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Abstrakt 

Einleitung: Die topische Applikation ist eine der gängigsten Methoden, um dem Körper 

Substanzen zuzuführen. Zur Überwindung der Hautbarriere, stehen den Substanzen 

hauptsächlich der follikuläre und der interzelluläre Penetrationsweg zur Verfügung. Die 

Etablierung eines Hautmodells, das zwischen den beiden Penetrationswegen unterscheidet, stellt 

eine große Herausforderung dar. Keine der etablierten Ex-vivo-Methoden zur 

Penetrationsuntersuchung von topisch applizierten Substanzen berücksichtigt die transfollikuläre 

Penetration angemessen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Validität der dermalen 

Mikrodialyse am Ex-vivo-Schweineohrhautmodell zur Untersuchung der Penetrationskinetik von 

topisch applizierten Substanzen unter Berücksichtigung der transfollikulären Penetration 

überprüft [1]. Es wurde untersucht, ob der Follikelverschluss von in vivo auf das Ex-vivo-

Schweineohrhautmodell übertragbar ist [2]. Ferner war das Ziel, eine Ex-vivo-Methode zu 

entwickeln, die es ermöglicht, die transfollikuläre Penetration topisch applizierter Substanzen 

durch eine Kombination aus Mikrodialyse und selektivem Follikelverschluss zu quantifizieren [3]. 

Methodik: Alle Penetrationsstudien wurden am Ex-vivo-Schweineohrhautmodell durchgeführt. 

Die follikuläre Penetration des Modellwirkstoffs Fluoreszein-Natrium wurde anhand von 

Dünnschnitten und Laser-Scanning-Mikroskopie ausgewertet. 

Weitere Penetrationsstudien wurden mit dem Modellwirkstoff Koffein durchgeführt wobei folgende 

Formulierungen verglichen wurden: Koffein-Nanokristall-Gel vs. Koffein-Gel, 700 nm Koffein-

Nanokristall-Gel vs. 200 nm Koffein-Nanokristall-Gel, Koffein-HEC-Gel mit und ohne 

Follikelverschluss. Die Sammelzeiten der Mikrodialyse variierten je nach Fragestellung. Nach 

Abschluss der Mikrodialyse wurden die Hautproben auf ihre Koffeinkonzentration in den 

einzelnen Hautschichten überprüft. Die Koffeinanalytik wurde mittels 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) durchgeführt. 

Ergebnisse: Mittels Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell konnte gezeigt werden, dass der 

Einsatz von partikulären Formulierungen (Koffein-Nanokristall-Gel vs. Koffein-Gel), insbesondere 

bei optimierter Partikelgröße (700 nm vs. 200 nm Koffein-Nanokristall-Gel), zu einer erhöhten 

Bioverfügbarkeit führte. Nach Follikelverschluss wurde das topisch applizierte Koffein später und 

in geringerer Menge bioverfügbar als bei offenen Haarfollikeln. 

Zusammenfassung: Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, den selektiven Follikelverschluss 

und die dermale Mikrodialyse miteinander zu kombinieren und somit den Einfluss der 

transfollikulären Penetration von Koffein ex vivo zu untersuchen. Der Einsatz der Mikrodialyse 

am der Ex-vivo-Schweineohrhautmodell stellt einen neuartigen Versuchsaufbau dar. Diese 

Kombination ist für weitere Untersuchungen von großem Interesse, da sie auch die Auswirkungen 

der follikulären und transfollikulären Penetrationskinetik erfassen kann, was bislang durch keine 

andere Ex-vivo-Versuchsanordnung gelungen ist.  
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Abstract 

Introduction: Topical application is one of the most common methods of delivering substances 

to the body. To overcome the skin barrier, substances mainly use the follicular and intercellular 

penetration pathways. Establishing a skin model that distinguishes between the two penetration 

pathways is a major challenge. None of the established ex vivo methods for penetration testing 

of topically applied substances adequately accounts for transfollicular penetration. In the present 

work, the validity of dermal microdialysis on the ex vivo porcine ear skin model to study the 

penetration kinetics of topically applied substances considering transfollicular penetration was 

tested [1]. It was tested whether follicular closing, as previously applied in vivo, is transferable to 

the ex vivo porcine ear [2]. Furthermore, the aim was to develop an ex vivo method to quantify 

the transfollicular penetration of topically applied substances by a combination of microdialysis 

and selective follicular closure [3]. 

Methods: All penetration studies were performed on the ex vivo porcine ear model. Follicular 

penetration of the model drug fluorescein sodium was evaluated using thin sections and laser 

scanning microscopy. 

Further penetration studies were performed with the model drug caffeine comparing the following 

formulations: Caffeine Nanocrystal Gel vs. Caffeine Gel, 700 nm Caffeine Nanocrystal Gel vs. 

200 nm Caffeine Nanocrystal Gel, Caffeine HEC Gel with and without follicle closure. 

Microdialysis collection times varied depending on the question. After completion of microdialysis, 

skin samples were checked for caffeine concentration in each skin layer. Caffeine analysis was 

performed by high-performance liquid chromatography (HPLC).  

Results: Using microdialysis on the porcine ear skin model, it was shown that the use of 

particulate formulations (caffeine nanocrystal gel vs. caffeine gel), especially with optimized 

particle size (700 nm vs. 200 nm caffeine nanocrystal gel), resulted in increased bioavailability. 

After follicle closure, topically applied caffeine became bioavailable later and in lower amounts 

than in open hair follicles. 

Summary: This work has successfully combined selective follicular closure and dermal 

microdialysis to investigate the influence of transfollicular penetration of caffeine ex vivo. The use 

of microdialysis on the ex vivo porcine ear model represents a novel experimental setup. This 

combination is of great interest for further studies as it can also capture the effects of follicular 

and transfollicular penetration kinetics, which has not been achieved by any other ex vivo 

experimental setup so far. 
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1 Einleitung  

Topische Wirkstoffapplikationen sind essenziell in der Lokaltherapie, können jedoch auch für die 

systemische Therapie eingesetzt werden. Damit ein topisch applizierter Wirkstoff bioverfügbar 

wird, muss dieser allerdings zunächst die Hautbarriere überwinden. Da es eine der wichtigsten 

Aufgaben unserer Haut ist, uns vor äußeren Einflüssen zu schützen, gelangen meist nur weniger 

als 1 % der topisch applizierten Wirkstoffe ins lebende Gewebe [4]. Von wissenschaftlicher Seite 

aus gibt es daher stets Bestrebungen, diese geringe Bioverfügbarkeit von Wirkstoffen zu 

erhöhen. Hierfür werden immer neue Formulierungen entwickelt, die auf unterschiedliche 

Strukturen in der Haut oder Mechanismen abzielen. Bei der Erprobung solcher neuen 

Formulierungen ist es von essentieller Bedeutung, dass sowohl deren Wirkung als auch deren 

Wirkstoffkonzentration im verwendeten Versuchsaufbau angemessen abgebildet werden kann. 

Dies gilt insbesondere für Formulierungen, die den Haarfollikel als Zielstruktur anvisieren. 

Üblicherweise wird bei Ex-vivo-Untersuchungen mit der Franz-Diffusionszelle oder der dermalen 

Mikrodialyse exzidierte Haut verwendet. Diese ist jedoch nur bedingt hierfür geeignet, da es durch 

die Exzision der Haut zur Kontraktion der Haarfollikel bzw. sogar zur Zerstörung der follikulären 

Barriere kommen kann [5,6]. 

Für die Untersuchung von Nanopartikel-haltigen Formulierungen ist die Auswahl eines anderen, 

besser geeigneten Ex-vivo-Hautmodells besonders relevant. In zahlreichen In-vivo- und Ex-vivo-

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Nanopartikel sehr gut in den Haarfollikel 

penetrieren und damit optimal als follikuläre Wirkstofftransporter geeignet sind [7]. Damit die 

Wirkstoffe aus dem Haarfollikel ins lebende Gewebe gelangen können, werden diese im 

Haarfollikel freigesetzt und können dann unabhängig transfollikulär, also über die follikuläre 

Barriere, in das lebende Gewebe übertreten und schließlich bioverfügbar werden. Aktuell existiert 

keine Methode, die es erlaubt, die Bioverfügbarkeit von transfollikulär penetrierten Wirkstoffen ex 

vivo zu untersuchen.  

1.1 Aufbau und Funktion der Haut  

Die menschliche Haut besteht aus mehreren Schichten: von innen nach außen aus der Subcutis 

(Unterhaut), der Dermis (Lederhaut) und der Epidermis (Oberhaut). Abbildung 1 zeigt eine 

schematische Abbildung der Haut und des Haarfollikels.   

Die Subcutis besteht aus lockerem Bindegewebe und Fettzellen. Sie dient zur Wärmeisolation, 

polstert Stöße ab und speichert Nährstoffe. Direkt über der Subcutis befindet sich – ohne eine 

scharfe Abgrenzung – die Dermis. Sie besteht aus dichtem Bindegewebe, das für die Elastizität 

und mechanische Belastbarkeit der Haut verantwortlich ist. Eingebettet in die Demis liegen 
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Nerven, Kapillaren, Muskelfasern, Schweißdrüsen und die Haarfollikel. Die Schweißdrüsen und 

Haarfollikel werden auch als Hautanhangsgebilde bezeichnet [5].  

Die oberste Schicht der Haut, die Epidermis, lässt sich in die lebende Epidermis und das Stratum 

corneum, die Hornschicht, aufteilen. Die Epidermis und das Stratum corneum erneuern sich 

beständig. An der klar definierten Grenzschicht zwischen Epidermis und Dermis, der 

Basalmembran, bilden sich stets neue epidermale Zellen (Keratinozyten), die während ihres 

Alterungsprozesses weiter an die Hautoberfläche wandern und in den tieferen Schichten immer 

von neuen Zellen ersetzt werden. Im Laufe dieses Prozesses kommt es zur Verhornung der 

Zellen, wobei diese ihren Zellkern verlieren und nun nicht mehr der lebenden Epidermis, sondern 

dem Stratum corneum zugeordnet sind [8]. In diesem Stadium sind die Zellen starr und befinden 

sich in einer ,Ziegelmaueranordnung‘, wobei zwischen den Korneozyten (den Mauersteinen) 

bestimmte epidermale Lipide (der Mörtel) enthalten sind [9]. Diese Lipide schützen den Körper 

sowohl vor erhöhtem Wasserverlust als auch vor dem Eindringen vieler körperfremder 

Substanzen in das lebende Gewebe. Sie bilden damit eine Barriere, die in beide Richtungen wirkt.  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Haut und des Haarfollikels. (Eigene Abbildung) 

 

Diese kontinuierliche Hautbarriere wird an einigen Stellen von den Haarfollikeln unterbrochen. 

