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Abkurzungsverzeichnis

ATR-FTI Abgeschwéchte Totalreflexion (englisch Attanuated Total Reflection)

- Fouriertransformierte Infrarotspektroskopie

DHM Direkthautmodell

DSL tiefere Hautschichten (englisch: Deeper Skin Layers)

FDZ Franz-Diffusionszelle

FS Flufenaminsgure

h Stunden

HPLC Hochdruck-FlUssigkeitschromatographie (englisch: High Pressure

Liguid Chromatography)

MW Mittelwert

NaOH Natriumhydroxid

SBM Saarbrickenmodell

SC Stratum corneum

SD Standardabweichung

S-FDZ Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle

Tab. Tabelle

TEWL transepidermaler Wasserverlust (englisch: Transepidermal Water Loss)

V-FDZ Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle



1 Einleitung

Die Untersuchung der Penetration von topisch applizierten Substanzen in und durch
die menschliche Haut ist besonders unter zwei Gesichtspunkten wichtig: zum einen
kann herausgefunden werden, ob Schadstoffe in die menschliche Haut eindringen,
zum anderen l&sst sich ermitteln, in welcher Menge und Geschwindigkeit Wirkstoffe
und Medikamente in und durch die Haut gelangen. Damit ist das Wissen dartber
sowohl aus arbeitsmedizinischen oder umwelttoxikologischen Gesichtspunkten als
auch zur Beurteilung topischer Therapien wertvoll.

Die Haut ist das gr6Bte menschliche Organ. Sie schlieBt den gesamten Kérper ein
und ist damit einerseits seine Hulle und andererseits das Grenzorgan zu seiner

Umwelt.

Aufbau und Funktionen der Haut sind heute gut bekannt. Sie beeinflussen auf
unterschiedliche Weise das Eindringen von Wirk- und Schadstoffen in den Kérper.

Die topische Therapie durch Applikation von Stoffen ist so alt wie die menschliche
Entwicklung. Heute weiB man, dass Hautkrankheiten - neben eigenstandigen
Krankheiten - auch Symptome innerer Leiden sein kénnen. Wenige Dermatosen
beruhen ausschlieBlich auf Stérungen in der Haut. Viele Hauterscheinungen kénnen
daher auch systemisch behandelt werden.

FOr die externe Behandlung ist es ausschlaggebend zu wissen, in welche
Hautschicht der Wirkstoff gelangt, wie er verstoffwechselt wird und ob er durch die
Hautbarriere hindurch in den Blutkreislauf gelangen kann.
Penetrationsuntersuchungen geben zu diesen Fragen Aufschluss.

Wahrend bei der externen Therapie von Krankheiten oft eine Wirkstoffaufnahme in
die Haut gewiinscht wird, soll dagegen das Eindringen von Schadstoffen aus der
Umwelt oder der Arbeitswelt vermieden werden. Auch der Wunsch der
Kosmetikindustrie zunehmenden Einfluss auf Glatte, Frische, Farbe und Feuchtigkeit
der Haut nehmen zu kdnnen und einen gleichzeitigen Schutz vor dem Eindringen
von Schadstoffen zu bieten, hat die Penetrationsuntersuchungen an der Haut
gleichermaBen vorangetrieben.

Um die Wirkung verschiedener Substanzen, die aus medizinischen und
kosmetischen Grinden auf die Haut aufgetragen werden, richtig einschatzen zu
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kénnen, sind Kenntnisse Uber die Physiologie und die Penetrationseigenschaften der
Haut notwendig.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Flufenaminsaure als Modellsubstanz das Wirkstoff-
Zeitprofil in den verschiedenen Hautschichten anhand von vier In-vitro-
Penetrationsmodellen zu untersuchen, sowie Vor- und Nachteile dieser Modelle

naher zu charakterisieren und gegentberzustellen.

1.1 Der anatomische Aufbau der Haut

Die menschliche Haut besteht aus drei Schichten: Epidermis, Dermis und Subkutis.
Der Epidermis kommt dabei eine besondere Bedeutung als Reservoir und Barriere
zu. Uber der &uBeren Schicht der Epidermis (=Hornschicht) liegt ein diinner Film von
Lipiden. Diese von Talgdrisen produzierte Mischung hélt die Haut geschmeidig und
dehnbar und schitzt vor dem Eindringen von Krankheitserregern und Chemikalien.
Der Talg besteht hauptsachlich aus Triglyceriden, freien Fettsauren, Wachsestern,
Squalenen, Cholesterin und abgestorbenen Zellen. Die auf der Hautoberflache
spreitenden Lipide sind mit SchweiBdriisenbestandteilen vermischt und bilden eine

Emulsion.

Die Epidermis besteht aus einem vitalen und einem abgestorbenen, verhornten
Anteil von Zellen. Die unterste Schicht der Epidermis ist die Basalzellschicht. Hier
werden Epidermiszellen durch Mitose standig neu gebildet und wandern durch den
Zellverband der Epidermis nach auBen an die Grenzschicht zur Umwelt. Auf das
einschichtige Stratum basale, der Matrixschicht, folgt das zwei bis finf Zelllagen
starke Stratum spinosum (Stachelzellschicht), in dem das Zellvolumen zunimmt und
die Zellachse sich horizontal formiert. Hieran schlieBt sich das Stratum granulosum
(Kérnerschicht) an, das aus ein bis drei Zelllagen besteht. Die Kérnerschicht besitzt
basophile Keratohyalinkdrperchen und membranumhillte lamellare Granula, welche
Sphingomyelin, Glucosylceramide, Cholesterin und freie Fettsduren enthalten
[Schafer 2001] und einen wichtigen Teil der Barriere Ubernehmen [Elias 1996].
Keramide sind vitale Komponenten der Wasserbarriere der Haut und zudem
ebenfalls ein wichtiger Bestandteil bei der Aufrechterhaltung der epidermalen
Barriere [Jennemann 2007]. Die Wasserpermeabilitdt scheint im Wesentlichen von
der lamellaren Ordnung der Lipiddoppelschichten zwischen den Korneozyten
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abzuh&ngen [Fartasch 1993, 1997]. Auch die strukturierten interzellularen Lipide des
Stratum corneum (SC) spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion der Haut. Der Interkorneozytenraum enthalt komplexe unpolare
Lipide, die eine Wasserbarriere bilden [Marks 2004].

Im Stratum granulosum laufen folgende Zelldifferenzierungsvorgange ab: das
Abplatten der Zellen, der Verlust der Zellkerne, die Dehydratation, die Ausbildung
einer zementartigen Lipidsubstanz im Interzellularraum und schlieBlich die
Verhornung. Das Stratum granulosum geht in das SC (ber, das aus zehn bis dreiBig
Zelllagen kernloser Korneozyten besteht. Es konnte bei In-vivo-Versuchen am
Menschen gezeigt werden, dass bis zur Abschilferung der Zellen und wahrend ihrer
Wanderung an die Oberflaiche des SC die Korneozyten zunehmend ihre
Adhéasionskrafte verlieren [King 1979]. An Handflachen und FuBsohlen befindet sich

zusatzlich noch das Stratum lucidum.

AuBer den reguldaren Zellorganellen wie Golgi-Apparat, Endoplasmatisches
Retikulum oder Mitochondrien besitzen die Keratinozyten charakteristische

Strukturen wie:

- Zytoplasmatische Filamente: intrazellulares Fasernetz,

- Keratinfilamente (intermediare Fasern),

- Aktinfilamente (Mikrofilamente, die der Zellfestigkeit dienen),

- Adhasionsorganellen (interzellulare Befestigungsstrukturen) und

- Desmosomen (Haftplatten der interzellularen Adharens).

1.2 Die Haut aus funktioneller Sicht

Mit der Applikation von Wirkstoffen auf die Haut werden verschiedene Ziele verfolgt:
manche Substanzen sollen mdglichst auf der Hautoberflache verbleiben [Brain 2007,
Chatelain 2003, Lademann 1999, Mavon 2007, Teichmann 2006] und die Haut
schitzen oder abdecken (z.B. bei Sonnencreme), andere sollen in die Haut
penetrieren, um sich dort auszubreiten und ihre Wirkung zu entfalten [Herai 2007].
Dies ist bei der Behandlung von Hautkrankheiten der Fall, bei denen topische
Wirkstoffe appliziert werden. Soll eine Substanz systemisch wirken, kann der

Wirkstoff ebenfalls auf die Haut aufgetragen werden, um so den entero-hepatischen
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Kreislauf zu umgehen [Suzuki 2002]. In diesem Fall sollte die Haut fir die
entsprechende Substanz gut permeabel sein. Nach dem Auftragen des
Substanzgemisches erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffes daraus (Liberation). Die
Substanz diffundiert durch die durchschnittlich 12-15 Zellschichten des sauren und
Uberwiegend lipidhaltigen SC und kann anschlieBend intrazellular [Hadgraft 2004],
durch die interstitiellen Zwischenrdume [Albery 1978] bzw. durch die Drisen und
Follikel [Hueber 1994, Lademann 2001, 2004, Otberg 2004, Schafer 2001, Tenjarla

1999] dringen, bis sie auf die dermalen GefaBnetze trifft.

Die Barrierefunktion der Haut ist entscheidend flr ihr Penetrationsverhalten [Jakasa
2007, Kalbitz 1996]. Sie befindet sich in erster Linie in der obersten Schicht der
Epidermis, dem SC. Das SC ist die Barriere zur passiven Diffusion von Wasser aus
dem Inneren des Korpers durch die Haut, was uns erlaubt, an der Luft zu leben ohne
zu dehydrieren oder auszukihlen [Marks 2004]. Sie ist gleichzeitig die Barriere fur
Reizstoffe oder Mikroorganismen aus der Umwelt in die Haut. Die Haut besitzt
zudem immunologische Funktionen. Sie zeichnet sich durch komplexe
Abwehrfunktionen aus [Elias 2005].

Das SC besteht aus zwei sehr unterschiedlichen Phasen: die interzellulare und in
multiplen Phasen angeordnete komplexe Mischung von Lipiden (Keramide,
Fettsduren, Cholesterolester) sowie die keratingeflllten Korneozyten, deren
verhornte Hulllen eng mit dem umgebenden Gittergerlst interagieren [Bouwstra
1992, 2003]. Diese beiden Phasen, die kristalline und die flissige, scheinen
entscheidend fir die Barrierefunktion des SC zu sein. Es konnte gezeigt werden,
dass diese Lipidzusammensetzungen in hohem MaBe das SC-Barriereverhalten
beeinflussen. Das beweist, dass Proteine keinen groBen Anteil an diesem Verhalten

haben.

AuBerdem befinden sich in diesem Netzwerk die Haarfollikel, SchweiBzelldriisen und
andere Hautanhangsgebilde, die die Membranstruktur unterbrechen. Trotzdem
zeigen Untersuchungsergebnisse, dass sich diese heterogene Membran des SC wie
eine homogene Barriere fir den Wassertransport in vivo verhalt [Kalia 1996].

Der transepidermale Wasserverlust TEWL, die Infrarotspektroskopie, die
Impedanzspektroskopie und die Hautblutflussmessung wurden genutzt, um die SC-
Barrierefunktion beurteilen zu kénnen [Curdy 2001, Fang 2003, Rosado 2003a].
AuBerdem wurden zur Beurteilung die SC-Hydratation, die Hautfarbe und der
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oberflachliche Haut-pH-Wert untersucht [Breternitz 2007]. So fand sich nach Irritation
der Barriere des SC ein erhéhter TEWL [Fartasch 1997]. Signifikante Unterschiede
im TEWL zeigten sich an verschiedenen anatomischen Stellen nach gezielter
Manipulation der SC-Barriere durch Abrisse der Korneozyten mit Hilfe eines
adhesiven Films [Breternitz 2007]. Auch atopische Haut, welche keine intakte SC-
Barriere aufweist, wies einen erhdhten TEWL auf [Fartasch 1992]. In einer weiteren
Arbeit zeigte mehrmaliges AbreiBen der obersten Korneozyten des SC eine hbhere
Diffusionsrate von Flufenaminsdure aber noch keine Veranderung im TEWL [Netzlaff
2006a). So wurde geschlussfolgert, dass der TEWL zwar verschiedene Stdrungen
des SC wahrnehmen kann, jedoch fiir geringe Veranderungen nicht sensibel genug

ist, die auf die Wirkstoffdiffusionsrate schon einen Einfluss haben kénnen.

