Aldrich GmbH (Taufkirchen, Deutschland), Glycerol (>98 %) und DMSO
(>99,5 %) von Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Germany) und Propylenglykol von BASF
(Ludwigshafen, Deutschland) erworben. 1,2-Pentandiol (Hydrolite®) wurde von Symrise

(Holzminden, Germany) zur Verfigung gestellt.

Weitere Substanzen:

Triton X 100 (reinst) wurde bei Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Germany), Sephadex G-50 bei
MP Biomedicals (Santa Ana, CA, United States), Bis-Tris (Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methane; > 98 %), Tris(tris(hydroxymethyl)aminomethane; > 99,9 %),
branched Polyethy-lenimin (50 % (w/v) wassrige Losung; Mw ~ 750 kDa, M, ~ 60kDa),
5(6)-Carboxyfluorescein (> 95 %) und Natriumchlorid (> 99,8 %) bei Sigma Aldrich GmbH
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Lésungsmittel:
D20 (Reinheit > 99,9 Atom % D), Ammoniumhydroxid und Wasserstoffperoxid (30 %)
wurden von Sigma Aldrich GmbH (Taufkirchen, Deutschland) und Chloroform und Metha-

nol (> 99,9 %) von Merck (Darmstadt, Deutschland) erworben.
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