Haarfollikel sind komplexe Gebilde, die teilweise bis in die Subcutis hineinreichen können. 

Unterteilen lässt sich der Haarfollikel in das (1) Infundibulum, den (2) Isthmus, die (3) Wulstregion 

und den (4) Haarbulbus. Das Infundibulum besteht aus dem oberen und dem unteren 

Infundibulum und reicht bis zur Talgdrüse. Während der obere Abschnitt ein intaktes Stratum 

corneum aufweist, ist dies im Bereich des unteren Infundibulums nicht mehr der Fall. Die 

Barrierefunktion ist in diesem Bereich nicht mehr so stark ausgeprägt. Wirkstoffe, die bis in das 
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untere Infundibulum eindringen, können somit leichter aus dem Haarfollikel in das lebende 

Gewebe gelangen. Unterhalb der Talgdrüse erstreckt sich der Isthmus, der wiederum an der 

Wulstregion endet. Hier befinden sich die epithelialen Stammzellen. Ferner inseriert hier der 

Musculus arrector pili. Der Musculus arrector pili wird durch das vegetative Nervensystem 

gesteuert. Kommt es zu einer Kontraktion, so stellen sich die Haare auf (,Gänsehaut‘). Im 

anschließenden Haarbulbus ist die Haarpapille enthalten. Sie steuert das Erscheinungsbild sowie 

auch den Zyklus des Haares [10,11]. Wird der Haarfollikel im Querschnitt betrachtet, unterteilt 

dieser sich in den Haarschaft und die Wurzelscheide. Der Haarschaft besteht von innen nach 

außen aus Medulla, Kortex und Kutikula. Die Kutikulazellen bilden an der Haaroberfläche eine 

Schuppenstruktur, die auch für die follikuläre Penetration von Bedeutung ist. Studien und In-silico-

Modellierungen konnten zeigen, dass Nanopartikel, die einen der Schuppendichte 

entsprechenden Durchmesser aufweisen, besonders effektiv in den Haarfollikel penetrieren. 

Dieses Phänomen wird als Ratscheneffekt bezeichnet [12-14]. Die Wurzelscheide gliedert sich 

wiederum in eine innere und eine äußere Wurzelscheide auf. Im Bereich der äußeren 

Wurzelscheide befinden sich Tight junctions, die besonders ab dem unteren Infundibulumbereich 

eine gewisse Barrierefunktion aufrechterhalten, obwohl hier das Stratum corneum nicht mehr so 

deutlich ausgeprägt ist [15].    

 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, ist die Bioverfügbarkeit der meisten topisch applizierten 

Substanzen aufgrund der ausgeprägten Barrierefunktion der Haut sehr gering. Insgesamt werden 

drei Penetrationswege in die Haut beschrieben. Den größten Einfluss hat dabei der interzelluläre 

Penetrationsweg entlang der Lipidschichten, während der intrazelluläre Penetrationsweg eher 

von untergeordneter Bedeutung ist. Hierbei erfolgt die Penetration durch das Innere der Zellen. 

Der Anteil der Haarfollikel am Penetrationsprozess, die den dritten Penetrationsweg darstellen, 

wurde lange Zeit unterschätzt, da sie teilweise nur einen geringen Teil (Unterarm 0,1 %, Stirn 

13,7 %) unserer Hautoberfläche bedecken [16,17]. Beim follikulären Penetrationsweg muss 

unterschieden werden, ob eine Substanz tatsächlich nur in den Haarfollikel penetriert oder ob 

auch eine transfollikuläre Penetration in das den Haarfollikel umgebende Gewebe erfolgt und die 

Substanz damit bioverfügbar wird. 

1.2 Stand der Wissenschaft und Technik 

Bei der Mikrodialyse handelt es sich um ein bereits über die letzten Jahrzehnte etabliertes 

Verfahren, das erstmals 1966 bei Untersuchungen an Nervengewebe angewandt wurde [18]. Von 

dort aus wurde die Mikrodialyse als Probenentnahmetechnik auf verschiedenste Gewebearten 

übertragen und schließlich ab 1991 für Penetrationsuntersuchungen an der Haut eingesetzt [19]. 

Im Rahmen der minimalinvasiven Methode wird der zu untersuchende Stoff durch eine im 
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Gewebe platzierte Membran diffundiert und quantifiziert. Eine exakte Beschreibung der 

Vorgehensweise findet sich in Kapitel 2.1.1. Die dermale Mikrodialyse wurde bereits für die 

Untersuchung des Penetrationsverhaltens zahlreicher Substanzen in vivo und ex vivo eingesetzt. 

Bei den bisherigen Ex-vivo-Untersuchungen wurde in den meisten Fällen auf exzidierte 

Humanhaut zurückgegriffen [20-25]. 

Ex-vivo-Untersuchungen unter Berücksichtigung der Beteiligung der Haarfollikel am 

Penetrationsprozess, wie sie im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführt wurden, stellen 

besondere Ansprüche an das Hautmodell. Wird Haut exzidiert, kommt es unmittelbar zu einer 

starken Kontraktion des Hautstückes. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass sich dabei die 

elastischen Fasern rund um den Haarfollikel ebenfalls stark zusammenziehen und das follikuläre 

Reservoir um bis zu 90 % verkleinert wird [6]. Dies bedeutet, dass die Verwendung von exzidierter 

Haut eine Beurteilung der follikulären Penetration nur sehr eingeschränkt ermöglicht. Besser 

eignet sich hierfür das Schweineohrhautmodell. Dieses hat den Vorteil, dass die Haut während 

der Experimente auf dem Ohrknorpel fixiert bleibt und somit eine Kontraktion verhindert wird. 

Aufgrund dieser Besonderheit hat sich das Schweineohrhautmodell als Ex-vivo-Hautmodell zur 

Untersuchung der follikulären Penetration etabliert [26-28]. Zusätzlich kann mit Hilfe von 

Kryoschnitten und der Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) untersucht werden, wie tief ein 

Wirkstoff in den Haarfollikel penetriert.  

Um den Anteil der transfollikulären Penetration zu untersuchen, wurde der selektive 

Follikelverschluss als In-vivo-Methode entwickelt, wobei der Einfluss der Haarfollikel auf den 

Penetrationsprozess indirekt über den Vergleich mit den Penetrationsergebnissen aus 

Applikationsarealen mit offenen Haarfollikeln bestimmt werden kann. Der selektive 

Follikelverschluss wurde bereits bei einer Vielzahl von Studien eingesetzt. Hierbei wurden als 

Verschlussmaterialien lösungsmittelhaltiger Nagellack, ein Silikonfett-Cyanoacrylat-Klebstoff-

Gemisch, Wachse und Teflon verwendet [29-32]. Die meisten Erfahrungen konnten bislang mit 

dem Verschlussmaterial Nagellack gesammelt werden. Dieser beinhaltet neben Nitrozellulose 

auch weitere Stoffe wie Harze, Weichmacher und Lösungsmittel. Allerdings stellt sich 

insbesondere beim Einsatz von Nagellack die Frage, ob die Inhaltsstoffe neben dem Verschluss 

des Haarfollikels die Penetration weitergehend beeinflussen. Insbesondere Lösungsmittel sind 

für ihre penetrationsverstärkenden Eigenschaften bekannt. Bislang konnte nicht belegt werden, 

inwiefern dies einen Einfluss auf die Validität der Verschlussmethode hat.   

In einer Studie von Otberg et al. konnte anhand von In-vivo-Untersuchungen an Probanden 

dokumentiert werden, dass Koffein wesentlich schneller penetriert, wenn die Haarfollikel offen 

sind. Hier war das topisch applizierte Koffein bereits nach fünf Minuten im Blut nachweisbar, 

während es bei geschlossenen Haarfollikeln etwa 20 Minuten dauerte [30]. Breuckmann et al. 

konnten 2021 in vivo zeigen, dass Koffein-Nanokristalle mit einer Größe von etwa 700 nm für 

eine höhere Bioverfügbarkeit von Koffein sorgen, als dies durch 200 nm große Nanokristalle 
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gelingt. Dies lässt sich vermutlich damit erklären, dass die 700 nm großen Nanokristalle deutlich 

tiefer in den Haarfollikel penetrieren als die 200 nm großen Nanokristalle und damit in Bereiche 

des Haarfollikels gelangen, in denen die follikuläre Barriere weniger stark ausgeprägt ist [14].  

Der Einsatz von Nanopartikeln für die Applikation von Wirkstoffen ist in vielen medizinischen 

Bereichen bereits sehr gut untersucht. Das Bestreben, Nanopartikel auch als Wirkstofftransporter 

durch die Hautbarriere zu verwenden, verlief bislang jedoch weitestgehend erfolglos [33]. Wie 

bereits erwähnt, ist jedoch bekannt, dass Nanopartikel sehr gut und effektiv in die Haarfollikel 

penetrieren können [34]. Da bei gesunder Haut der Übergang vom Haarfollikel in das lebende 

Gewebe ebenfalls durch eine gewisse Barrierefunktion verhindert wird, können Nanopartikel 

jedoch nicht ohne Weiteres in das lebende Gewebe übergehen. Nur bei einer stark geschädigten 

Barriere konnte ein Übergang von Nanotransportern in das lebende Gewebe nachgewiesen 

werden [35]. Ein alternativer Ansatz ist es daher, die Nanopartikel nur als Transporter in den 

Haarfollikel zu verwenden und den Wirkstoff dann dort freizusetzen, damit dieser unabhängig in 

das lebende Gewebe übergehen kann [36]. Verschiedene Studien zeigen, dass dieser Ansatz 

durchaus vielversprechend ist [7].  