Weiterhin wurde untersucht, ob vom Blutfluss in der Haut auf die Dicke der Epidermis
geschlossen werden kann, aber diese beiden Werte wiesen keine Korrelation auf
[Monteiro-Riviere 1990]. Ein Zusammenhang zwischen Anzahl der Zellschichten, SC
Dicke und Permeabilitédt in vivo am Menschen wurde festgestellt [Holbrook 1974]. Es
zeigte sich, dass die Dicke des SC mit der Anzahl der Zellschichten korrelierte und
beide umgekehrt proportional zur Permeabilitat dieser Hautschicht waren.

1.3 Das Reservoir des Stratum corneum (SC)

Das SC stellt fir die Penetration von Stoffen die gréBte Hirde dar und Gbernimmt
gleichzeitig auch eine Speicherfunktion fir Stoffe, die auf die Hautoberflache
aufgetragen wurden [Rougier 1983, Hadgraft 2005]. Die Reservoirfunktion des SC ist
schon lange bekannt und wurde anfangs mit Hilfe des Blanchingeffektes bei einem
topischen  Glukokortikoid [Vickers 1963 und 1972] beziehungsweise einer
Hautfarbenmessung (Chromatometrie) bestimmt [Clarys 1999]. Die Reservoirfunktion
ist wichtig flir die Pharmakokinetik eines Wirkstoffes [Schafer 1978]. Ist die
Hornschicht gestért, so sind auch Reservoirfunktion und Barrierefunktion gestort. Mit
zunehmender Tiefe der Hornschicht nehmen die Reservoirfunktion ab- und die

Barrierefunktion zu [Stoughton 1965].

Furchen und Falten als typische Strukturen der menschlichen Haut reprasentieren
ein eigenes Reservoir flr topisch applizierte Substanzen [Lademann 2005b]. Dieses
Reservoir kann die Penetration der Substanzen ins SC beeinflussen. Die
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Abrisstechnik mittels einseitigen Klebefilms erlaubte die Bestimmung des
Hornschichtprofils und der lokale Verteilung der topisch applizierten Substanz
ungestdrt der Charakteristik der normalen Hautstruktur. So kénnen die Penetration
und die Bioverfligbarkeit von Wirkstoffen und Kosmetika im SC im Verhaltnis zum
Hornschichtprofil quantitativ  dargestellt werden. Die Pseudoabsorption der
Korneozyten war dabei das MaB fir die Menge der entfernten Korneozyten jedes
einzelnen Abrisses im sichtbaren Bereich (430 nm) und wurde verglichen mit der
Proteinabsorption im UV Bereich bei 278 nm [Lindemann 2003].

Weiter Untersuchungen beschaftigten sich mit der Bestimmung der
Gesamtabsorption einer Substanz durch das Reservoir des SC [Rougier 1983].
Dabei fand sich eine lineare Beziehung zwischen dem Reservoireffekt des SC nach
30 Minuten und dem Gesamtwert des radioaktiv markierten Wirkstoffes nach 96

Stunden Einwirkzeit im Harn und Kot der haarlosen Ratten.

Eine In-vivo-Methode an der menschlichen Haut wurde entwickelt, um die
Reservoirfunktion des SC quantitativ bestimmen zu kénnen [Teichmann 2005]. Dazu
wurde eine Ol-in-Wasser-Emulsion mit einem UV-Filter mehrfach in zunehmender
Menge auf die Haut aufgetragen. Nach einer und nach sechs Stunden wurde mit
Hilfe von Klebefilm-Abrissen des SC die Sattigung des Reservoirs bestimmt. Die
maximale Aufnahmefahigkeit des Stoffes im SC-Reservoir ergab 2,7 mg/cm2. Zudem
wurde eine Korrelation zwischen Aufnahmeféhigkeit des SC und dem TEWL
festgestellt. Eine Verlangerung der Zeit zwischen Auftragung und SC Entfernung
erbrachte keinen weiteren Anstieg der Konzentration im SC. Das zeigt, dass das
Reservoir des SC limitiert ist. Die Sattigungsmenge entsprach einem individuellen
MaB der Haut und war zusétzlich von Substanz und Zubereitung abhangig.

1.4 Penetrationswege

Eine oberflachlich aufgetragene Substanz kann theoretisch auf diesen Wegen in
oder durch die Haut gelangen [Scott 1988, Ring 1985]:

1. die interzellulare Penetration durch das Stratum corneum [Albery 1978];
2. die transzellulare Penetration durch die Korneozyten und

3. die Penetration Uber die Hautanhangsgebilde [Essa 2002].
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Lange ging man davon aus, dass die Penetration von topisch applizierten
Substanzen ausschlieBlich interzellular erfolgt. In jingster Zeit konnte jedoch gezeigt
werden, dass es auch einen follikularen Penetrationsweg gibt. Eine transzellulare
Penetration konnte bisher nicht nachgewiesen werden.

Den Shuntwegen der transkutanen Penetration, die durch Haarfollikel,
SchweiBdrisen und Talgdrisen gebildet werden, kommt mehr und mehr Bedeutung
zu [Hadgraft 2004, Jamoulle 1990, Lademann 2005a, Otberg 2004, Schafer 2001,
Tenjarla 1999]. Dabei spielen die Haarfollikel unter diesen Shuntwegen eine
besonders wichtige Rolle [Lieb 1997]. Im Fall der Arbeit von Jamoulle konnten die
radioaktiv markierten Testsubstanzen, die in vivo auf die menschliche Haut
aufgetragen wurden, mittels Autoradiographie in den Haarfollikeln und teilweise in
den Talgdrisen nachgewiesen werden. Je perfekter die Barrierefunktion der
Hornschicht ist, umso gréBer ist die relative Rolle die die ,Imperfektionen” der Haut in
ihrer Funktion als Abwehrorgan (Barriere) spielen [Schéafer 2001]. Drei Arten der
.imperfektion® wurden betrachtet: der Follikelapparat der Haarfollikel, die
SchweiBdrisen, sowie Mikrolasionen in der zwischenfollikularen Hornschicht. Jeder
dieser Strukturen kann einen vertikalen Weg flr perkutane Absorption reprasentieren

- einen Shunt.

Die Rolle der Haarfollikel in der transdermalen Freisetzung ist durch Tiermodelle zum
Teil schwierig zu erklaren. Die meisten Versuchstiere haben eine wesentlich hhere
Follikeldichte als der Mensch [Bronaugh 1982, Otberg 2004, Toll 2004, Scott 1991].
Eine neue Technik wurde an menschlicher Haut prasentiert, um
Shuntroutenfreisetzung von transepidermalen Bestandteilen abzugrenzen [Barry
2002]. Verglichen wurden menschliche Epidermis und ein ,Sandwich“ aus SC und
Epidermis miteinander. Bei diesem Sandwich-Modell entstehen durch Uberlagerung
héchstens 0,1% Offnungen und es hat sich als sinnvolles Modell fir die
Untersuchung der Bedeutung der Hautanhangsgebilde erwiesen [Essa 2002]. Durch
ein Elektronenmikroskop wurde die Penetration bei 400, 600, 960 und 1200 um Tiefe
sichtbar gemacht [Lieb 1995]. Liposomalbasierte Formulierungen gingen gezielt in
die Haarfollikel, alkoholbasierte Zusammensetzungen hingegen nicht.

In einer Arbeit mit Schlangenhaut, welche keine Hautanhangsgebilde besitzt, wurden
die Permeationseigenschaften einer stark polaren und einer unpolaren Substanz an
dieser und 15 anderen Spezies miteinander verglichen [Panchagnula 1997]. Die



-13.-

héchste Permeabilitdt beider Testsubstanzen zeigte sich hier jedoch bei der
follikelfreien Schlangenhaut. Ein Zusammenhang zwischen Anzahl der Haarfollikel

und Permeabilitat bei den anderen Spezies wurde in dieser Arbeit nicht gefunden.

In einer weiteren Untersuchung fanden sich hohe Korrelationen zwischen
Sebumproduktion und Haarwachstum auf der einen Seite und Sebumproduktion und
Permeation auf der anderen Seite [Lademann 2001]. Es zeigten sich passive Follikel
in Bezug auf die Penetration, die kein Sebum produzieren und kein Haarwachstum
besitzen und aktive Follikel mit Sebumproduktion und Haarwachstum, wobei letztere
fir die Penetration topisch applizierter Substanzen besonders relevant sind [Toll
2004]. Die SC-Entfernung mittels differentiellen Abrissen in Kombination mit
Laserscanning-Mikroskopie zeigte sich geeignet, um die Penetration topisch
applizierter Substanzen in Follikeln zu bestimmen [Teichmann 2006].

Durch die unteren Abschnitte der Haarfollikel, die mehrschichtiges verhorntes
Plattenepithel aufweisen, gelangten verschiedene Partikel > 3 um, nicht hindurch
[Lademann 1999]. Dieser Partikel konnten damit nicht in die lebenden Schichten der
Haut eindringen. Mikropartikel mit diesem Durchmesser gelangten somit nur in die
Follikel6ffnungen [Lademann 2004], was fur den klinisch-therapeutischen Bereich

groBe Bedeutung haben kann.

Durch Oberflachenbiopsien mit Cyanoakrylat an sieben verschiedenen Hautregionen
des Menschen wurden die FollikelgroBe und die Follikeldichte der Vellushaare
bestimmt und mit einer anderen Arbeit verglichen [Otberg 2004]. Es zeigte sich, dass
die Hautanhangsgebilde, besonders die Haarfollikel, einen héheren Anteil der
gesamten Hautoberflache ausmachten als 0,1%, wie bis dahin angenommen wurde,
und dass ihnen daher eine gréBere Bedeutung bei Penetrationsuntersuchungen
zukommt. Die aktuell erhaltenen Werte variierten stark zwischen den verschiedenen
Kérperregionen  und  erweitern die  Hautoberfliche und damit die
Penetrationsoberflache und das Reservoir des SC um maximal 13,7% an der Stirn
und minimal 1% am Unterarm [Otberg 2004]. Diese hohe Varianz ergibt sich durch
das unterschiedliche Volumen und die unterschiedliche Anzahl der Haarfollikeln an

den verschiedenen Korperstellen.
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1.5 Penetrationsbeeinflussende Faktoren

Geschwindigkeitsbestimmend fir die Wirkstoffaufnahme eines Stoffes in die Haut ist
dessen Penetrationsvermégen durch das SC [Ring 1985]. Die Dicke der Hornschicht,
pathologische Veranderungen der Haut, die Lokalisation mit Anzahl und GréBe der
Haarfollikel, das Alter und die Hautdurchblutung beeinflussen ebenfalls die
Penetration.

Manche Wirkstoffe kénnen die Haut allein schwer durchqueren und sind deshalb an
eine Tragersubstanz gebunden, ein Vehikel. Der Penetrationsfluss von topisch
applizierten Substanzen hangt von der Aktivitat der Substanz in der Haut und von der
Interaktion zwischen Vehikel und Haut ab [Rosado 2003b]. Dieser kann die Aktivitat
und damit die Hautbarriereeigenschaften verandern.

Die Aufnahme eines Wirkstoffes und seiner Tragersubstanz wird somit gréBtenteils
durch die Barrierefunktion des SC limitiert. Um eine klinisch relevante
Wirkstoffmenge in den einzelnen Hautschichten zu erreichen gibt es eine groBe
Anzahl an Penetrationsbeschleunigern [Tenjarla 1999]. Die Effekte, die sie ausldsen,
sind sehr vielfaltig: sie ernéhen die Hydratation der Haut, weiten die Desmosomen
zwischen den Korneozyten auf [Walters 1988], interagieren mit der interzellularen
Lipiddomane oder den  Proteinen [Goodman  1988], andern die
Léslichkeitseigenschaften des SC oder verdndern die thermodynamische Aktivitat
des Vehikels oder die Lésungseigenschaften der Substanz im SC [William 2004].
Einen optimalen Penetrationsverstarker gibt es nicht. Er muss immer auf das
Vehikel, den Wirkstoff und dessen Konzentration abgestimmt werden [Surber 2005].
In klinischen und experimentellen Situationen verandern sich die Tragersubstanzen

nach dem Auftragen deutlich (Vehikel-Metamorphosis).