Bislang existiert allerdings keine zufriedenstellende Methode, um den transfollikulären 

Wirkstofftransport im Ex-vivo-Hautmodell zu untersuchen. Hierfür wird sowohl ein Hautmodell mit 

intakten Haarfollikeln benötigt als auch die Möglichkeit, diese so zu verschließen, dass der 

follikuläre Penetrationsweg ausgeschlossen werden kann. Da die wenigsten Studien direkt in vivo 

durchgeführt werden können, ist eine solche Methodik für die Entwicklung neuer Formulierungen 

essentiell.     

1.3 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit war es, eine Ex-vivo-Methode zu entwickeln, die es erlaubt, die Bioverfügbarkeit 

von transfollikulär penetrierten Wirkstoffen und Substanzen quantitativ zu erfassen. Dies sollte 

durch die Kombination der beiden Methoden der dermalen Mikrodialyse sowie des selektiven 

Follikelverschlusses erfolgen. Hierfür war es notwendig, den Follikelverschluss am 

Schweineohrhautmodell zu etablieren und potentielle penetrationsverstärkende Effekte durch 

Verschlussmaterialien auszuschließen. Die Kombination beider Methoden sollte am 

Schweineohrhautmodell etabliert und validiert werden.  

Folgende Thesen und Hypothesen wurden für die Bearbeitung der Arbeit formuliert und geprüft:  

Hauptthese:  

1. Die dermale Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell ist eine valide Methode, um die 

Penetration von topisch applizierten Substanzen zu erfassen.  
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Nebenthesen: 

2. Penetrationseffekte, die auf den Haarfollikel zurückgeführt werden, können durch die 

dermale Mikrodialyse abgebildet werden. Hierbei werden folgende Zusammenhänge 

deutlich:  

a. Wenn eine nanopartikulare Formulierung aufgetragen wird, kann eine höhere 

Bioverfügbarkeit beobachtet werden als bei einer nicht partikularen Formulierung.  

b. Durch den Einsatz von größenoptimierten Nanopartikeln um 700 nm kann eine 

höhere Bioverfügbarkeit als bei kleineren Partikelgrößen erreicht werden.  

c. Wenn die Haarfollikel verschlossen sind, wird der Wirkstoff erst später und in 

geringerer Menge bioverfügbar.  

3. Der selektive Follikelverschluss ist eine valide Methode, um die follikuläre Penetration am 

Ex-vivo-Schweineohrhautmodell zu verhindern.  

a. Der selektive Follikelverschluss kann ex vivo eingesetzt werden. Wenn 

lösungsmittelhaltiges Verschlussmaterial (lösungsmittelhaltiger Nagellack) in 

Form von kleinen Tropfen auf die Follikelöffnungen aufgetragen wird, kann kein 

topisch applizierter Modellwirkstoff in den Haarfollikel gelangen.  

b. Auch der Einsatz von lösungsmittelfreiem Verschlussmaterial (lösungsmittelfreier 

Nagellack) kann bei gleicher Applikation eine follikuläre Penetration von topisch 

appliziertem Modellwirkstoff in den Haarfollikel verhindern.  

c. Das Kontrollareal, in dem in vivo eine Flächenreduktion durch Applikation von 

kleinen Punkten des Verschlussmaterials neben dem Haarfollikel erzielt wurde, 

kann ex vivo eingesetzt werden, ohne unerwünschte Nebeneffekte zu induzieren.  

4. Durch die Kombination der dermalen Mikrodialyse mit dem selektiven Follikelverschluss 

ist es möglich, die transfollikuläre Penetration selektiv zu bestimmen.  
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2 Methodik 

Die Untersuchungen zur Prüfung der oben genannten Thesen und Hypothesen wurden in drei 

Publikationen veröffentlicht. Welche These in welcher Publikation behandelt wurde kann 

Abbildung 2 entnommen werden.  

 

 

Abbildung 2: Übersicht Thesen mit Zuordnung zu den jeweiligen Publikationen. (Eigene 

Abbildung) 

 

Im Folgenden werden die im Rahmen der hier vorgestellten Studien eingesetzten Materialien und 

Methoden kurz erläutert. Ausführliche Beschreibungen der Studiendesigns können den 

angehangenen Originalpublikationen entnommen werden. 
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2.1 Penetrationsstudien mit dermaler Mikrodialyse 

 

Abbildung 3: Übersicht der mittels dermaler Mikrodialyse durchgeführten Penetrationsstudien. 

(Eigene Abbildung) 

 

Die im Rahmen der Arbeit durchgeführten Penetrationsuntersuchungen sollten primär den Anteil 

der transfollikulären Penetration am Gesamtpenetrationsprozess untersuchen. Ziel war es, 

Zusammenhänge, die bereits durch In-vivo-Studien als statistisch signifikant bewertet worden 

waren, ex vivo zu reproduzieren und zu prüfen, ob diese auch bei Verwendung der dermalen 

Mikrodialyse am Ex-vivo-Schweineohrhautmodell beobachtet werden können. Da bereits 

bekannt war, dass der follikuläre Penetrationsweg einen Einfluss auf die Penetrationskinetik von 

Koffein hat [30,37], wurden für alle Untersuchungen Koffein-Formulierungen verwendet. Ein 

Überblick über die durchgeführten Studien findet sich in Abbildung 3.   

Es wurden insgesamt drei Penetrationsstudien durchgeführt, wobei die penetrierte Koffeinmenge 

sowohl mittels der dermalen Mikrodialyse als auch mittels der Koffeinextraktion aus den einzelnen 

separierten Hautschichten untersucht wurde.  

Zunächst wurde die Penetrationskinetik eines gesättigten Koffein-Gels mit der eines Koffein-

Nanokristall-Gels verglichen. Beide Gele hatten eine identische Basisformulierung. Aufgrund des 

höheren Koffeingehalts des Koffein-Nanokristall-Gels und der erhöhten follikulären Penetration 

von partikularen Substanzen wurde erwartet, eine deutlich erhöhte Bioverfügbarkeit in Arealen 

zu finden, in denen das Koffein-Nanokristall-Gel aufgetragen wurde.  

Da bekannt war, dass Nanopartikel der Größe um 700 nm besonders gut in den Haarfollikel 

penetrieren (Ratscheneffekt) [13], wurden in der zweiten Penetrationsstudie sowohl 200 nm große 

als auch 700 nm große Koffein-Nanokristalle jeweils in einer Gelformulierung aufgetragen. Eine 
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Studie mit vergleichbaren Formulierungen war bereits von Breuckmann et al. [14] in vivo 

durchgeführt worden.   

In der letzten Penetrationsstudie wurde der Follikelverschluss mit der dermalen Mikrodialyse 

kombiniert und ein Wasser-basiertes Koffein-Hydroxyethylcellulose(HEC)-Gel aufgetragen. Auch 

hier lag eine vergleichbare In-vivo-Studie vor, in der jedoch nicht mit einem Gel, sondern mit einer 

Koffeinlösung gearbeitet worden war. Um den Einfluss des Designs des Kontrollareals zu 

beurteilen, wurden zwei verschiedene Kontrollareale ohne Follikelverschluss mitgeführt. 

Während in einem der beiden Areale neben jeder Follikelöffnung ein Tropfen des 

Verschlussmaterials platziert wurde, wurde im zweiten Kontrollareal kein Verschlussmaterial 

eingesetzt. Auf das Vorgehen beim Follikelverschluss und die in diesem Zusammenhang 

vorhandenen Schwierigkeiten wird in Kapitel 2.2 eingegangen.      

2.1.1 Dermale Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der dermalen Mikrodialyse. (Eigene Abbildung) 

 

In den hier vorgestellten Untersuchungen wurde die dermale Mikrodialyse (siehe Abbildung 4) 

zur Untersuchung der Pharmakokinetik verschiedener topisch applizierter Koffein-

Formulierungen erstmals am Schweineohrhautmodell eingesetzt.  

Hierfür wurde eine semipermeable Membran in den oberen Bereich der Dermis platziert. Dies 

gelang, indem eine Kanüle akkurat parallel zur Hautoberfläche in einer Tiefe von etwa 300 m 

eingebracht wurde. Die exakte Lage der Kanüle wurde mit der optischen Kohärenz-Tomographie 

überprüft. Bei korrekter Lage wurde die Membran in die Kanüle eingefädelt und die Kanüle 
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danach entfernt. Die zu untersuchende Formulierung wurde anschließend topisch appliziert. Das 

topisch applizierte Koffein gelangt aufgrund der Penetration in das von der Membran umgebende 

Gewebe. Über einen zuführenden Schenkel wurde die Membran kontinuierlich über eine Pumpe 

mit einer konstanten Geschwindigkeit von 3 L/min mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) 

durchspült. Aufgrund der Semipermeabilität der Membran gelangte das Koffein auch in das 

Perfusat. Das mit Koffein angereicherte Perfusat (Dialysat) wurde nach dem Durchlaufen der 

Membran aufgefangen. Die Auffanggefäße wurden in je nach Studiendesign festgelegten 

Abständen ausgetauscht und die Koffein-Konzentration mittels 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Anhand der Fließgeschwindigkeit 

des Mikrodialyse-Perfusates und der Koffeinkonzentration im Dialysat konnte die gesammelte 

Koffeinmenge berechnet werden.   

2.1.2 Koffeinextraktion aus den einzelnen Hautschichten 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Separierung. (Eigene Abbildung) 

 

Alle mittels der dermalen Mikrodialyse untersuchten Hautareale wurden nach Abschluss des 

Mikrodialyseexperiments zusätzlich bezüglich des absorbierten Koffeins analysiert. Hierfür 

wurden die Hautschichten zunächst mittels Klebestreifenabrissen und Hitzeseparation in (1) auf 

der Haut verbliebene Formulierung und oberste Schichten des Stratum corneums, (2) restliches 

Stratum corneum und Epidermis sowie (3) Dermis und subkutanes Fettgewebe aufgetrennt 

(siehe Abbildung 5). Das Gewebe wurde anschließend homogenisiert und das Koffein extrahiert. 

Die so gewonnenen Koffeinlösungen wurden ebenfalls mit HPLC in Bezug auf den Koffeingehalt 

analysiert.  

2.2 Selektiver Follikelverschluss 

Beim selektiven Follikelverschluss sollte durch gezielten Verschluss der Haarfollikelöffnungen die 

Penetration von topisch applizierten Substanzen in den Haarfollikel verhindert werden, sodass 

der Stofftransport ausschließlich inter- und intrazellular erfolgte. Dieser Verschluss wurde 
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erzeugt, indem auf jede Haarfollikelöffnung ein Tropfen eines Verschlussmaterials aufgebracht 

wurde. Für eine präzise Applikation wurde das Verschlussmaterial mit einer 1-ml-Spritze 

aufgezogen und unter Einsatz einer Kanüle aufgetragen. Durch den Vergleich mit einem Areal 

ohne Haarfollikelverschluss konnte auf den Anteil des Haarfollikels an der gesamten Penetration 

geschlossen werden. Da durch den Follikelverschluss ein Teil der Hautoberfläche verdeckt 

wurde, wurde im Kontrollareal neben jede Haarfollikelöffnung ebenfalls ein Punkt des 

Verschlussmaterials platziert, um die gleiche Flächenreduktion zu erzeugen.   

2.2.1 Validierung des selektiven Follikelverschlusses 

Zur Validierung eines sicheren Follikelverschlusses wurde im Rahmen der hier vorgestellten 

Studien die Güte zweier Verschlussmaterialien untersucht. Eine Übersicht der durchgeführten 

Untersuchungen und die Vorgehensweise zur Prüfung der Hypothesen zum Follikelverschluss 

findet sich in Abbildung 6.  

 

Abbildung 6: Übersicht der durchgeführten Untersuchungen zur Prüfung der Hypothesen zum 

Follikelverschluss (Eigene Abbildung) 
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Es wurde betrachtet, ob durch den Einsatz eines konventionellen, wie er schon in vielen Studien 

eingesetzt worden war [29,30,38], oder eines lösungsmittelfreien Nagellackes als 

Verschlussmaterial ein sicherer Follikelverschluss erzielt werden kann. Hierfür wurde auf 

Schweineohren der Follikelverschluss mit den jeweiligen Substanzen durchgeführt und nach dem 

Trocknen ein Fluoreszein-HEC-Gel appliziert. Da bekannt war, dass für eine erfolgreiche 

follikuläre Penetration eine Massage durchgeführt werden muss [13], wurden für die Applikation 

und Verteilung des Fluoreszein-HEC-Gels vier verschiedene Methoden eingesetzt. In einem 

Areal wurde das Gel lediglich vorsichtig mit der Pipettenspitze verteilt, im zweiten Areal wurde 

eine vorsichtige Massage mit dem Finger durchgeführt, im dritten Areal wurde eine 5-Hz-

Massage mit der Fingerkuppe und im letzten Areal eine 5-Hz-Massage mit einem Massagegerät 

appliziert. Es konnte somit beurteilt werden, ob initial ein Follikelverschluss bestand und ob dieser 

robust genug war, einer Massage standzuhalten. Um dies zu analysieren, wurden Kryoschnitte 

der verschlossenen Haarfollikel angefertigt, die mittels Laser-Scan-Mikroskopie daraufhin 

untersucht wurden, ob das aufgetragene Gel trotz Verschluss in den Haarfollikel eindringen 

konnte. 

Grundgedanke bei der Applikation verschiedener Verschlussmaterialien war es, mögliche 

penetrationsverstärkende Effekte auszuschließen. Hierfür kamen einerseits chemische Effekte, 

die auf das sich im Nagellack befindende Lösungsmittel zurückzuführen wären, in Frage. 

Andererseits wurde überprüft, ob der Lack sich durch das Trocknen womöglich zusammenzieht. 

Hierdurch könnte im Kontrollareal potentiell der sich neben dem Nagellacktropfen befindende 

Haarfollikel erweitert werden.  

Der potentielle chemische Einfluss des lösungsmittelhaltigen Nagellackes wurde anhand eines 

Penetrationsversuchs in einem Randbereich eines mit lösungsmittelhaltigem Verschlussmittel 

bedeckten Hautareals getestet. Hierfür wurde ein Areal mit Nagellack bedeckt. Nach dem 

Trocknen des Lackes wurde sowohl auf dem bedeckten Hautareal als auch auf einem 

angrenzenden Areal ein Koffein-HEC-Gel aufgetragen. Es wurden nach Penetration sowohl ein 

Randareal, das direkt an den Nagellack grenzte, als auch ein 1 cm entferntes Areal mit einem 

Skalpell entnommen, um so die Koffeinpenetration auf vom Verschlussmaterial unbeeinflussten 

Gewebe zu untersuchen.   

Zusätzlich wurde die Möglichkeit einer mechanischen Einwirkung durch das trocknende 

Verschlussmaterial auf der Haut bewertet. Es wurde hierfür die Veränderung der Ausdehnung 

des Verschlussmaterials während des Trocknens auf der Haut mikroskopisch beobachtet. 

Anhand des Intensitätsprofils, das sich über den Haarfollikel und den Verschlussmaterial-Tropfen 

erstreckte, wurde ermittelt, ob eine zeitliche Abhängigkeit der Ausdehnung vorlag.  

Da es durch den Follikelverschluss zu einer Flächenreduktion des untersuchten Hautareals 

gekommen war, war es notwendig, die gleiche Flächenreduktion auch auf dem Kontrollareal zu 
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bewirken. Zu diesem Zweck wurde bislang auch im Kontrollareal neben jede Haarfollikelöffnung 

ein Tropfen des Verschlussmaterials platziert.  

Um diesen Einsatz von Verschlussmaterial zur Flächenreduktion im Kontrollareal überflüssig zu 

machen, wurde nun anhand von 62 Arealen dreier verschiedener Schweineohren ermittelt, zu 

welcher Flächenreduktion der Einsatz des selektiven Haarfollikelverschlusses führt. Hierfür 

wurden alle Haarfollikel in diesen Arealen verschlossen und dahingehend ausgewertet. Die Idee 

dahinter war, dass die notwendige Flächenreduktion durch ein kleiner angelegtes Kontrollareal 

von Beginn an umgesetzt werden könnte.  

2.3 Statistik 

Für die statistische Auswertung der Studiendaten wurde SPSS® (IBM® SPSS® Statistics, Version 

23.0.0.2, IBM® Corporation, New York, NY, USA) eingesetzt. Beim Vergleich zweier Gruppen 

wurde bei vorliegender Normalverteilung der Stichproben mit dem verbundenen Zweistichproben-

t-Test gearbeitet. Lag keine Normalverteilung vor, kam der Wilcoxon-Test zum Einsatz. Beim 

Vergleich dreier Gruppen wurde mit dem Friedman-Test sowie dem Post-hoc-Test unter 

Berücksichtigung der Bonferroni-Holm-Korrektur gearbeitet. P-Werte, die kleiner als 0,05 waren, 

wurden als signifikant abweichend eingestuft und somit wurde die jeweilige Nullhypothese 

verworfen. Beim Einsatz der dermalen Microdialyse kann es aufgrund des variierenden 

Abstandes zwischen Haarfollikel und Mikrodialyse-Membran zu einer großen Datenvariation und 

Ausreißern kommen. Aus diesem Grund wird der Median bei Darstellung und Diskussion der 

Daten verwendet.   
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3 Ergebnisse  

Im Folgenden werden die Kernergebnisse der durchgeführten Studien dargestellt. Genauere 

Details befinden sich jeweils in den Originalpublikationen, die am Ende jedes Abschnittes zitiert 

werden. 

3.1 Dermale Mikrodialyse am Ex-vivo-Schweineohr  

Die dermale Mikrodialyse wurde am Schweineohr eingesetzt, um einerseits die Penetration eines 

gesättigten Koffein-Gels und eines Koffein-Nanokristall-Gels zu vergleichen. Des Weiteren wurde 

die Penetration zweier Koffein-Nanokristall-Gele unterschiedlicher Größe miteinander verglichen. 

3.1.1 Vergleich der Penetrationskinetik von Koffein nach Applikation von 

gesättigtem Koffein-Gel oder Koffein-Nanokristall-Gel  

 

Sowohl in den Hautarealen, auf die ein gesättigtes Koffein-Gel aufgetragen worden war, als auch 

in den Arealen, die mit dem Koffein-Nanokristall-Gel behandelt worden waren, war bereits nach 

zehn Minuten Koffein im aufgefangenen Mikrodialyse-Dialysat nachweisbar. Betrachtet man in 

Abbildung 7 a) den Median maximal nachgewiesener Koffeinkonzentrationen, so lag dieser beim 

Koffein-Nanokristall-Gel 11-mal höher (Median: 46,5 µg/ml, erstes Quartil: 35,5 µg/ml, drittes 

Quartil: 54,6 µg/ml) als beim gesättigten Koffein-Gel (Median: 3,8 µg/ml, erstes Quartil: 3,3 µg/ml, 

drittes Quartil: 4,3 µg/ml). Signifikante Unterschiede zwischen den Koffeinkonzentrationen zu 

bestimmten Sammelzeiten konnten beim Vergleich der beiden Applikationsformen nach zwei 

Stunden stets gefunden werden. Zuvor traten keine signifikanten Unterschiede zu den 

Sammelzeiten auf. Auch bei Betrachtung der Area under the curve (AUC) der Mikrodialysedaten 

in Abbildung 7 b) war die im Analysezeitraum gesammelte Koffeinmenge in den mit Koffein-

Nanokristallen behandelten Arealen 12-fach größer im Vergleich zu den Arealen, die mit dem 

gesättigten Koffein-Gel behandelt worden waren. Abbildung 7 c) zeigt, dass in Arealen, in denen 

das Koffein-Nanokristall-Gel aufgetragen worden war, im Mittel etwa 10-mal mehr Koffein 

nachgewiesen werden konnte als in Arealen, in denen das gesättigte Koffein-Gel aufgetragen 

worden war (p < 0,05). Bei der Messung der Koffeinkonzentration in den homogenisierten 