Der hauptsachliche Transfer durch das SC ist kontrolliert durch Verteilung, Diffusion
und Léslichkeit des Wirkstoffes im SC. In den meisten Féllen beruht die Erhéhung
der Penetration auf der Erhéhung einer dieser drei Kriterien. Die Wirkungsweise
besteht darin, die Ld&slichkeit oder Diffusionsféhigkeit des Wirkstoffes im SC
reversibel zu verandern [Suzuki 2002]. Es ist wichtig zwischen Modulatoren zu
unterscheiden, die den Lipidweg beeinflussen und solchen, die den polaren Weg
verandern [Kalbitz 1996].
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Die Penetrationsfahigkeit der epidermalen Barriere kann durch folgende Stoffe

gesteigert werden:

1. durch Anstieg der Wirkstoffdurchgangigkeit, indem man die SC-Lipidstuktur
verandert, z. B. durch den Zusatz von Fettsduren [Bouwstra 1998, Moser 2001],

2. durch Anstieg der Wirkstoffldslichkeit in der Haut, z. B. durch Propylenglyzerol,
Glykol oder Ethanol [Moser 2001, Stinchcomb 2004, Takahashi 2001] und

3. durch Anstieg des Sattigungsgrades des Wirkstoffes in der Formulierung, durch
Erhéhung des Wirkstoffgehaltes in der Tragersubstanz oder durch die Léslichkeit des
Wirkstoffes in der Tragersubstanz [Dias 2004, Dupuis 1986, Moser 2001].

Die Penetration einer Substanz kann aber auch auf physikalische Weise (z.B.
lontophorese) [Barry 2002, Edwards 1994], der Phonophorese [Alvarez-Roman
2004] oder durch Okklusion [Feldmann 1965] erhéht werden.

Um systemische Nebenwirkungen zu vermeiden, kénnen auch Stoffe einem topisch
applizierten Substanzgemisch hinzugefligt werden, die die Wirkung des Wirkstoffes
verzégern oder abschwéachen [Coderch 1999, Kalbitz 1996, William 2004]. Bei
Insektenschutzmitteln oder Sonnenschutzcremes ist die Wirkung auf der Oberflache
erwlnscht und eine Reduktion der Permeation erforderlich [Hadgraft 2001].

Auch die anatomische Lokalisation hat einen groBen Einfluss auf das
Penetrationsverhalten. Es zeigte sich, dass die Haut der Handflache, trotz der sehr
viel dickeren Hornschicht, genauso permeabel ist wie die des Unterarmes [Maibach
1971]. Die Haut am Abdomen und Handricken erwies sich als doppelt so
durchgangig wie die am Unterarm. Follikelreiche Stellen wie Kopf, Wange,
postaurikulare Haut und Stirn zeigten eine vierfach, die Axilla eine vier- bis
siebenfach hdhere Penetrationsrate im Vergleich zur Haut des Unterarmes. Das
Skrotum zeigte sogar eine totale Absorption der getesteten lipophilen Pestizide.

Wenn man den pH-Wert bei wiederholten Korneozytenabrissen misst, so findet man
auf der natlrlichen Oberflache einen Wert von 4,5-5 und einen durchschnittlichen
pH-Wert von 6,9 in den tiefsten Schichten des SC [Ohmann 1994]. Durch die
Veranderung des pH-Wertes findet auch eine Veranderung im Penetrationsverhalten
des Wirkstoffes statt [Elias 1996]. Die Schicht der Korneozyten quillt bei alkalischem
pH auf. Der Effekt des pH-Wertes auf die Permeabilitdt an exzidierter Haut wurde in
einer anderen Arbeit an zwei lipophilen Modellsubstanzen untersucht und zeigte
keine Beeinflussung des lipoidalen Weges der Penetration von Lésungen mit einem
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pH von 1,0-11,0 [Sznitowska 2001]. In einer weiteren Untersuchung zeigte sich ein
niedrigerer Penetrationskoeffizient bei einem pH-Wert von 5,5 als bei einem pH-Wert
von 7,4 bei verschiedenen Substanzen, die an menschlicher hitzeseparierter
Epidermis getestet wurden.

Eine  Erhdhung der  Hauttemperatur  beispielsweise  durch  externe
Temperaturerh6hung (hohe Raumtemperatur), bei Okklusion oder durch interne
Temperaturerh6hung (kérperliche Aktivitat) steigerte die Permeabilitdt der Haut
[Kalbitz 1996]. Erklart wird diese Permeabilitdtssteigerung durch eine Vasodilatation,
bei der die Haut starker durchblutet wird und dadurch ein stérkerer Abtransport des
Wirkstoffes stattfindet. Manche transdermalen Wirkstoffabgaben zeigen jedoch

weder eine Temperatur- noch ein pH-Wert-Abhangigkeit [Lopez 2005].

Die Penetration ist ebenfalls steigerungsfahig durch Substanzen, die die Barriere des
SC teilweise auflésen [Coderch 1999]. Die Abrissmethode, bei der die Dicke des SC
vermindert wird, kann somit eine Steigerung der Penetration hervorrufen, wobei oft
nicht das gesamte SC entfernt wird. So wird die Reservoirfunktion durch das
AbreiBen Uberwiegend zerstort [Vickers 1963]. Die Abrissmethode, die sowohl fir In-
vivo- als auch fir In-vitro-Experimente genutzt wird, ist in der Literatur auBer zum
Substanznachweis auch zur Steigerung der Permeabilitat [van der Valk 1990] oder

zur Untersuchung akuter Barrierestérungen [Breternitz 2007] angewandt worden.

Bei Krankheiten wie Psoriasis und vielen Ekzemen kann eine Anderung der
Penetrationsfahigkeit durch Entziindung und Hyperproliferation des SC auftreten
[Elias 1996]. Es zeigte sich jedoch, dass das AusmalB der Erkrankung, gemessen am
TEWL und histologischen Beobachtungen, nicht immer mit der Erhéhung der
Penetration korreliert [Fang 2003].

1.5.1 Okklusion

Eine Okklusion der Haut erfolgt durch eine wasserundurchlassige Abdeckung und
bewirkt eine Reihe von tiefgreifenden Veranderungen am Hydratationsstatus, der
Barrierepermeabilitdt, der epidermalen Lipide, der DNA-Synthese, der mikrobiellen
Flora und zahlreichen molekularen und zellularen Prozessen [Zhai 2001]. Oft steigt
dabei die perkutane Absorption aufgetragener Substanzen. Okklusion blockiert den
transdermalen Wasserverlust, wodurch die Hydratation des SC steigt, die

Korneozyten anschwellen und die Aufnahme von Wasser in interzellulare
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Lipiddoménen erreicht wird. So kann der Wassergehalt im SC von normalerweise 10-
20% auf 50% und die Temperatur von 32°C auf 37°C ansteigen. Okklusion
verhindert gleichzeitig die Verdunstung der aufgetragenen Substanz und flhrt somit
zu einer héheren Verflgbarkeit.

Eine andere Arbeit Uber die physiologischen Verdnderungen der
Hautbarrierefunktion in Relation zum Level der Okklusion, der Auftragungszeit und
der klimatischen Bedingungen wurde vorgestellt [Schafer 2002]. Bei 25°C und 50%
relativer Luftfeuchtigkeit waren Hauthydratation, Oberflachenverdunstung und
relative Luftfeuchtigkeit zwischen Hautoberflache und Okklusionsverband bei einem
luftdurchlassigen Verband im Gegensatz zum luftundurchlassigen Verband reduziert.
Bei héherer Temperatur und Luftfeuchtigkeit (30°C und 75%) stiegen die drei
GréBen unter beiden Verbanden an. Bei niedrigerer relativer Luftfeuchtigkeit und
Temperatur (20°C und 30%) hingegen stieg keine der GréBen an.

Eine Hydratation des SC durch einen Okklusionsverband oder den Okklusionseffekt
einer Salbengrundlage wurde schon bei friiheren Untersuchungen beobachtet [Ring
1985]. Die Tiefenwirksamkeit einer dermatologischen Behandlung wurde durch die
Verhinderung der Abdunstung unterstiitzt. Angeborene Anhidrose verminderte die
Permeation um den Faktor 100. Maximales Schwitzen erhéht sie um den Faktor 10.
Eine Salbengrundlage kann durch die erhéhte Hydratation der Haut, die durch die
Okklusion erreicht wird, &hnliche Effekte erzeugen.

Die Effekte der Okklusion an perkutaner Absorption von zwei Zusammensetzungen
mit verschiedenen physiochemischen Eigenschaften wurden in vitro untersucht
[Treffel 1992]. Die Absorption menschlicher abdomineller Haut wurde in einer
Franzdiffusionszelle und einer Teflondiffusionszelle jeweils mit und ohne Okklusion
gemessen. Die Permeation der lipophilen Substanz unter Okklusion war 1,6x héher,
wahrend die Permeation der amphiphilischen Zusammensetzung unverandert blieb.
Die fehlende Penetrationserhéhung unter Okklusion galt besonders den hydrophilen

und nur leicht lipophilen Stoffen.

Verglichen wurde die freie Auftragung von Ostradiol aus Liposomen mit der
Auftragung unter Okklusion mit dem Ziel, den Einfluss der Hydratation der Haut zu
beobachten [Maghraby 2001]. Die Okklusion, die mit einer erhéhten Hydratation der
Haut einherging, verminderte die Freisetzungswirksamkeit aus den Vesikeln.
Penetration durch die Hautanhangsgebilde spielte eine sehr geringe Rolle bei der
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liposomalen Freisetzung. Die vollstdndige Hydratation der Haut, wie sie durch
Okklusion erreicht wird, verminderte die Ostradiolfreisetzung aus Liposomen. Die

~Shuntrouten® stellten somit nicht den Hauptweg der Freisetzung aus Liposomen dar.

1.5.2 Lipophilitat / Hydrophilitat

Die Penetration von Stoffen ins SC, die tieferen Hautschichten oder deren
Permeation ist unter anderem von den Stoffeigenschaften abhangig.

Die Permeationsrate vergréBert sich mit steigender Léslichkeit der Substanz im SC
[Ring 1985]. Geschwindigkeitsbestimmend fiar die Wirkstoffaufnahme ist das
Durchdringen des SC. Um eine systemische Wirkung zu erreichen, ist eine
Steigerung der Permeation und der Absorptionsquote mit Sorptionsvermittlern
moglich. Diese beschleunigen die Aufnahme der Wirkstoffe in die Haut durch
Hydratation bzw. Herauslésen von Lipoproteinen aus dem SC. Organische
Lésungsmittel  wie  Chloroform, Methanol oder Ethanol steigern die
Wasserpermeabilitdt durch Herauslésen von Phospholipiden aus der Hornschicht,
wahrend Aceton diese nicht I6sen kann.

Eine weitere Mdéglichkeit, die transdermale topische Wirkstofffreisetzung zu steigern,
ist die Nutzung von ,bladschenférmigen” Systemen wie Liposomen und Niosomen
[Choi 2005, Coderch 1999]. Kolloide oder Trépfchen einer wassrigen Losung kénnen
die Barriereschicht nur Gber hydrophile Wege passieren [Cevc 2004]. Dazu muss der
Wirkstoff genug formbar sein, um durch diese Mikroporen hindurchgelangen zu
kénnen. Es wurden verschiedene Trager in Form von Vesikeln und Kolloiden
entwickelt, die auch durch sehr kleine Poren kommen und somit eine sehr viel
héhere Verflgbarkeit der verwendeten Wirkstoffe darstellen.