Dermis-Proben zeigte sich der gleiche Trend zeigte wie bei den Mikrodialysedaten (siehe 

Abbildung 7 d)). [1] 
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Abbildung 7: In allen Diagrammen werden die Gel- und die Koffein-Nanokristall-Gel (NC) 

verglichen. Grafik (a) zeigt den zeitabhängigen Median ± ein Quartil der Koffeinkonzentration, die 

durch Mikrodialyse ermittelt wurde. Diagramm (b) bildet den Median ± ein Quartil der Fläche unter 

der Kurve der Koffeinkonzentrationsdaten ab. Diagramm (c) zeigt die in den Arealen Gel und NC 

aufgetragene Menge an Koffein in Korrelation zur jeweils kumulativ gesammelte Koffeinmenge 

auf einer logarithmischen Skala (Mittelwert ± Standardabweichung). Grafik (d) zeigt die 

Gesamtmenge, die mittels Homogenisierung und Mikrodialyse aus der Dermis extrahiert wurde 

(Mittelwert ± Standardabweichung). Unterschiede zwischen den beiden Bereichen von p < 0,05 

wurden als signifikant angesehen (*). n=5 (aufgetragenes Koffein: n=3) (Eigene Abbildung in 

Anlehnung an [1])  
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3.1.2 Vergleich der Penetrationskinetik von Koffein nach Applikation eines 

Gels mit 700-nm- oder 200-nm-Koffein-Nanokristallen 

Im Median zeigte sich in den Hautarealen, auf die das Gel mit den 700-nm-Koffein-Nanokristallen 

aufgetragen worden war, stets eine höhere Koffeinkonzentration im Dialysat als in den 

Hautarealen, auf die das Gel mit den 200-nm-Koffein-Nanokristallen appliziert worden war (siehe 

Abbildung 8 a)). Die im Median maximale Koffeinkonzentration wurde bei beiden Formulierungen 

nach einer Sammelzeit von 30 Stunden erreicht (200 nm – Median: 0,6 µg/ml, erstes Quartil: 0,5 

µg/ml, drittes Quartil: 0,8 µg/ml; 700 nm – Median: 1,3 µg/ml, erstes Quartil: 0,8 µg/ml, drittes 

Quartil: 1,5 µg/ml). Sie lag bei den 700-nm-Nanokristallen um 75% höher als bei den 200-nm-

Nanokristallen. Signifikante Unterschiede zwischen Arealen mit Applikation von 700-nm- 

beziehungsweise 200-nm-Koffein-Nanokristallen konnten ab 22 h nach Sammelbeginn gefunden 

werden. Auch bei der Betrachtung des kumulativ gesammelten Koffeins mittels Mikrodialyse lag 

die Menge in Arealen mit 700-nm-Koffein-Nanokristallen 42% über den Vergleichsarealen, die 

mit 200-nm-Koffein-Nanokristallen behandelt worden waren (siehe Abbildung 8 b)).  

 

Des Weiteren zeigte sich, wie in Abbildung 8 c) zu sehen ist, ein Unterschied in der absoluten 

Wiederfindung des applizierten Koffeins zwischen den 200-nm- und den 700-nm-

Nanokristallgelen. Bei Applikation der größeren Nanokristalle wurde trotz gleicher 

Applikationsmenge und bei gleichem Vorgehen mit ≈ 75% signifikant weniger Koffein in allen 

kumulierten Proben (homogenisiertes Gewebe + Dialysat) gefunden als bei den 200-nm-

Nanokristallen mit ≈ 90 %. 

Abbildung 8 d) zeigt, dass bei der Messung der Koffeinkonzentration in den homogenisierten 

Dermis-Proben sich der gleiche Trend wie bei den Mikrodialysedaten zeigte. In Arealen, in denen 

das Gel mit 700-nm-Nanokristallen aufgetragen worden war, konnte signifikant mehr Koffein 

nachgewiesen werden als in Arealen, in denen das Gel mit 200-nm-Nanokristallen aufgetragen 

worden war. [1] 
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Abbildung 8: In allen Diagrammen werden zwei Koffein-Nanokristall-Gele miteinander verglichen. 

Grafik (a) zeigt den zeitabhängigen Median ± ein Quartil der Koffeinkonzentration, die mittels 

Mikrodialyse ermittelt wurde. Diagramm (b) bildet den Median ± ein Quartil der Fläche unter der 

Kurve der Koffeinkonzentrationsdaten ab. Diagramm (c) zeigt die aufgetragene Menge an Koffein 

in Korrelation zur kumulativen Koffeinmenge der beiden Areale (Mittelwert ± 

Standardabweichung). Grafik (d) zeigt die Gesamtmenge, die mittels Homogenisierung und 

Mikrodialyse aus der Dermis extrahiert wurde (Mittelwert ± Standardabweichung). Unterschiede 

zwischen den beiden Bereichen von p < 0,05 wurden als signifikant angesehen (*). n=5 

(aufgetragenes Koffein: n=3) (Eigene Abbildung in Anlehnung an [1]) 
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3.2 Validierung des Follikelverschlusses am Schweineohr 

3.2.1 Sicherer Follikelverschluss  

 

Abbildung 9: Exemplarische LSM Aufnahmen der untersuchten Haarfollikel. Nur Aufnahme a) 

zeigt einen sicheren Follikelverschluss durch das Auftragen von Nagellack mit Lösungsmitteln in 

Kombination mit dem vorsichtigen Verstreichen des Fluoreszein-HEC-Gels. Bei den Aufnahmen 

b) bis f) ist ein Fluoreszenzsignal innerhalb des Haarfollikels zu sehen und somit kein sicherer 

Haarfollikelverschluss gewährleistet. (Eigene Abbildung in Anlehnung an [2]) 

 

Die Auswertung von Kryoschnitten hat gezeigt, dass ein sicherer Follikelverschluss beim Einsatz 

von lösungsmittelfreiem Nagellack nicht möglich ist. Bereits beim vorsichtigen Verteilen des 

Fluoreszein-HEC-Gels kam es zu einer Penetration des Fluoreszein-Gels. Hingegen konnte der 

lösungsmittelhaltige Nagellack sowohl beim Verstreichen des Fluoreszein-Gels mit der 

Pipettenspitze als auch bei der vorsichtigen Fingermassage die follikuläre Penetration verhindern. 

Allerdings konnte auch der lösungsmittelhaltige Nagellack beiden 5-Hz-Massagen nicht 

standhalten, und ein Fluoreszenzsignal, das auf penetriertes Fluoreszein-HEC-Gel 

zurückzuführen ist, konnte innerhalb des Haarfollikels festgestellt werden. Exemplarische LSM 

Aufnahmen können sind in Abbildung 9 zu sehen. [2] 
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3.2.2 Chemische Penetrationsverstärkung 

Um eine chemische Penetrationsverstärkung aufgrund des aufgetragenen Verschlussmaterials 

auszuschließen, wurde die Penetration eines Koffein-HEC-Gels in einem Hautareal untersucht, 

das direkt neben einem komplett mit dem Verschlussmaterial bedeckten Areal lag. Als 

Vergleichsareal diente ein Bereich, der sich in 1 cm Abstand zu dem mit Verschlussmaterial 

bedeckten Hautareal befand. Es konnte keine erhöhte Penetration in dem Areal festgestellt 

werden, das sich direkt neben dem komplett mit Verschlussmaterial bedeckten Areal befand. 

Somit konnte keine Penetrationsverstärkung aufgrund der Zusammensetzung des 

Verschlussmaterials nachgewiesen werden. [2] 

3.2.3 Mechanische Penetrationsverstärkung  

Um die Möglichkeit einer mechanischen Einwirkung des trocknenden Verschlussmaterials zu 

bewerten, wurde der Trocknungsprozess des Lackes auf der Haut unter dem Mikroskop 

beobachtet und die Ausdehnung des Lackes anhand von Intensitätsprofilen ausgewertet. 

Innerhalb des Trocknungszeitraums konnte eine Variation von ± 1 Pixel festgestellt werden. Da 

die Variation innerhalb der Messungen kleiner war als die Auflösungsgrenze des verwendeten 

optischen Systems, konnte ein mechanischer Einfluss des Verschlussmaterials während des 

Trocknens mit diesem Aufbau nicht nachgewiesen werden. [3] 

3.3 Dermale Mikrodialyse am Schweineohr mit selektivem 

Follikelverschluss    

Bei den Penetrationsuntersuchungen mit dermaler Mikrodialyse und selektivem 

Follikelverschluss am Schweineohrhautmodell wurden drei Areale pro Schweineohr untersucht. 

In einem Hautareal wurden die Haarfollikel verschlossen, in zwei Hautarealen blieben die 

Haarfollikel offen. In einem dieser Areale wurde ein Tropfen des Verschlussmaterials direkt neben 

jeden Haarfollikel platziert, um eine dem Areal mit Follikelverschluss entsprechende 

Flächenreduktion zu erlangen.  

Abbildung 10 a) zeigt den zeitlichen Verlauf der Koffeinkonzentrationen. Im Areal mit 

verschlossenen Haarfollikeln war innerhalb der ersten Stunde im Median kein Koffeinnachweis 

möglich, während in beiden Arealen mit offenen Haarfollikeln Koffein direkt zu Beginn der 

Messung nachgewiesen werden konnte. Das Areal mit Flächenreduktion erreichte seine 

maximale Mediankonzentration nach 35 Minuten (Median: 6,5 µg/ml, erstes Quartil: 0,6 µg/ml, 

drittes Quartil: 7,5 µg/ml). Im Areal ohne Flächenreduktion wurde diese nach 105 Minuten erreicht 

(Median: 3,5 µg/ml, erstes Quartil: 3,0 µg/ml, drittes Quartil: 5,2 µg/ml). Nach der ersten Stunde 
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stieg im Areal mit Follikelverschluss die Koffeinkonzentration kontinuierlich an und erreichte nach 

sechs Stunden eine maximale Mediankonzentration von 1,1 µg/ml (erstes Quartil: 0,6 µg/ml, 

drittes Quartil: 1,3 µg/ml).  

Bei allen drei Kurven konnten signifikante Unterschiede im Kurvenverlauf, insbesondere 

bezüglich des Zeitpunktes, der Form und der Höhe des Maximums, beobachtet werden, wobei 

im Areal mit verschlossenen Haarfollikeln am wenigsten Koffein nachgewiesen werden konnte. 

Die Standardabweichungen innerhalb der Hautareale mit offenen Haarfollikeln waren 

insbesondere innerhalb der ersten Stunde höher als im Hautareal mit geschlossenen 

Haarfollikeln. 

Wie Abbildung 10 b) zu entnehmen ist, zeigte sich bei der Messung der Koffeinkonzentration in 

den homogenisierten Dermis-Proben, dass nach 22 Stunden in den Arealen ohne 

Follikelverschluss signifikant mehr Koffein in die Dermis gelangen konnte als in Arealen mit 

Follikelverschluss. [3] 

 

 

Abbildung 10: In beiden Abbildungen werden Areale mit Verschlussmaterial auf der 

Haarfollikelöffnung, neben der Haarfollikelöffnung und ohne Verschlussmaterial verglichen. (a) 

Diagramm des zeitlichen Verlaufs der Koffeinkonzentration (Median ± ein Quartil). Graphische 

Darstellung (b) des Mittelwerts und der Standardabweichung des Koffeins, das aus den 

verschiedenen Hautschichten des homogenisierten Gewebes nach 22 Stunden extrahiert wurde. 

Unterschiede zwischen zwei Bereichen von p < 0,05 wurden als signifikant angesehen (*); 

Unterschiede von p < 0,01 galten als hoch signifikant (**). n = 9. (Eigene Abbildung in Anlehnung 

an [3]) 
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3.4 Alternatives Kontrollareal 

Innerhalb der Penetrationsstudie traten Unterschiede in Form und Höhe des Maximums der 

Koffeinkonzentration zwischen den beiden Arealen ohne Follikelverschluss auf. Der 

Mechanismus, der sich hinter dieser Beobachtung verbirgt, konnte durch die zusätzlichen 

Untersuchungen zur chemischen und mechanischen Penetrationsverstärkung nicht schlüssig 

geklärt werden.  Um die Notwendigkeit des Auftragens eines Verschlussmaterials im Kontrollareal 

zu vermeiden, wurde ermittelt, welche Flächenreduktion das Auftragen des Verschlussmaterials 

beim Follikelverschluss bewirkt, um in Zukunft von vornherein entsprechend verkleinerte 

Kontrollareale verwenden zu können. Hierfür wurde auf drei Schweineohren in insgesamt 62 

Hautarealen der Follikelverschluss durchgeführt und die durch das Verschlussmaterial bedeckte 

Fläche ermittelt.   

Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Punkte auf einem standardisierten 

1 x 1 cm großen Areal und der durchschnittlichen Größe der einzelnen Punkte gefunden werden. 

Es wurde eine Korrelationskurve zwischen der Anzahl der Punkte und dem Prozentsatz der 

abgedeckten Fläche erstellt. Anhand der Korrelationskurve konnte auf Basis der Anzahl der 

verschlossenen Follikel bestimmt werden, wieviel Prozent der Fläche vom Verschlussmaterial 

bedeckt war. Hieraus ließ sich der prozentuale Anteil der durch das Verschlussmaterial 

verschlossenen Fläche bestimmen, wodurch eine um diese Fläche entsprechende Verkleinerung 

des Kontrollareals ermöglicht wurde. [3]  
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4 Diskussion 

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde zunächst die dermale Mikrodialyse am 

Schweineohrhautmodell etabliert. Um die erste Hypothese zu überprüfen, nämlich ob die dermale 

Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell eine valide Methode ist, um die Penetration von topisch 

applizierten Substanzen zu erfassen, wurde nach Abschluss der Probeentnahme mittels 

Mikrodialyse als Vergleichsmethode das entsprechende Hautareal exzidiert, die Hautschichten 

wurden separiert, homogenisiert und auf ihren Koffeingehalt analysiert. Hierbei wurde 

insbesondere die Korrelation der Mikrodialyseergebnisse mit dem Koffeingehalt der Dermis 

betrachtet. Bei allen Experimenten konnten die durch die Mikrodialyse ermittelten Daten durch 

die Vergleichsmethode bestätigt werden. Zeigten die Mikrodialysedaten, unabhängig von der 

Kinetik, eine erhöhte Koffeinpenetration, so konnte auch aus der Dermis mehr Koffein extrahiert 

werden.   

Des Weiteren wurde geprüft, ob Penetrationseffekte, die auf den Haarfollikel zurückgeführt 

werden und durch In-vivo-Untersuchungen bekannt sind, auch bei der dermalen Mikrodialyse am 

Schweineohrhautmodell beobachtet werden können. Hierfür wurde zunächst die Penetration von 

einer Koffein-Nanokristall-Formulierung mit derjenigen eines Koffein-Gels verglichen. Ein solcher 

Vergleich war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht in vivo durchgeführt worden. In der Theorie 

wurde allerdings eine deutlich erhöhte Koffeinpenetration in denjenigen Arealen erwartet, in 

denen die Koffein-Nanokristall-Formulierung appliziert worden war. Grund dafür ist die erhöhte 

follikuläre Penetration von partikularen Substanzen. Die Nanokristalle lagen mit einer mittleren 

Größe von etwa 530 nm in einem Bereich, der für eine gute Penetration in den Haarfollikel 

bekannt ist [12]. Da die Formulierungen sich im Koffeingehalt deutlich unterschieden und die 

höher konzentrierte Formulierung zusätzlich noch Nanokristalle enthielt, war eine deutlich 

verstärkte Penetration der partikulären Formulierung zu erwarten. Bei dem zum Vergleich 

eingesetzten Gel handelte es sich um eine gesättigte Formulierung, sodass es nicht möglich war, 

hier eine höhere Konzentration bei gleicher Formulierungsbasis zu wählen. Die Erwartung, dass 

in Arealen, die mit dem Koffein-Nanokristall-Gel behandelt wurden, deutlich mehr Koffein in die 

Dermis und somit auch in das Mikrodialyse-Dialysat gelangen würde als in Arealen, in denen das 

Koffein-Gel aufgetragen wurde, bestätigte sich.  

Döge et al. [25] führten 2016 eine ähnliche Mikrodialysestudie an exzidierter Humanhaut durch, 

in der ein Vergleich zwischen einer Dexamethason-Nanokristall-Gelformulierung und einer 

Dexamethason-Cremeformulierung erfolgte. Die Dexamethason-Konzentration im Dialysat 

betrug nach 12 Stunden etwa das 5-Fache bei Applikation des Nanokristallgels im Vergleich zur 

Creme. Stellt man diese Ergebnisse den im Rahmen dieser Dissertation generierten Daten 

gegenüber, so fällt auf, dass beim Vergleich der Koffein-Formulierungen zum selben Zeitpunkt 

die Koffeinkonzentration der partikulären Formulierung etwa 15-fach über der nicht partikulären 
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Formulierung lag. Für die Abweichungen zwischen den beiden Studien – 5-fache im Vergleich zu 

15-facher Erhöhung der Wirkstoff-Konzentration – gibt es verschiedene Erklärungsansätze. 

Einerseits waren die Partikel in der Studie von Döge et al. [25] kleiner und somit nicht optimal für 

die follikuläre Penetration geeignet. Andererseits kam exzidierte Humanhaut zum Einsatz, die ein 

um bis zu 90% reduziertes follikuläres Reservoir im Vergleich zu In-vivo-Humanhaut aufweist [6]. 

Des Weiteren war in der Studie von Döge et al. [25] kein Konzentrationsgefälle zwischen 

partikulärer und nicht partikulärer Formulierung vorhanden, was sicher einen nicht zu 

vernachlässigenden Einfluss auf die in der Höhe abweichenden Ergebnisse hatte. Die 

Studienergebnisse widersprechen sich dennoch nicht, sondern zeigen beide einen klaren Vorteil 

des Einsatzes partikulärer Formulierungen. Aus den vorliegenden Daten kann somit geschlossen 

werden, dass durch die Verwendung einer nanopartikularen Formulierung eine höhere 

Bioverfügbarkeit beobachtet werden kann als bei Verwendung einer nicht partikulären 

Formulierung, wodurch Hypothese 2a bestätigt werden kann.    

Die zweite Penetrationsstudie wurde analog der In-vivo-Studie von Breuckmann et al. [14] 

durchgeführt. Es wurde die Penetration von zwei Koffein-Nanokristall-Formulierungen 

unterschiedlicher Größe verglichen. In der Studie von Breuckmann et al. [14] wurden die beiden 

Koffein-Nanokristall-Formulierungen in vivo am Menschen in einem festgelegten Areal 

aufgetragen. Anhand von Blutanalysen wurde ermittelt, ab wann das aufgetragene Koffein 

systemisch verfügbar wurde. Die In-vivo-Studie konnte insgesamt im Verlauf von fünf Tagen eine 

um 82% höhere Bioverfügbarkeit beim Einsatz der größeren, etwa 700 nm großen Koffein-

Nanokristalle beobachten als bei den kleineren, etwa 200 nm großen Koffein-Nanokristallen. Als 

Ursache hierfür wurde die tiefere follikuläre Penetration der größeren Nanokristalle vermutet, die 

somit in Bereiche des Haarfollikels mit reduzierter Barrierefunktion vordringen und auf diese 

Weise das Koffein schneller und effektiver in das lebende Gewebe einbringen [34]. Um diesen 

Effekt auch ex vivo darstellen zu können, bedurfte es eines Hautmodells, das die follikuläre und 

transfollikuläre Penetration mit abbilden konnte. Es wurden die gleichen Koffein-Nanokristall-

Formulierungen wie in der Studie von Breuckmann et al. [14] verwendet, jedoch wurde als 

Hautmodell das Schweineohr und zur Probengewinnung die dermale Mikrodialyse gewählt. 