Es wurde keine Beziehung zwischen der Hautstruktur und der Permeabilitéat bei den
schnell penetrierenden Stoffen wie Wasser und Ethanol gefunden [Scott 1991].
Hautstruktur, Dicke des SC, Anzahl der Zellschichten, epidermale und dermale Dicke
und Anzahl und Flache der Haarfollikel6ffnungen pro mm2? wurden mit der
Permeabilitat korreliert. Die Follikelflache/cm? variierte am meisten zwischen den
Spezies und den verschiedenen Korperstellen. Trotzdem hatten diese Kriterien
keinen Einfluss auf die Penetrationsrate der schnell penetrierenden lipophilen
Teststoffe. Die Absorption des hydrophilen Mannitols und des hydrophilen Paraquats
hingegen hing von der Follikeldichte ab. Polare Elektrolyte und ionisierte Salze
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drangen nur sehr schwer in die Haut ein. Die Hautdicke zeigte nur bei polaren
Substanzen einen Einfluss auf die Penetration, nicht aber bei unpolaren Stoffen
[Panchagnula 1997].

Der Effekt des pH-Wertes auf die Permeabilitdt von zwei lipophilen
Modellsubstanzen Hydrokortison und Testosteron wurde untersucht [Sznitowska
2001]. Die verschiedenen Hautmodelle waren intakt, delipidisiert und mit Azeton
getrankt. In dem untersuchten pH-Bereich bis 11,0 zeigte sich keine Anderung im
Penetrationsverhalten und somit keine Beeinflussung von Lésungen mit einem pH-
Wert zwischen 1,0 und 11 auf den lipoidalen Weg der Penetration. Ein 3-4facher
signifikanter Anstieg der Penetration von Testosteron bei einem pH von 12 wurde

hingegen ermittelt.

Unabhéangig von den physiochemischen Eigenschaften der aufgetragenen Substanz
wurde eine lineare Korrelation zwischen TEWL und Penetration festgestellt [Lotte
1987]. Besonders von lipophilen Substanzen weiB man, dass die follikulare

Penetration bei der perkutanen Absorption eine Rolle spielt.

Hydratation lasst die Penetration von lipidléslichen, unpolaren Molekilen starker
ansteigen als die von polaren Molekullen [Zhai 2001]. Die Absorption von lipophileren
Steroiden wurde bei einem erhéhten Hydratationsgrad der Haut durch Okklusion

erhéht, die von mehr wasserldslichen Steroiden hingegen nicht.

1.6 Tierhautmodell: Vergleich mit menschlicher Haut

Verschiedene Haute von Tieren (Miniaturschweine, Osborne-Mendel Ratten,
haarlose Maus und Schweizer Maus, Schlange) sind als Penetrationsmodelle
untersucht und vorgestellt worden [Bronaugh 1982, Harada 1992], wobei sich die
Schweinehaut als besonders &hnlich zur menschlichen Haut erwies [Schmook 2001,
Simon 2000]. Insbesondere hinsichtlich der Penetrationseigenschaften konnte dies
bestatigt werden [Bartek 1972, Benech-Kieffer 2000, Dick 1992, Netzlaff 2006b], was
vor allem auf einen vergleichbaren anatomischen Aufbau zuriickzufiihren ist [Jacobi
2007, Meyer 1996, 2001a, 2001b, 2002].

Wenn ein Tierhautmodell verwendet wird, sollte entweder die Absorptionsrate mit
menschlicher Haut vergleichbar sein oder einen konstanten Umrechnungsfaktor zu
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dieser aufweisen. Die vollstdndigen Informationen Uber das Versuchstier und die
untersuchte Region missen genau angegeben werden, da es Unterschiede in Alter,
Geschlecht, Rasse, GroBe, Gewicht und Kdrperregion gibt [Simon 1998].

Bartek verglich in einer In-vivo-Studie die perkutane Penetration von radioaktiven
Substanzen bei Ratten, Minischweinen, Hasen und Menschen und fand heraus, dass
sich die Permeabilitat der Gr6Be nach dabei folgendermalBen verhielt:

Hase > Ratte > Schwein > Mensch [Bartek 1972].

Basierend auf den heute verfligbaren Daten ist die Permeabilitdt beim haarlosen
Hausschwein, dem Rhesusaffen und der haarlosen Ratte qualitativ und quantitativ
durchweg &hnlich zu menschlichen Daten [Shah 1991].

Sogenannte Diffusionszellen wurden genutzt, um tierische Hautmodelle
(Miniaturschweine, Osborne-Mendel Ratten, haarlose Maus und Schweizer Maus)
mit menschlicher Haut zu vergleichen, wobei die Dicke des SC und die Haarfollikel in
die Betrachtungen mit einbezogen wurden [Bronaugh 1982]. Das dickste SC wurde
beim Schwein, das dinnste bei der Maus gefunden. Oft jedoch korrelierte die Dicke
des SC nicht mit der Permeabilitit, da es noch weitere beeinflussende
Strukturunterschiede der Haut gibt.

Die Hornschicht der Schweinehaut zeigt eine gleichmaBige Anordnung der
Hornzellen mit einer vergleichbaren Anzahl von Zellschichten zu menschlicher Haut,
welche jedoch je nach Kérperregion variiert. Der Verhornungsgrad der Haut des
Ohres ist beim Schwein vergleichsweise geringer als jener der Rumpfhaut. Im
Vergleich zum restlichen Kérper des Hausschweins besitzt das Ohr ein signifikant
dinneres SC (19 um) [Meyer 2002]. Es tragt mit 24-38 % zur Gesamtdicke der
Epidermis bei. In einer anderen Arbeit betragt die Dicke des SC des Schweineohrs
17-28 um [Jacobi 2007], vergleichbar zu der des Menschen mit 16,8 um [Bronaugh
1982]. Da die Diffusion fir langsam absorbierende Stoffe wie Harnséaure bevorzugt
durch Hautanhangsgebilde stattfindet [Bronaugh 1982], wird die Vergleichbarkeit der
Haut von haarlosen Tieren mit menschlicher Haut somit bei ihrer Nutzung in
Penetrationsstudien fir solche Substanzen schwierig.

Die &uBere Seite der Ohrmuschel des Schweins besitzt eine recht einheitliche
Haarfollikeldichte und eine konstante absolute sowie relative Dicke der Epidermis
und ist daher fir In-vitro-Untersuchungen besonders geeignet [Meyer 2002]. Am Ohr
des Deutschen Edelschweins gibt es an der Innenseite Plicae, groBe, vom Knorpel
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geformte Falten, die man bei Untersuchungen besser meiden sollte, weil sie
Veranderungen im Aufbau der Haut, besonders der Hypodermis, aufweisen. Das
Dorsum aurikulae besitzt 20-35 Primarfollikel/cm? und 0-5 Sekundarhaare/cm? und
somit wesentlich weniger als die meisten anderen Regionen des Edelschweins. Die
Ohrhaut des Schweins kommt damit bzgl. der Dichte der Haarfollikel der

menschlichen Haut am néchsten.

Auch die Untersuchungen von Bronaugh [Bronaugh 1981] ergaben eine &hnliche
Dimension der Anzahl der Haarfollikel von Schweinehaut und menschlicher Haut von
11/cm?2. Der Durchmesser der Haarfollikel beim Schwein ist jedoch fast doppelt so
groB wie beim Menschen, was bezeichnend ist fir den kraftigeren Haarbefund beim
Schwein. In der neusten Arbeit zu diesem Thema zeigte sich eine SC-Dicke von 17-
28 um, wahrend die lebende Epidermis eine Dicke von 60-85 um aufwies [Jacobi
2007]. Auf einem cm? wurden an der &uBeren Seite des Schweineohrs 20-35
Primarfollikel [Meyer 2001a] bzw. 11-25 Haare bestimmt [Jacobi 2007]. Bei Scott
wird die durchschnittliche Anzahl der Follikel mit 6,3/cm? angegeben, allerdings
wurden nur vier Messungen durchgefihrt und ausschlieBlich das Abdomen
untersucht [Scott 1991]. Die erhaltenen Resultate einer weiteren Arbeit sind mit 14-
32 Haarfollikel/lcm? am Rumpf bzw. Extremitdten menschlicher Haut &hnlich den
Resultaten von Schweinehaut und zeigen ebenfalls, dass diese ein geeignetes
Modell fir menschliche Haut ist [Otberg 2004].

Wenn man das SC mit 19-20 um und die lebende Epidermis des Hausschweins mit
einer Dicke von 52-56 pm zusammen betrachtet, liegt die gesamte Epidermis im
Rahmen der Dicke der menschlichen Epidermis (75-150 pm), was wiederum
grundlegend ist flr die Verwendung als Penetrationsmodell [Meyer 2001a]. Auf der
inneren Seite der Ohrmuschel fiel beim Hausschwein die fehlende bis sparliche
Behaarung der tiefen Bereiche — Scaphae - zwischen den Plicae auf, die aber zur
Ohrspitze und den freien Randern hin dichter wurde.

Die absolute Dicke der Dermis des Menschen liegt zwischen 1-4 mm [Meyer 2002].
Das entspricht der absolute Dicke der Dermis der Ohrhaut des Deutschen
Edelschweins, allerdings sind die peripheren Bereiche der Aurikula wesentlich

dinner und daher fir Experimente ungeeignet.

Dicke und Struktur des SC sind nicht allein ausschlaggebend flr die Permeabilitat.
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Die hydrophilen Stoffe durchdrangen die Epidermis der Schweineohrhaut in einer
Studie schneller als die der menschlichen Haut [Meyer 1996]. Zwei groBe
Hautdrisentypen (groBe Talgdrisen und sekretorische Endstlicke der apokrinen
SchweiBdriisen) wurden in dieser Arbeit am Schweineohr beschrieben, durch die
sich eventuelle Unterschiede im Vergleich zu menschlicher Haut ergeben. Das
Sekretgemisch  dieser Drisen kénnte das Oberflachenmilieu und die

Speicherkapazitat der Epidermis verandern.

Die In-vitro-Permeabilitdt der Haut des Schweineohres wurde mit humaner
abdomineller Haut und Rattenhaut mit verschiedenen hydro- und lipophilen
Substanzen verglichen [Dick 1992]. Schweinehaut zeigte im Vergleich zur
menschlichen Haut, insbesondere fir lipophile Substanzen, ahnlichere Werte der
Permeabilitdt als Rattenhaut. Hinsichtlich der Unterschiede zwischen den
verschiedenen Schweinerassen stellte sich das Deutsche Edelschwein als
besonders geeignetes Modell fiir menschliche Haut heraus [Meyer 2001b].

Es wurden viele Studien tber den Aufbau und das Penetrationsverhalten der Haut
des Schweins durchgefiihrt und man kann zusammenfassen, dass das Deutsche
Hausschwein und im Besonderen die Haut des Ohres sich besonders gut eignet, um
Penetrationsuntersuchungen als Vergleich zu menschlicher Haut in vitro
vorzunehmen [Sekkat 2002].

1.7 Methoden zur Untersuchung der Penetration
oberflachlich aufgetragener Substanzen

In-vivo-Penetrationsuntersuchungen am Menschen waren die ,optimale“ Methode,
um die dermale und transdermale Freisetzung von Wirkstoffen zu untersuchen.
Untersuchungen, bei denen bspw. die Substanzkonzentrationen in tieferen
Hautschichten durch Biopsien bestimmt werden missten, sind aus ethischen
Grunden limitiert. Eine Alternative dazu kénnte menschliche Haut sein, die z.B. bei
kosmetischen Operationen notwendigerweise enthommen worden ist. Doch auch

diese Quelle steht nicht unbegrenzt oder planbar zur Verfigung.

Theoretisch-mathematische Modelle fiir die Permeabilitit von Chemikalien in

wassriger Lésung durch die Haut wurden vorgestellt [Edwards 1994, Frasch 2002]
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und zeigten eine gute Ubereinstimmung von Konzentrations-Tiefenprofilen des SC
mit experimentell erhaltenen Werten [Naegel 2008]. Ebenso wurde ein
strukturbasiertes, voraussagendes Permeabilitdtsmodell vorgestellt [Buchwald 2001].
Zeitabhangige SC-Tiefenprofile konnten mathematisch simuliert werden und lieBen
sich gut mit experimentell ermittelten Profilen vergleichen [Hansen 2008].

Zu einer nicht-invasiven und schnellen Mengenbestimmung einer ins SC
aufgenommenen Substanz wurde die ATR-FTI-Spektroskopie verwendet [Pirot
1997]. Im Folgenden soll eine kritische Ubersicht tiber existierende In-vivo- und In-

vitro-Modelle gegeben werden.

1.7.1 In-vivo-Experimente

Die anfanglichen Untersuchungen zur Penetration von topisch applizierten Stoffen
durch die Haut von Feldmann mit radioaktiv markierten Substanzen (z.B. Kortison),
die aufgetragen und anschlieBend in Urin und Stuhl bestimmt wurden, stellen eine
indirekte In-vivo-Nachweismethode dar [Feldmann 1967]. Weitere Studien mit Hilfe
radioaktiv markierter Substanzen zur totalen Penetration von Stoffen wurden
durchgefihrt [Feldmann 1970, Guy 1986, Maibach 1971, Moor 2003, Rougier 1987,
Schafer 1993]. Einerseits wurden Klebefilm-Abrisse des SC genommen und
andererseits die Substanz Uber vier Tage hinweg im Urin gemessen. Es gab eine
lineare Korrelation zwischen den Werten der wiedergefundenen Substanz beider
Experimente (r = 0,97, p < 0,001) [Rougier 1987]. Dies ist eine sehr aufwandige
Methode, bei deren Ergebnissen nicht zwischen der Ausgangssubstanz und den
Metaboliten unterschieden werden kann. Es stellte aber eine effektive Methode dar,
um Substanzen in vivo zu messen, die durch die Haut in den menschlichen Kreislauf

gelangen und anschlieBend ausgeschieden werden.

Eine weitere indirekte In-vivo-Methode fur die Penetration von Kortikosteroiden in die
Dermis ist der Abblasseffekt an der Haut durch Vasokonstriktion, welche durch das
bloBe Auge festgestellt wird und durch den Nachweis der Testsubstanz in Serum und

Urin quantitativ ergédnzt werden kann [Wohlrab 1989].

Ebenfalls gehdren die Tiermodelle an lebenden Tieren, z.B. an Schweinen zu den
indirekten In-vivo-Methoden [Zurdo-Schroeder 2007].

Auch die Abrissmethode am SC mittels eines Klebefiims [Weigmann 1999], die
Ablésung des SC durch Vereisung [Toll 2004] oder die Hitzeseparation der
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Epidermis [Wagner 2001] zur Untersuchung der Konzentration eines Wirkstoffs je
entnommener Probe sind indirekte In-vivo-Methoden. Mittels Cyanoakrylat kann
ebenfalls eine dinne Schicht der oberflachlichen Hornschicht abgerissen und
untersucht werden [Marks 1971, Otberg 2004, Rosado 2003a, Urano-Suehisa 1985].

2004 wurde eine Methode mit einer auBerordentlich hohen Auflésung von 2-10 pum
vorgestellt, die einzelne Zellen und Zellverb&nde sichtbar machen kann [Alvarez-
Roman 2004]. Die ,konfokale Laserscanning-Mikroskopie“ wurde in einer In-vivo-
Studie genutzt, um die verschiedenen Methoden der Penetrationserhdhung, wie
Mikroemulsionen, Liposome, Kolloide oder aktive Methoden wie lontophorese,
Elektrophorese oder Phonophorese im Detail zu beurteilen. Mit ihrer Méglichkeit der
dreidimensionalen Darstellung konnten die fluoreszierenden Substanzen in der
Hautstruktur lokalisiert und aufgezeigt werden. Allerdings sind nur semiquantitative
Momentaufnahmen mdglich und die Darstellungen bleiben auf fluoreszierende
Substanzen beschrankt. Ebenso konnte durch eine spezielle MRT-Methode der

Eintritt von Substanzen in die Haut nachverfolgt werden [Backhous 2004].

Das schichtweise Abtragen des SC mit Hilfe eines Tesafiimes ist eine weit
verbreitete  Methode, um die Kinetik, die Penetrationstiefe und die
Absorptionseigenschaften einer topisch applizierten Substanz zu untersuchen
[Rougier 1987, Lotte 1993, Schwarb 1999]. Bei einer vergleichenden Studie von In-
vivo- und In-vitro-Methoden konnte gezeigt werden, dass mit der Abrissmethode Uber
90% der in der Epidermis befindlichen Substanzen nachgewiesen werden kdnnen
[Pershing 1992]. Daher ist diese Methode geeignet flr Voraussagen Uber die ,totale
Absorption® von Substanzen. Der absolute Wert einer topisch applizierten Substanz
und die Menge der Korneozyten, welche bei einem einzelnen Klebefilmabriss
entfernt wurden, konnten bestimmt werden [Lademann 2006, Lindemann 2003].

Das Verfahren der Mikrodialyse ist ein direktes In-vivo-Verfahren, dessen Prinzip auf
passiver Diffusion durch eine Membran in ein Lumen beruht und inzwischen in
nahezu allen Organen angewandt wurde [Schnetz 2001]. Dabei wird die
Wiederfindungsrate betrachtet, die von der MolekiilgrdBe der Substanz und von der
Wahl des Dialysematerials beeinflusst wird. Die Schwierigkeiten dieser Methode
lagen bei der Messung von lipophilen und stark proteingebundenen Substanzen.
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Ein Vergleich zwischen menschlicher Haut in der Franzdiffusionszelle (FDZ) und der
Mikrodialyse zeigten, dass die Permeationsprofile beider Methoden vergleichbar

waren, der Penetrationsfluss allerdings pH-abhangig war [Leveque 2004].

Bei einer weiteren indirekten In-vivo-Methode wurde anhand des TEWL und der SC
Hydratation das AusmaB einer provozierten Barrierestérung beurteilt [Berndt 2001].
Dabei wurde wiederholt eine Testsubstanz, die eine irritative Kontaktdermatitis
auslésen kann, auf die menschliche Haut aufgetragen und beobachtet, welche
SchutzmaBnahmen am effektivsten der Irritation vorbeugen.

Eine andere Methode verfolgte das Prinzip, dass die Differenz zwischen der
aufgetragenen und der nachher wiedergefundenen Menge durch oberflachliches
Abwaschen des Uberstandes berechnet wird [Shah 1991]. Diese Ein-Punki-
Bestimmung hat den Nachteil, unter diesen Bedingungen nicht wiederholt werden zu

kénnen. AuBerdem wird die Verdunstung der Substanz hier vernachlassigt.

Des Weiteren gibt es das Modell des menschlichen Hautlappens oder eines
Hautersatzes, welche an ein Tier transplantiert wurden [Shah 1991, Scott 1988]. Hier
kénnen zwar die Bioverfligbarkeit, der dermale Metabolismus und der Effekt des
Blutflusses gut beobachtet werden, aber es ist eine sehr teure und aufwendige
Methode.

1.7.2 In-vitro-Experimente

Modelle zur Untersuchung der Penetration von Wirkstoffen wurden an exzidierter
menschlicher Haut [Wagner 2001], an lebenden Versuchstieren [Bartek 1972], an
Tierhautmodellen [Wagner 2007, Pongjanyakul 2002] oder an Modellen mit
Kunststoffmembranen [Zghoul 2001] vorgestellt. Die Anzahl der Tierexperimente,
besonders in der Kosmetik-, Toilettenartikel- und Haushaltsproduktindustrie soll mehr
und mehr verringert werden [Indans 2002]. Eindeutig schadigende und toxische
Experimente sollen ausschlieBlich an In-vitro-Untersuchungen stattfinden und vor
Tierexperimenten sollten mdglichst immer In-vitro-Tests stehen. Anzunehmen ist,
dass In-vitro-Untersuchungen auch in Zukunft in verschiedenen Bereichen an

Bedeutung gewinnen werden.

Einige In-vitro-Modelle beruhen auf Hautrekonstruktionen mit Hilfe von menschlichen
Epidermiszellen, aus denen eine Epidermis- oder eine SC-Membranpraparation
hergestellt wird [Golden 1985]. Andere Modelle wie Graftskin™, LSE™ (lebende
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Hautdquivalente), SkinEthic™ HRE (human reconstructed epidermis) und Episkin
wurden vorgestellt, die allerdings bisher nur sehr eingeschrankt fir die In-vitro-
Penetration geeignet sind [Schmook 2001, Netzlaff 2007]. Die HRE wies unter
denselben experimentellen Bedingungen bei histologischen Untersuchungen und der
Bewertung des TEWL &hnliche physiologische Eigenschaften hinsichtlich der
Barrierefunktion auf wie normale Haut [Regnier 1993, Reymermier 2003]. Qualitativ
zeigte sie sich allerdings permeabler. ,EpiDerm® wurde mit menschlicher Haut
verglichen, wobei die errechnete Flussgeschwindigkeit des Aquivalents fiinfmal
héher lag [Zghoul 2001]. Als Modellsubstanz wurde dazu Flufenaminsaure in
Wollwachs und in Phosphatpuffer gelést verwendet und in der FDZ getestet. In einer
neueren Arbeit zeigten sich diese Hautdquivalente (EPISKIN, EpiDerm und
SkinEthic) als gut vergleichbar mit menschlicher Haut und Schweinehaut bei
hydrophilen Substanzen [Schéafer-Korting 2008a]. Sie zeigten allerdings wiederum
eine Uberdurchschnittliche Permeationsrate jedoch mit gleicher Rangfolge flr die
Testsubstanzen [Schéafer-Korting 2006, 2008b]. Die HRE-Modelle zeigten nicht wie
erwartet eine signifikant héhere Reproduzierbarkeit gegeniber exzidierter
menschlicher Haut oder Schweinehaut. Eine andere Arbeit fand bei diesen Modellen
das Problem einer wesentlich schlechter ausgepragten Barrierefunktion gegentber
lebender oder entnommener Haut, aber die Madglichkeit zur Testung an
phototoxischen, korrosiven oder toxischen Substanzen [Netzlaff 2005].

Modelle aus kinstlichen Membranen wie z.B. ein Silikonmembranmodell [Cross
2001, Chilcott 2005, Kurosaki 1991, Leveque 2006] wurden mit menschlicher Haut in
vitro verglichen. Die Penetrationsraten beider Modelle waren nur sehr eingeschrankt
vergleichbar.

Auch verschiedene Tierhdute wurden imitiert, um Tierexperimente einzuschranken.
So wurde z.B. ein Hundehautaquivalent vorgestellt [Serra 2007], welches eine
vergleichbare morphologische Struktur zur gesunden Hundehaut aufwies, die jedoch

zur menschlichen Haut groBe Differenzen zeigte.

Abgeworfene Schlangenhaut stellt unter diesem Aspekt ein tierexperimentfreies
Modell fir In-vitro-Permeationsstudien dar, da alle zwei bis drei Monate ein
physiologisches Hauten stattfindet. Verglichen wurde dieses Modell mit menschlicher

Haut und einem gangigen Versuchstiermodell, dem der haarlosen Maus. Die
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Schlangenhaut reagierte &hnlicher zur menschlichen Haut als die der haarlosen
Maus [Rigg 1990].

Ein anderes In-vitro-Modell ist das perfundierte Schweineohr aus Schlachtabfallen
[de Lange 1992, Lange 1994]. Dabei wurde untersucht, ob das Perfusionsmedium
einen Einfluss auf die Perfusionsrate nimmt. Es zeigte sich, dass die Perfusionsrate
in hohem MaBe vom genutzten Medium und dessen Proteingehalt abhangt. Des
Weiteren wurden ein Modell an einem perfundierten Schweinehautlappen
[Riviere1991] und einem perfundierten Rindereuter vorgestellt [Heise 2003]. Bei
Letzterem stieg die Oxygenierung des Blutes in der Epidermis nach mehrfachen SC-
Abrissen an und deutete damit auf eine Barrierestérung hin. Bei diesen Methoden
wird Haut mit unverdnderter Anatomie und funktionierender Mikrozirkulation

verwendet. Damit kommen diese Methoden nahe an In-vivo-Modelle heran.