Analog zur Studie von Breuckmann et al. [14] konnte beobachtet werden, dass bei den größeren 

Nanokristallen eine höhere Koffeinkonzentration mittels dermaler Mikrodialyse gesammelt 

werden konnte als bei den 200 nm großen Koffein-Nanokristallen. Somit konnte auch Hypothese 

2b bestätigt werden.  

Anhand des Vergleichs der Koffeinkonzentrationen, die einerseits durch das Homogenisieren und 

andererseits durch die Mikrodialyse gewonnen wurden, aber auch durch den Vergleich der 

Ergebnisse mit bereits publizierten Daten konnte die Validität der dermalen Mikrodialyse am Ex-

vivo-Schweinohrhautmodell nachgewiesen werden. Es konnten somit auch die Hauptthese (1), 

dass die dermale Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell eine valide Methode ist, um die 
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Penetration von topisch applizierten Substanzen zu erfassen, sowie die erste Nebenthese (2), 

dass Penetrationseffekte, die auf den Haarfollikel zurückgeführt werden, durch die dermale 

Mikrodialyse abgebildet werden können, bestätigt werden. 

Da eine weitere Hauptaufgabe dieser Arbeit war, eine Methode zu entwickeln, die den Einfluss 

des Haarfollikels auf die Penetration bestimmen kann, sollte das bestehende experimentelle 

Setup der Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell mit dem selektiven Follikelverschluss 

kombiniert werden. Aufgrund der Unsicherheit, ob das Platzieren eines Punktes des 

Verschlussmaterials neben jeden Haarfollikel im Kontrollareal einen Einfluss auf die Penetration 

ausübt, wurde dies in einem ersten Schritt untersucht. Des Weiteren wurde die Sicherheit des 

Follikelverschlusses mit dem Verschlussmaterial geprüft. Die Ergebnisse zur Sicherheit des 

Follikelverschlusses zeigten, dass der Einsatz eines lösungsmittelfreien Nagellackes nicht 

geeignet war, da dieser die follikuläre Penetration nicht ausreichend verhindern konnte. Der 

lösungsmittelhaltige Nagellack zeigte im Gegensatz dazu eine effektive Blockierung des 

Haarfollikels als Penetrationsweg. Lediglich bei starker Massage konnte kein sicherer Ausschluss 

der follikulären Penetration gewährleistet werden. Grund für die beobachteten Unterschiede 

könnten die abweichenden mikroskopischen Strukturen der Nagellacke sein. Auf den 

mikroskopischen Bildern zeigte sich, dass das aufgetragene Fluoreszein-HEC-Gel teils in 

Mikrorisse des lösungsmittelfreien Lackes penetrierte, was unabhängig von der 

Applikationstechnik zu einem ineffizienten Verschluss führte. Das Fehlen von Lösungsmitteln, die 

für eine verbesserte Qualität der getrockneten Lackoberfläche unerlässlich sind [39], könnte diese 

Beobachtung erklären. Hypothese 3a, dass durch Auftragen von lösungsmittelhaltigem Nagellack 

als Verschlussmaterial in Form von kleinen Punkten auf eine Haarfollikelöffnung kein topisch 

applizierter Modellwirkstoff in den Haarfollikel gelangen kann, konnte somit für die vorsichtige 

Applikation bestätigt werden. Hypothese 3b muss hingegen verworfen werden, da der 

lösungsmittelfreie Nagellack nicht in der Lage war, die follikuläre Penetration von topisch 

applizierten Substanzen zu verhindern.   

Es ist bekannt, dass Lösungsmittel zu einer lockeren Packung der Stratum-corneum-Lipide [40] 

und damit zu einer Störung der Hautbarriere führen kann. Es wurde daher der 

lösungsmittelhaltige Nagellack untersucht, ob dieser möglicherweise penetrationsfördernde 

Wirkungen im Bereich angrenzender Hautareale ausüben könnte. Dies konnte mittels der 

verwendeten Methode jedoch nicht gezeigt werden. Eine mögliche Erklärung, warum durch das 

verwendete Lösungsmittel in diesem Fall keine wie von Friend et al. [40] beschriebene 

Barrierestörung aufgetreten ist, könnte die in der aktuellen Studie geringere Expositionszeit der 

Haut gegenüber dem Lösungsmittel sein. 

Als ein weiterer möglicher Mechanismus, der eine follikuläre Penetration nach 

Nagellackapplikation begünstigen könnte, wurde das Trocknen des Nagellackes auf der 

Hautoberfläche vermutet. Durch das Trocknen könnte sich der Lack zusammenziehen und 
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dadurch die danebenliegenden Follikelöffnungen weiten, was ebenfalls zu einer 

Penetrationsverstärkung führen könnte. Dieser Einfluss konnte im Rahmen der vorliegenden 

Studie nicht bestätigt, aber auch nicht sicher ausgeschlossen werden. Die über die Zeit 

beobachteten Änderungen des Durchmessers des trocknenden Nagellackes lagen innerhalb der 

Unsicherheit des verwendeten mikroskopischen Aufbaus. Da für das Auftreten des vermuteten 

Effekts auch Änderungen, die sich unterhalb dieser Unsicherheit befinden, ausreichen würden, 

konnte auf Basis der hier durchgeführten Untersuchungen nicht sicher ausgeschlossen werden, 

dass eine Größenreduktion des Lackes auf der Haut erfolgte, was wiederum eine Vergrößerung 

der Haarfollikelöffnung zur Folge hätte haben können. Basierend auf den hier durchgeführten 

Untersuchungen gab es keine Hinweise darauf, dass der selektive Follikelverschluss nicht von in 

vivo auf ex vivo übertragen werden kann. Es konnte weder beobachtet werden, dass an 

lösungsmittelhaltigen Nagellack angrenzende Areale eine höhere Penetration von topisch 

applizierten Substanzen aufwiesen, noch dass Nagellacktropfen, die im Kontrollareal beim 

selektiven Follikelverschluss aufgetragen wurden, nach dem Trocknen auf der Hautoberfläche 

einen reduzierten Durchmesser umfassten.  

Bei der Studie zur Kombination des selektiven Follikelverschlusses mit der Mikrodialyse am 

Schweineohrhautmodell wurden zwei Kontrollareale mitgeführt, sodass drei Areale pro 

Schweineohr untersucht wurden. Im Testareal erfolgte der Follikelverschluss mittels Nagellack, 

im Kontrollareal 1 eine Flächenreduktion durch das Verschlussmaterial, indem neben jeden 

Haarfollikel ein Punkt gesetzt wurde, und das Kontrollareal 2 wurde ohne jegliche Applikation des 

Verschlussmaterials betrachtet. Wenn die Haarfollikel verschlossen waren, war der Wirkstoff erst 

zu einem späteren Zeitpunkt und in geringerer Menge bioverfügbar. Diese Ergebnisse 

korrelierten gut mit den Daten einer In-vivo-Studie von Otberg et al. 2008, die den Einsatz des 

selektiven Follikelverschlusses thematisierte [30]. Auch hier konnte bei offenen Haarfollikeln ein 

schnellerer und höherer Anstieg der Koffeinkonzentration im Blut festgestellt werden. Somit war 

es durch den Einsatz der Mikrodialyse am Ex-vivo-Schweineohrhautmodell möglich, den gleichen 

Effekt wie in der In-vivo-Studie zu beobachten. Es kann also auch die Hypothese 2c bestätigt 

werden, dass die Mikrodialyse ein geeignetes Verfahren ist, um nachzuweisen, dass bei 

verschlossenen Haarfollikeln erst später und weniger des Modellwirkstoffs bioverfügbar ist.  

Darüber hinaus fiel auf, dass die Penetrationskinetik in den beiden Kontrollarealen nicht identisch 

war. In dem Areal, in dem das Verschlussmaterial neben den Haarfollikeln aufgetragen worden 

war, konnte ein früheres und höheres Konzentrationsmaximum des Koffeins beobachtet werden 

als in dem Areal ohne jegliche Applikation von Verschlussmaterial. Diese Beobachtung 

suggeriert, dass, obwohl in den Vorexperimenten keine durch den Nagellack induzierte 

Penetrationsverstärkung nachgewiesen werden konnte, ein nagellackspezifischer Einfluss 

vorhanden sein muss. Es stellte sich somit die Frage nach der Ursache des beobachteten 

Unterschieds zwischen den beiden Kontrollarealen beziehungsweise nach der Möglichkeit, einen 
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potentiellen Einfluss des Verschlussmaterials für zukünftige Experimente auszuschließen. Hierfür 

wurde analysiert, wieviel Fläche je nach Anzahl der Haarfollikel durch den Follikelverschluss 

verdeckt wurde und um wieviel die Kantenlänge des Kontrollareals somit reduziert werden 

müsste, um die gleiche Applikationsfläche wie im Areal mit Follikelverschluss zu erhalten. Es 

wurde daher eine Anpassung des Kontrollareals für Ex-vivo-Untersuchungen mit selektivem 

Follikelverschluss durchgeführt. Hypothese 3c muss somit verworfen werden.  

Für die Gesamtbewertung der dermalen Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell kann 

festgehalten werden, dass alle zu erwartenden Effekte, die aufgrund der bisherigen Datenlage 

auf die follikuläre Penetration zurückgeführt wurden, ähnlich wie in der In-vivo-Situation 

beobachtet werden konnten. Des Weiteren bestand eine gute Korrelation zwischen den aus der 

Dermis extrahierten und den durch die Mikrodialyse gesammelten Koffeinkonzentrationen. 