Ein weiteres In-vitro-Modell an der Haut des Schweineeuters zeigte keine gute
Ubereinstimmung in der Permeabilitdt zu menschlicher Epidermis, wobei besonders
die Unterschiede in der Lipidzusammensetzung und der Dichte der Haarfollikel als
Ursache genannt wurden [Netzlaff 2006b]. Schweineohren wurden auch bereits als
ein Direkthautmodell in vitro, wie in der vorliegenden Arbeit fir die Penetration von
Pollenallergenen in die Haut genutzt und zeigten eine gute Vergleichbarkeit zur
menschlichen Haut [Jacobi 2003].

Im Allgemeinen zeigen In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen eine gute
Ubereinstimmung [Auton 1994, Benech-Kieffer 2000, Buchwald 2003, Chatelain
2003, Franz 1975, 1978, Hadgraft 2005, Wagner 2002b, Wagner 2003]. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass die vergleichenden Studien stets unter denselben
Bedingungen und an denselben Versuchstieren durchgefiihrt werden [Simon 1998].
In-vitro-Untersuchungen an menschlicher Haut haben gezeigt, dass unter gleichen
Bedingungen durchaus &hnliche Werte zu In-vivo-Untersuchungen erhalten werden
kénnen [Auton 1994, Benech-Kieffer 2000, Buchwald 2003, Chatelain 2003, Franz
1975, 1978, Hadgraft 2005, Wagner 2002b, Wagner 2003]. Obwohl frisch
entnommene Haut von frisch verstorbenen Personen am besten geeignet scheint,
zeigen Untersuchungen, dass keine relevanten Unterschiede entstehen, wenn die

Haut bis zum Beginn der Experimente direkt schockgefroren wird [Franz 1993].
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1.8 Ziel der Arbeit

Die Bedeutung der Penetration an der menschlichen Haut dokumentiert sich in der
Vielzahl der in der Fachliteratur vorgestellten In-vitro- und In-vivo-Modelle. Dabei
zeigt sich, dass mit jedem Modell nur ein begrenztes Spekirum an Fragen
beantwortet werden kann. Vergleichende Untersuchungen wéren hilfreich, um die
bisherigen Ergebnisse gegentiberstellend werten zu kénnen.

Mit der vorliegenden Arbeit soll daher diese Licke geschlossen werden. An einem
Tierhautmodell, der mit der menschlichen Haut besonders gut vergleichbaren
Schweinehaut [Simon 1998], sollen vier aus der Literatur bekannte In-vitro-
Penetrationsmodelle [Franz 1972, Jacobi 2005, Wagner 2002b] unter
standardisierten Bedingungen (Konzentration der Testsubstanz, Temperatur,
Einwirkzeit, Untersuchungsperson) verglichen werden. Pro Serie, die jedes Modell zu
drei Zeitpunkten umfasste, wurde ein und dasselbe Hautpraparat (Schweineohr)

genutzt, um die interindividuellen Unterschiede innerhalb einer Serie auszuschlieBen.

Als Testsubstanz wurde Flufenaminsaure in Wollwachs verwendet. Flufenaminsaure
ist ein nicht-steroidaler Entzindungshemmer mit schmerzlindernder Wirkung. Er fand
in vielen Studien zu Penetration topisch applizierter Substanzen Anwendung und lie
sich in den einzelnen Hautschichten gut nachweisen [Hansen 2008, 2009, Henning
2008, Jacobi 2005, Kaca 2008, Luengo 2006, Netzlaff 2006a, 2006b, Wagner 2000,
2001, 2002a, 2002b, 2004, Zghoul 2001].

Aus den folgenden Grinden wurde eine undefinierte sattigende Menge verwendet:

1. um den Einfluss der ausgewdahlten Dosis zu minimieren (standardisierte

Bedingung),

2. um ein Sattigungsniveau des Wirkstoffwertes im SC innerhalb einer Stunde zu

erreichen,

3. um eine moglichst hohe Konzentration der Substanz in den verschiedenen

Hautschichten zu erhalten, die ohne Probleme nachgewiesen werden kann.

Die in der vorliegenden Arbeit zu erwartenden Ergebnisse sollen die
Reservoirkapazitdt des SC aufzeigen. Jedes Modell wurde mit jedem anderen
verglichen. Bewusst wurden vier methodisch unterschiedliche Modelle zur
Anwendung gebracht, die differenzierte Interpretationen zulassen:
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1. Saarbrickenmodell (SBM): Diffusionskammer, (Druck auf der Salbe mit
Okklusion),

2. Direkthautmodell (DHM): Vollhaut, am Ohrknorpel des Schweins befindlich, offene

Penetration der Salbe,

3. Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle (V-FDZ): Permeation durch die

Haut und

4. Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle (S-FDZ): Permeation durch die

Epidermis.

Daher lassen die Penetrationsergebnisse folgende Thesen zu, die durch die

Untersuchungen beantwortet werden sollen:

- die Penetrationsrate des SBM soll die BezugsgroBe darstellen, da dieses Modell

gut etabliert ist,

- es wird erwartet, dass die Penetrationsrate im SBM durch die Einflussfaktoren

Druck und Okklusion gegeniber den anderen Modellen erhéht ist,

- im Modell der V-FDZ werden geringere Wirkstoff-Konzentrationen als im SBM und
DHM in den Hautschichten erwartet, da der Wirkstoff in eine Akzeptorflissigkeit

diffundieren kann und

- im Modell der S-FDZ muisste dagegen die Wirkstoffkonzentration in der
Akzeptorflissigkeit h6her ausfallen als im Modell der V-FDZ, da sie auch die Menge
der Testsubstanz mit aufnehmen muss, die sonst in die Dermis diffundiert. In der
Epidermis missten die FS-Konzentrationen etwa denen der anderen Modelle
entsprechen, da die Reservoirfunktion im Wesentlichen in der Epidermis, genauer im
SC zu suchen ist. Dabei ist jedoch eine EinflussgroBe noch schwer vorhersehbar:
inwieweit kdnnen die angeschnittenen Haarfollikel und die SchweiBdriisen einer

Spalthaut das zu erwartende Penetrationsergebnis beeinflussen?

Folgende Fragestellungen sollen zusammenfassend am Ende der vorliegenden

Arbeit beantwortet werden:
1. In welcher Weise konnen Druck und/oder Okklusion die Penetration beeinflussen?

2. In welchem AusmaB reduziert die Permeation (Abfluss) die Wirkstoffkonzentration

in den verschiedenen Hautschichten?

3. Welcher Anteil an der Barriere féllt der Epidermis zu?
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4. Spielen die angeschnittenen Follikel6ffnungen fir die Penetration am
Spalthautmodell eine Rolle?

5. Welchen Einfluss hat die Akzeptorflissigkeit durch die Hydratation der Modellhaut

von dermaler Seite?

6. Lassen sich diese In-vitro-Ergebnisse mit menschlicher Haut in vivo vergleichen?
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2 Material und Methoden

Im Folgenden sollen die vier In-vitro-Penetrations- bzw. Permeationsmodellen

vorgestellt werden.

Als Testsubstanz wurde Flufenaminsaure (FS) verwendet. Diese lipophile Substanz
zeigte sich als gut geeignet, da sie in und durch die Haut penetrierten und sich nach
Extraktion gut durch HPLC-Messung (High Pressure Liquid Chromatography)
bestimmen lieB [Kimura 1989, Kurosaki 1991, Wagner 2001].

Die Haut vom Schweineohr ist ein haufig genutztes In-vitro-Modell fir menschliche
Haut [Jacobi 2005, 2007, Meyer 1996, 2001a, 2001b, 2002, Simon 1998], da sie
ahnliche Penetrationseigenschaften flir topisch applizierten Substanzen zeigt
[Benech-Kieffer 2000, Schmook 2001].

2.1 Material

2.1.1 Die Hautpraparation

In dieser Studie wurden verschiedene Aufbereitungen der Haut eines Schweineohrs

verwendet:
1. Haut, die direkt am Ohrknorpel verblieb (DHM)

2. ausgestanzte Hautscheiben, die aus Epidermis und Dermis bestanden (Vollhaut)
und im Saarbriickenmodell sowie dem Franz-Diffusionszellmodell verwendet wurden

und

3. ausgestanzte Spalthaut mit einer Dicke von 300 pm, die mit einem Dermatom
geschnitten und ebenfalls in der Franz-Diffusionszelle untersucht wurde.

Insgesamt wurden damit vier Modelle an sechs Schweineohren zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (nach Auftragung) untersucht, sodass die Ergebnisse aus

72 Untersuchungen miteinander verglichen werden konnten.
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2.1.2 Herkunft und Aufbereitung des Gewebes Schweineohr

Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden an der Haut von Schweineohren
durchgefihrt, die von frisch geschlachteten sechs Monate alten weiblichen Tieren
der Rasse Deutsches Hausschwein stammten. Die Borsten wurden behutsam mit
der Schere entfernt, um die Epidermis nicht zu beschadigen. Die Ohren wurden
vorsichtig mit lauwarmem Wasser gewaschen und mit Zellstoff trocken getupft.
Danach wurden sie entweder sofort verwendet oder bei 4-8°C maximal vier Tage
lang aufbewahrt. Fir das Saarbriicken-Penetrationsmodell; die Franzdiffusionszelle
mit Vollhaut sowie mit Spalthaut wurden jeweils drei Proben von der dorsalen
auBeren Seite eines Ohres entnommen. Die Innenseite des jeweiligen Ohres blieb
fur das Direkthaut-Modell. Diese wurde neben der AuBenseite genutzt, um alle vier
Modelle an einem Versuchstier durchfihren zu kdénnen. Dabei wurde darauf
geachtet, die Plicae (s. Kap. 1.6; S. 21) zu meiden [Meyer 2001a, 2002].

Am Tag der Durchfiihrung wurde einerseits Haut des gesamten Hautquerschnittes
vom Knorpel der AuBenseite des Ohres mit Hilfe eines Skalpells entfernt und
andererseits die Spalthaut durch das Dermatom gewonnen. Genehmigt wurden
diese Experimente durch die tierarztliche Kontrollbehérde Berlin Treptow-Kdpenick.

2.1.3 Modellsubstanz der Penetration

Flufenaminsaure wurde als Modellsubstanz gewahlt, da diese lipophile Substanz bei
In-vivo- [Wagner 2002b] und In-vitro-Experimenten [Henning 2008, Kaca 2008,
Kimura 1989, Kurosaki 1991, Netzlaff 2006b, Zghoul 2001] im Allgemeinen und an
Schweinehaut und an menschlicher Bauchhaut im Besonderen im SBM und der
FDZ-V Anwendung fand [Hansen 2008, Wagner 2000, 2001, 2002a]. Wegen der gut
definierten kinetischen Bedingungen wurde das Sattigungsniveau stets nach einer
Stunde erreicht. Im Gegensatz zur definierten Wirkstoffmenge bewirkte die
undefinierte Wirkstoffmenge einen Verschluss der Haut, welcher wahrscheinlich die
perkutane Absorption beeinflusste. Um diesen Effekt so gering wie mdglich zu
halten, wurde die Substanz nach einer Stunde Einwirkzeit wieder entfernt. Dadurch
war es moglich, die Umverteilung von Flufenaminsaure in den verschiedenen

Hautschichten nach verlangerten Einwirkzeiten zu untersuchen.
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Flufenaminsaure (kristalline Modifikation I, Kali-Chemie Pharma, Hannover,
Deutschland) wurde zu 0,9% in Wollwachs (WAQO; German Pharmacopoeia,
Deutschland) eingearbeitet und in einer undefinierten, sattigenden Menge [Franz
1993, Teichmann 2005, Wagner 2001] auf die Testflachen aufgetragen.

Eine séattigende Menge bedeutete, dass auch beim Auftragen gréBerer Mengen oder
héherer Konzentrationen des Substanzgemisches kein zusatzlicher Wirkstoff in die
Haut eindrang, was an Voruntersuchungen belegt werden konnte [Jacobi 2005,
Teichmann 2005].

Die lipophile Substanz (FS) war vollstdndig in der Salbengrundlage Wollwachs
aufgelést. Um eine Kristallisierung zu verhindern, wurde die Substanz bei 32°C
gelagert. Unter diesen Bedingungen bleibt das Substanzgemisch sechs Monate lang
unverandert [Wild 1988]. Flufenamins&ure hat ein Molekulargewicht von 281,2 g/mol,
der Siedepunkt liegt bei 132,8°C, der Oktan / Wasser-Teilungskoeffizient betragt 4,8
und der pK(a)-Wert 3,9. Die Sattigungskonzentration im Soerensen Phosphatpuffer,

welcher in der FDZ verwendet wurde (mit einem pH-Wert von 7,4) betragt 0,205%.

2.1.4 Auftragen der Modellsubstanz

Die 0,9%ige Flufenaminsaure in Wollwachs wurde in einer undefinierten Menge von
ca. 60 mg Salbe (entspricht 540 ug Flufenaminsaure) pro Quadratzentimeter auf jede
Hautprobe aufgetragen. Dabei wurden von jedem der vier Modelle drei Proben
gleichzeitig begonnen. Diese 12 Hautproben stammten alle vom selben
Schweineohr. Nach einer Stunde Einwirkungszeit wurde der Uberschuss der
Substanz, d.h. der Anteil, der bis dahin nicht in die Haut eingezogen war, von der
Oberflache jeder Hautprobe mit einem Wattebausch entfernt. Jeweils eine Probe
jedes Modells wurde nach einer Stunde aufgearbeitet und analysiert. Die anderen
beiden Proben jedes Versuchsaufbaus verblieben weitere drei bzw. 20 Stunden im
Brutschrank. Im Falle des DHM wurde dabei die 2 x 2 cm groBe Probeflache mit Hilfe
eines Skalpells aus dem Rest des Ohres in ihrer gesamten Starke samt Knorpel

entnommen.

2.1.5 Weitere Untersuchungsmaterialien

Substanzen: Salbengrundlage (Wollwachs), tesa®-Film Multifilm kristall-klar (Nr.
5529, Beiersdorf, Hamburg, Deutschland), Glasperlen mit einem Durchmesser von
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0,5 mm, Aluminiumfolie (0,04 mm dick, neoLab Migge Laborbedarfs-Vertrieb, Berlin,
Deutschland), Soerensen Phosphat-Pufferlésung (9,55 g PBS Dubelco und 40 g Brij
(ACROS) auf 1 | destilliertes Wasser; 0,2004 g KH.PO4 + 0,7342 g Na,HPO, in 100
ml destilliertes Wasser pH 7,4), Ringer Lésung, 0,05% NaOH (Merck, Darmstadt,
Deutschland), Vaseline (Apotheke, Charité, Berlin, Deutschland), Methanol, Ethanol
(Uvasol, Firma Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland).

Geréte: Franz-Diffusionszellen vom Typ 4G-01-00-20 (Perme Gear, Riegelsville, PA,
USA), Reagenzglaser (Oak Ridge Centrifuge Tube, PPCO, Firma Nalge Nunc
International, USA), Thermometer mit Infrarotlicht, Ultraschallwasserbad (Sonorex
Super RK 102H, Firma Bandelin electronic GmbH & CoKG, Berlin, Deutschland),
Schittler (Buhler, Tabingen, Deutschland) Zentrifuge (4 rpom x 1000 in der High-
Speed-Tischzentrifuge MR 18.12, Firma Jouan GmbH, Unterhaching, Deutschland),
Kivette, Doppelstrahlspektrophotometer (Lambda 20, Perkin Elmer, Uberlingen,
Deutschland), Spalthautmesser (Dermatom Aesculap® Typ GA 140, Aesculap
Werke AG 72, Tuttlingen), Handrolle, Cryomikrotom (HR Mark Il, Modell 1978, SLEE,
Mainz, Deutschland), Dickenmesser (Modell 5041, Typ VZR, Heidenhain, Traunreut,
Deutschland), HPLC mit 655 A 40 Autosampler, L 4250 Detektor, L 6220 Pumpe,
6000 K Daten interface, 5 um LiChrospher 100/RP-18 Saule, 12,5 cm Lange und 4

mm Durchmesser (Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland).

2.2 Methoden

Es wurden vier verschiedene Modelle verwendet, um das Penetrationsverhalten der
Testsubstanz in Zeitabhangigkeit zu vergleichen: das Direkthautmodell und das
Saarbriickenmodell als Penetrationsmodell und das Modell der Franz-Diffusionszelle
mit Vollhaut und mit Spalthaut als Permeationsmodelle. Die Messungen an allen vier
Modellen wurden nach einer Stunde, nach vier Stunden und nach 21 Stunden
durchgeflhrt.

Das Experiment wurde an sechs Ohrpraparaten von sechs Schweinen

vorgenommen.



_35.

2.2.1 Das Abrissverfahren

Bei diesem Verfahren zur Separierung der einzelnen horizontalen Schichten des SC,
die 1971 zum ersten Mal beschrieben wurde, wird die Gesamtheit der
oberflachlichen Korneozyten mit Hilfe eines Klebefilms abgerissen [Hadgraft 2005,
Yosipovich 2004]. Benutzt wurde ein durchsichtiger tesa®-Film mit einer Breite von
19 mm. Dieser einseitig klebende Film wurde mit der klebenden Seite mittig auf die
Hautprobe aufgebracht und mit einem Handroller aus Kunststoff zehnmal mit
maBiger Kraft angedrickt. Das Andriicken mit der Rolle war wichtig, da so der
Einfluss der Hautfurchen, der die homogene Entfernung der oberflachlich applizierten

Substanz beeintrachtigen kdnnte, vernachlassigt werden kann [Lademann 2005].

Zwischen Rolle und Klebefilm wurde bei jeder Nutzung ein neuer Papierstreifen
gelegt, um die Rolle nicht mit der Substanz zu kontaminieren. Danach wurde das
Papier verworfen und der Klebefilm mit Hilfe einer Pinzette mit einem schnellen Ruck
immer in gleicher Richtung von der Haut entfernt. AnschlieBend wurde der
Klebestreifen in ein GefaB mit Glasperlen getaucht, um das Zusammenkleben der
Klebefilme wahrend der Extraktion zu verhindern. Somit konnte das L&sungsmittel
die Testsubstanz optimal von dem Klebefilm |6sen. In Vorversuchen der eigenen
Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dass sich nach dem 30. Abriss keine Korneozyten
der Hautoberflache mehr auf dem Klebefilm befanden.

Um einschétzen zu kénnen, ob die Masse der Korneozyten auf Klebefilm-Abriss in
gleichmaBiger GréBenordung vorlag, wurden die Abrisse einer Serie zusatzlich in
einem Spektrometer vermessen [Lademann 2006, Weigmann 2001, 2003, 2005].
Dazu wurde jeder Abriss auf einen Metallring geklebt, der einen inneren
Durchmesser von 21 mm hatte, sodass die spéatere Messflache frei blieb.
AnschlieBend wurde der Metallring in einen daflr vorgesehenen Probehalter im
Spektrometer gesetzt. Nach dem AbreiBen wurde in einem
Doppelstrahlspektrophotometer mit einem quadratischen Strahlengang im sichtbaren
Bereich die Korneozytengesamtmenge jedes einzelnen Abrisses bestimmt. Das
Spektrum wurde fir den Bereich der Wellenldangen zwischen 230 und 500 nm
aufgenommen. Die Extinktion wurde von allen von der Haut entfernten tesa®-
Filmstreifen mit einem leeren tesa®Filmstreifen als Referenz verglichen. Die
Ermittlung der Korneozytenmenge erfolgte bei 430 nm, wobei die Pseudoabsorption
der entfernten Korneozyten das MaB der Menge der entfernten Korneozyten
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darstellte [Lindemann 2003, Weigmann 1999]. Eine gleichmé&Bige Verteilung konnte
beobachtet werden.

2.2.2 Saarbriickenmodell (SBM)

In jeder Serie wurde der Versuchsaufbau an drei Modellen gleichzeitig begonnen, da
neben den drei Messzeitpunkten alle anderen Variablen so klein wie madglich
gehalten werden sollten. Die drei kreisrunden Proben mit einem Durchmesser von
2,5 cm wurden aus der Haut mit all ihnren Schichten ausgestanzt. Die Dicke wurde mit
Hilfe eines Dickenmessers gemessen, um sicher zu gehen, dass relativ einheitliche
Hautdicken verwendet werden. Jedes der ausgestanzten Hautstlicke wurde im
Saarbriicken-Penetrationsmodell in die Vertiefung der unteren Teflongrundplatte
direkt auf ein kreisrundes Filterpapier mit denselben MaBen (2,5cm) gelegt (Abb. 1).
Das Filterpapier wurde zuvor mit Ringerlésung getrankt, um die Austrocknung der

Haut wahrend der Untersuchung zu verhindern.

_I_l I_l_ Vaseline

oberer —>
Stempel ES T | —
S Haut — [ ]
j <+ —— Filter __! = ’_LI_
< unterer >
Stempel

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Saarbriickenmodells vor und nach Auftragen der
Testsubstanz (FS) in Wollwachs

Das Substanzgemisch wurde in die kreisrunde Vertiefung des oberen Teflonblockes
mit einem Durchmesser von 22 mm und einer Tiefe von 2 mm bis zum Rand gefullt
und mit einem Spatel abgestrichen. AuBerdem wurde das Substanzgemisch auf die
Oberflache der Hautprobe aufgetragen. Der untere Teflonblock wurde eine Minute
lang mit dem Gewicht von 500 g beschwert (oberer Stempel), um einen Kontakt
zwischen dem Substanzgemisch in der Vertiefung und dem der Hautoberflache
herzustellen. AnschlieBend wurde der Teflonstempel in dieser Position fixiert und der

Spalt zwischen beiden Teflonblécken rundherum mit Vaseline versiegelt, um eine
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Austrocknung zu verhindern. Dieser Aufbau wurde in einem Brutschrank bei 32° C
gelagert. Nach einer Stunde wurden die drei Saarbriicken-Penetrationsmodelle aus
dem Brutschrank geholt, die Vaseline entfernt und der Stempel von der Grundplatte
gelést. Dann wurde das Uberstehende Substanzgemisch aus dem Stempel entfernt
und von der Haut vorsichtig mit Watte abgetupft. Bei den beiden Hautproben, die
nicht nach einer Stunde verarbeitet wurden, wurde der obere Stempel wieder auf die
Haut gesenkt und zum Schutz vor Austrocknung der Spalt um den oberen und
unteren Teflonblock erneut mit Vaseline verschlossen. Die Modelle blieben dann bis
zur Aufarbeitung der Hautproben im Brutschrank.

2.2.3 Direkthautmodell (DHM)

Bei diesem Modell wurde Haut untersucht, die direkt am Schweineohr auf dem
Knorpel verblieb. Das gesamte Schweineohr wurde eine Stunde bei 32°C im
Brutschrank temperiert. Dabei wurde es in eine verschlossene Plastikbox gelegt, um
einen Wasserverlust zu vermeiden. An drei Arealen von 2 x 2 cm wurde zuvor die
Testsubstanz aufgetragen. Hierzu wurden drei Stellen an der Innenseite des Ohres
gewahlt, welche zwischen den Plicae lagen, und das Substanzgemisch dort in einer
ca. 2 mm dicken Schicht mit Hilfe eines Holzspatels optisch gleichméaBig
aufgetragen. Es wurde davon ausgegangen, dass die Substanz damit in einer
sattigenden Menge vorlag (s. Kap. 2.1.3). Nach einer Stunde Einwirkungszeit wurden
die Uberstande der Substanz mit Watte vorsichtig von der Haut entfernt, wobei
besonders darauf geachtet wurde, das SC nicht zu verletzten. Als Uberstand wurde
bezeichnet, was nach Ablauf der Stunde noch an sichtbarer Substanz auf der
Oberflache der Haut verblieben war. Die Probe der Haut, die nach einer Stunde
aufgearbeitet werden sollte, wurde mit einem Skalpell samt Knorpel in dem 2 x 2 cm
groBen Quadrat der Auftragung ausgeschnitten und wie in Kap. 2.2.6 beschrieben
aufgearbeitet.