Allerdings müssen bei der dermalen Mikrodialyse am Schweineohr und der Interpretation der 

gewonnenen Daten einige Aspekte beachtet werden. Die durch die dermale Mikrodialyse 

gewonnenen zeitlichen Konzentrationsverläufe repräsentieren stets nur einen kleinen Bereich, 

der sich direkt um die Membran befindet. Es kann somit zu deutlichen Abweichungen zwischen 

den unterschiedlichen Proben kommen, obwohl sie der gleichen Gruppe (z. B. Areal ohne 

Follikelverschluss) angehören. Betrachtet man den oberen Bereich der Dermis mikroskopisch, 

wird schnell klar, dass eine eingeführte Membran nicht immer von identischen Strukturen 

umgeben ist. Insbesondere die Hautanhangsgebilde sorgen für eine Heterogenität in der Tiefe, 

in der die Mikrodialyse-Membran eingebracht wird. Dies ist von besonderer Relevanz, wenn 

Untersuchungen durchgeführt werden, bei denen mit einer erhöhten follikulären Penetration zu 

rechnen ist. Es ist möglich, dass die Dialysemembran in einem Areal näher an einem Haarfollikel 

platziert ist als in einem Areal der gleichen Gruppe auf einem anderen Schweineohr. Durch den 

geringeren Abstand zwischen Haarfollikel und Mikrodialysemembran ist eine veränderte Kinetik 

(früherer und höherer Anstieg) zu erwarten als in einem Areal mit einem größeren Abstand 

zwischen den beiden Komponenten. Die starken Schwankungen, die insbesondere zu Beginn 

der Sammelzeit in Arealen mit offenen Haarfollikeln beobachtet wurden, könnten hierdurch erklärt 

werden. Ausführlich wurden diese Zusammenhänge in der 2020 erschienenen Publikation 

diskutiert [3].  

Nichtsdestotrotz bietet die dermale Mikrodialyse durch die Kombination mit dem 

Follikelverschluss eine Möglichkeit, die transfollikuläre Penetration selektiv zu bestimmen. Durch 

die parallele Analyse des in der Dermis absorbierten Koffeins gelingt neben der auf ein kleines 

Areal begrenzten Konzentrationsanalyse auch eine Betrachtung der in der gesamten Fläche 

vorhandenen Absorption. Der große Vorteil der dermalen Mikrodialyse liegt darin, dass diese 

erlaubt, ex vivo einen Einblick in die Penetrationskinetik von topisch applizierten Substanzen zu 

erhalten, der auch den Anteil der transfollikulären Penetration mitberücksichtigt. 
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Die dermale Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell ist somit eine valide Methode, um die 

Penetration von topisch applizierten Substanzen unter Berücksichtigung des transfollikulären 

Penetrationswegs ex vivo zu untersuchen. Im Vergleich zu In-vivo-Penetrationsstudien, wie sie 

zuvor bei vergleichbaren Untersuchungen durchgeführt wurden  [14,30], kann dies verschiedene 

Vorteile haben. Bei beiden Studien wurde die Konzentration des topisch applizierten 

Modellwirkstoffes im Blut untersucht. Sowohl die sehr aufwendige Blutanalyse für den Nachweis 

des Modellwirkstoffs, eventuelle ethische Bedenken durch den Einsatz anderer Modellwirkstoffe 

als auch die Tatsache, dass die Zielstruktur vieler topisch applizierter Substanzen nicht das Blut, 

sondern die Dermis ist, zeigen die Vorteile der dermalen Mikrodialyse am 

Schweineohrhautmodell auf.  

  

5. Zusammenfassung und Ausblick  
 
Die dermale Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell konnte als eine Methode etabliert werden, 

die es ermöglicht, den Einfluss des transfollikulären Penetrationswegs mit zu berücksichtigen. 

Durch die Kombination mit dem selektiven Follikelverschluss ist es zudem gelungen, den 

transfollikulären Penetrationsweg auszuschließen und somit seinen Einfluss indirekt zu ermitteln. 

Der Aufbau des Kontrollareals bei solchen Untersuchungen wurde genauer beleuchtet. In Zukunft 

kann durch diese Betrachtungen die Größe des Kontrollareals von Beginn an entsprechend der 

durch den Follikelverschluss auftretenden Flächenreduktion verkleinert werden. 

Beim Einsatz des Follikelverschlusses sollte in Zukunft stets vor den Untersuchungen getestet 

werden, ob Verschlussmaterial, zu applizierende Formulierung und Applikationsmethode 

miteinander kompatibel sind und nicht letztlich zur Aufhebung eines sicheren Follikelverschlusses 

führen.  

Die bisherigen Messungen zur Penetration wurden ausschließlich mit dem Modellwirkstoff Koffein 

durchgeführt. Damit die Methode eine klinische Relevanz erlangt, ist es notwendig, sie auch für 

andere Wirkstoffe zu etablieren. Eine Herausforderung für die Mikrodialyse stellen insbesondere 

lipophile und große Moleküle dar; hier ist nicht immer eine ausreichende Permeabilität der 

Membran gegeben. Klinisch relevante Substanzen können zum Beispiel antiinflammatorische 

Stoffe sein, die in Form von Nanokristallen oder mit Hilfe anderer Nanopartikel gezielt in den 

Haarfollikel penetrieren und von dort die Wirkstoffe in das lebende Gewebe und an ihren Zielort 

penetrieren könnten.  

Übertragbar ist die Methode der Mikrodialyse am Schweineohrhautmodell prinzipiell für jedes 

Molekül, das in ausreichender Menge aus dem Gewebe durch die Membran in das Perfusat 

penetriert und für das eine ausreichend sensitive Analytik zur Verfügung steht.    
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Penetration including the Fraction of Transfollicular Penetration - 
Demonstrated on Caffeine Nanocrystals. Nanomaterials, 11(9), 2387. 

 

Abstract:  

Common ex vivo methods for penetration investigations often fail to monitor transfollicular 

penetration appropriately. In the present investigation, the validity of dermal microdialysis on the 

ex vivo porcine ear skin to investigate penetration kinetics including transfollicular penetration 

was studied. In setup A, a caffeine nanocrystal formulation was compared to a non-particular 

caffeine gel formulation. In setup B, two caffeine nanocrystal formulations of different sizes (200 

nm, 19 700 nm) were compared to each other. Microdialysis samples were collected for 46 h. 

After sampling, the skin layers were separated, homogenized, and caffeine was quantified in all 

samples. In setup A the area under the curve (AUC) after crystal gel formulation application was 

12 times higher than after non-particular formulation application. Setup B showed an increased 

AUC of 42 % in the microdialysis data when the 700 nm caffeine crystals were applied compared 

to the 200 nm crystals. The microdialysis data was supported by the separation, homogenization 

and extraction data. Microdialysis performed on ex vivo porcine ear skin is a novel experimental 

setup. It is of high interest for further investigations since it is able to also capture the impact of 

follicular and transfollicular penetration kinetics as no other ex vivo setup can.  

 

Nanomaterials IF (2020) 5,076, “MATERIALS SCIENCE, MULTIDISCIPLINARY” 103/333 
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Klein, AL, Lubda, M, Taghavi, PA, Lademann, J, Beckers, I, von Hagen, 
J, Kolmar, H, Patzelt, A (2020). Solvent-containing closure material can 
be used to prevent follicular penetration of caffeine and fluorescein sodium 
salt on porcine ear skin. Skin Pharmacology and Physiology, 1-9. 

 

Abstract:  

Aim: The skin represents a drug delivery portal. The establishment of a skin model capable of 

distinguishing between the follicular and intercellular penetration pathways remains a challenge. 

The study described herein was aimed at showing the influence of two nail varnishes as closure 

material and four application techniques to spread the active pharmaceutical ingredient (API) on 

a successful follicular closure without inducing penetration-enhancing effects. Materials and 

Methods: For all experiments, ex vivo porcine ear skin was used. In study design A, a standard 

and a solvent-free nail varnish were compared. It was tested whether the different application 

techniques (spreading with pipette, careful finger massage, 5-Hz finger massage, 5-Hz automatic 

massage) potentially destroy an intact follicular closure. Laser scanning microscopy imaging was 

used to measure if the model drug (fluorescein sodium salt) penetrated into the hair follicles. 

Study design B investigated how the penetration is affected when applying standard nail varnish 

containing solvents to skin. It was tested if the varnish blocks the API (caffeine) on completely 

covered areas and if adjacent areas show increased penetration. Furthermore, lateral diffusion of 

the API was investigated. After 20 h, the skin layers were separated by tape stripping and heat 

separation. The tissue samples were homogenized. Caffeine was quantified by chromatography. 

Results: In study design A, the standard nail varnish showed a secure follicular closure, while the 

solvent-free nail varnish was not able to prevent follicular penetration. Moreover, rapid application 

techniques were found to destroy an intact follicular closure. Only the two most gentle application 

techniques kept the follicular closing intact. In study design B, no caffeine was detected in both 

skin areas that were completely covered. Since no significant difference in caffeine penetration 

between the two uncovered groups was found, any influence of the applied closure material on 

adjacent areas was excluded. Conclusion: This study clearly demonstrates that a standard nail 

varnish in combination with a gentle application technique of the API provides a secure follicular 

closure. The presented study only investigated the closure for the substances caffeine and 

fluorescein sodium salt. The results might not be transferable to all kinds of APIs.  
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Abstract:  

The aim of this study was to develop an ex vivo method that allows to quantify the transfollicular penetration 

of topically applied substances by combining microdialysis and selective follicular closure with varnish. An 

experimental setup with three skin areas on ex vivo intact porcine ear skin was designed (varnish on hair 

follicle, varnish next to hair follicle, no varnish). On each area, 10 μl/cm2 caffeine-hydroxyethyl-cellulose-

gel was applied. Samples were collected for 22 h by microdialysis. After sampling, the skin layers were 

separated, homogenized and caffeine was quantified by high pressure liquid chromatography (HPLC) in all 

samples. Potential impact of the varnish placed next to the follicle by tension on the follicle during the drying 

process was monitored by a microscopic setup and could be excluded. The microdialysis and 

homogenization study showed a significantly reduced penetration of caffeine when the hair follicles were 

closed. In areas with open hair follicles caffeine was detected already in the first ten minutes after 

application. The reported novel combination of two methods is suitable to investigate ex vivo transfollicular 

penetration. Possible impact of the closure material in the control area can be ruled out by adjusting the 

design of the control area in future studies. 

 

European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics: IF (2019) 4,604, Ranking in 

“PHARMACOLOGY and PHARMACY” 40/270    
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