2.2.4 Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle (V-FDZ)

Die Franz-Diffusionszelle bestand aus einem doppelwandigen GlasgefaB3, zu dem ein

einwandiger Deckel mit zentraler Offnung gehdrte (Abb. 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Franz-Diffusionszelle

Die Zelle besaB ein inneres Lumen, welches nach oben hin offen war und ein
zweites Lumen, welches zwischen den beiden Wandschichten lag. Das Wandlumen
einer Zelle war durch zwei nach auBlen gerichtete Fortsatze Uber einen
Gummischlauch mit dem Wandlumen der nachsten Franz-Diffusionszelle verbunden.
So bildeten alle beteiligten Franz-Diffusionszellen ein geschlossenes System,
welches in einem Becken mit temperiertem Wasser begann und endete. Dieses
Wasser, das auf einer konstanten Temperatur von 32°C gehalten wurde, zirkulierte
wahrend des Experiments standig durch die AuBenwéande der Franz-Diffusionszelle,
und wurde dabei durch eine Pumpe angetrieben. Das System wurde eine Stunde vor
Beginn der Auftragung der Testsubstanz in diese Konditionen gebracht.

Drei runde Gewebeproben mit einem Durchmesser von 3,6 cm wurden aus der
Vollhaut ausgestanzt. Die Dicke der Haut wurde auch bei diesem Modell mit einem
Dickenmesser bestimmt, um Hautproben mit einheitlicher Dicke zu verwenden. Die
Franz-Diffusionszelle, deren Akzeptorlumen mit 3 ml des Soerensen-
Phosphatpuffers geflllt war, wurde so mit der ausgestanzten Gewebeprobe bedeckt,
dass zwischen Puffer und Haut keine Luftblase entstand. Dabei wurde die Haut
vorsichtig von einer Seite zur anderen ausgebreitet. Das SC war dabei der
AuBenseite zugewandt und die dermale Seite hatte direkten Kontakt zur
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Akzeptorfliissigkeit. Dann wurde der Deckel mit der zentralen runden Offnung auf die
Rander der Hautprobe aufgesetzt und an der unteren Kammer mit Hilfe einer
Klammer befestigt. Jede Zelle stand dazu auf einer magnetischen Grundplatte. Die
Akzeptorflissigkeit wurde wahrend des gesamten Experimentes ununterbrochen von
einem magnetischen Stab von ca. 1 x 2 mm gerGhrt, welcher sich in der
Akzeptorflissigkeit befand. Damit wurde der Puffer in der Franz-Diffusionszelle in
standiger Bewegung gehalten, um den Abtransport des penetrierten Wirkstoffes aus
Haut in den systemischen Kreislauf in vivo zu simulieren. Die Haut stand nun in
Kontakt mit der Puffersubstanz und wurde eine Stunde temperiert bevor eine
Temperaturmessung mit Hilfe eines Infrarot-Thermometers stattfand. Betrug die
Temperatur 31-32°C, wurde die Testsubstanz mit Hilfe eines Glasspatels durch die
Offnung im Deckel in einer ebenfalls sattigenden Menge auf die Hautoberflache
aufgetragen. Die Auftragungsflache betrug 0,64 cm2.

Nach Ablauf einer Stunde wurden die Deckel aller Zellen entfernt. Die Menge an
Substanzgemisch, welche nicht innerhalb dieser Stunde in die Haut penetriert war,
verblieb als sichtbarer Uberstand auf der Hautoberfliche. Vorexperimente zeigten,
dass wenn die aufgetragene Menge an FS erhdht wurde, die wiedergefundenen
Konzentrationen an FS im SC annahernd konstant blieb: der Sattigungsbereich war

somit erreicht [Teichmann 2005].

Mit Hilfe von Watte wurden die Uberstdnde der Substanzen vorsichtig von der
Hautoberflache abgetupft. Die Haut einer der drei Zellen wurde zur direkten
Weiterverarbeitung entnommen. Bei den restlichen zwei Franz-Diffusionszellen
wurde der Deckel wieder auf der Zelle befestigt, so dass diese Haut nach weiteren
drei bzw. 20 Stunden aufgearbeitet werden konnte. Die Zellen wurden wéahrend des
gesamten beschriebenen Vorgangs nicht von der Magnetplatte oder aus dem
Pumpsystem entfernt.

2.2.5 Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle (S-FDZ)

Die Spalthaut wurde mit Hilfe eines Dermatoms vom Schweineohr geschnitten, so
dass daraus drei Hautproben mit dem Durchmesser von je 36 mm ausgestanzt

werden konnten.

Diese Hautproben wurden direkt auf die Diffusionszelle Uber die Akzeptorflissigkeit
gelegt, die 3 ml Soerensen-Phosphatpuffer enthielt. Der Versuch wurde
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anschlieBend unter denselben Bedingungen durchgefihrt, wie bereits bei der
Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle beschrieben (s. Kap. 2.2.4).

2.2.6 Materialaufbereitung

Die aus den verschiedenen Modellen entnommenen Hautproben wurden auf eine
stabile Unterlage gelegt und die Hautoberflache jeder Probe wurde mit einer einseitig
selbstklebenden Aluminiumfolie bedeckt, in die zuvor ein Loch mit einem
Durchmesser von 18 mm (Saarbriickenmodell), 13 mm (beiden Franzzellmodelle)
oder 20 mm (Direkthautmodell) gestanzt worden war. Dabei wurde die Folie so
angebracht, dass der Mittelpunkt des Kreisausschnittes der Aluminiumfolie Gber dem
Zentrum der Auftragungsflache lag und somit die Auftragungsflache der Probe
freigab. So ergab sich eine sichere Fixierung der Hautprobe auf der Unterlage. Dann
wurden von der freiliegende Hautoberflache 30 tesa®-Film-Abrisse entnommen.

Beim DHM wurde nach Abschluss der Abrisse eine Stanzbiopsie der
Auftragungsflache von 18 mm Durchmesser einschlieBlich aller tieferen
Hautschichten und des Knorpels entnommen. Die tieferen Hautschichten (lebende
Epidermis und Dermis) wurden nun mit Hilfe eines Skalpells vom Knorpel entfernt
und anschlieBend in einem Wasserbad von 70°C fir 90 Sekunden erhitzt. Daraufhin
lieB sich die Epidermis leicht mit Hilfe eines Skalpells und einer Pinzette von der
Dermis trennen. Mit diesem Verfahren wurde auch bei der Hautprobe der V-FDZ die
Epidermis von der Dermis getrennt. Im SBM lieB sich die Epidermis von der Dermis
auf diese Weise nicht trennen. So wurde von der Hautprobe nach den 30 Abrissen
eine Stanzbiopsie von 13 mm Durchmesser entnommen und mit einem Strahl aus
Stickstoffdioxid schockgefroren. AnschlieBend wurden parallel zur Oberflache 24
Schichten einer Starke von 25 pym mit Hilfe eines Cryometers geschnitten. Jeweils
vier aufeinanderfolgende Schnitte a 25 um wurden in ein GefaBe getan. Die Ubrige

Haut des SBM wurde in ein anderes Gefal3 gegeben, das Filterpapier in ein weiteres.

2.2.7 Bestimmung von Flufenaminsaure mittels HPLC

In die verschiedenen GefaBe wurden zwischen 2 und 4 ml 0,05% NaOH-L&ésung
gegeben. AnschlieBend wurden die GefaBe zwei Stunden lang bei Raumtemperatur
geschuttelt (Bahler, Tulbingen, Deutschland) und danach 10 Minuten bei 800

Umdrehungen/Sekunde zentrifugiert. Die Konzentration von Flufenaminsaure in
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diesen Lésungen und in der Akzeptorflissigkeit der Franzdiffusionszelle wurde durch
Jisocratic high-performance liquid chromatography“ (HPLC) bestimmt. Das HPLC-
System besteht aus einem Autosampler 655 A 40, einem Detektor L 4250, einer
Pumpe L6220, einer Datenanzeige 6000 K und einer 5 um LiChrospher 100/RP-18

Saule mit einer Lange von 12,5 cm und einem Durchmesser von 4 mm.

2.2.8 Beziehung zwischen Substanzmenge und Hautschicht

Die maximale Substanzkonzentration, die im SC eine Stunde nach Auftragen einer
ausreichenden Menge erreicht wurde, spiegelte das Sattigungsreservoir des SC
wider [Teichmann 2005]. An Vorversuchen zeigte sich, dass nach dieser Zeit keine
weitere Substanzaufnahme in die Haut stattfand. Deshalb wurde in der vorliegenden
Arbeit die erwadhnte Testsubstanz nach einer Stunde Einwirkungszeit von der
Hautoberflache entfernt, um die Umverteilung der Substanz innerhalb der einzelnen

Hautschichten bei zunehmender Zeit untersuchen zu kénnen (s. Abbildung 3).

A
Einwirkzeit
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| | >
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Messabfolge

Der Anteil der FS, der mit den ersten beiden Abrissen entfernt wurde, wurde als nicht
penetriert interpretiert und deshalb verworfen. Somit reprasentieren die Abrisse
Nummer 3 bis 30 die Substanzmenge, die sich im SC befand. Die Konzentration in
Epidermis und Dermis wurden isoliert voneinander und vom SC bestimmt aber als

tiefere Hautschichten (DSL) zusammen ausgewertet. Beim SBM wurde nach 30
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Abrissen die Haut mittels Cryometer horizontal in Scheiben geschnitten. Dabei
wurden die ersten 100 pm der geschnittenen Haut als lebende Epidermis
interpretiert, da ihre Dicke in der Literatur mit 52-56 um bzw. 140-160 um, wenn man
die Epidermisleisten mit einbezieht, beschrieben wird [Meyer 2002]. Die bestimmte
Konzentration in ng/ml wurde mit dem extrahierten Gewebe in Beziehung gesetzt.
Als Endergebnis wurde der Wert von FS in ng/cm® umgerechnet. Die relative
Konzentration einer Hautschicht wurde unter der Bedingung errechnet, dass die
absoluten Werte aller Schichten einer Hautprobe zusammen 100 % ergaben.

2.2.9 Statistische Auswertung

Die Datenerfassung, die statistische Auswertung sowie die Prasentation wurden mit
MS Office XP Version 10.0, dem ,Statistical Package for the Social Sciences”
(SPSS) - Programmpaket Version 7.5 fir Windows (SPSS-PC+, Chicago, lllinois,
USA), Sigma Plot 4.0 (Rock Ware, USA) und Origin 6.0 (USA) durchgeflhrt.

Fir alle Experimente wurden die Mittelwerte, der Median und die
Standardabweichungen der Absolutwerte berechnet. Die Darstellung der relativen
Konzentrationen aller Modelle erfolgte in Sé&ulendiagramme inklusive der
Standardabweichungen. Die Absolutwerte der Hautschichten aller Ohren wurden
einer linearen Regressionsanalyse unterzogen und grafisch aufgearbeitet. Die
Regressionsgerade, der Pearson’sche Korrelationskoeffizient r und das
BestimmtheitsmaB r? wurden berechnet und angegeben.

Zur  Uberprifung der Signifikanz der FS-Konzentrationsdifferenzen  der
verschiedenen Modelle wurde jeweils der Test nach Wilcoxon fir verbundene
Stichproben angewandt. In dieser klinischen Studie wurde ein Signifikanzniveau von
P<0,05 gewahilt.

Zur Uberpriifung der Auswertung fand eine statistische Beratung durch die

Mitarbeiter des biomathematischen Institutes der Charité statt.
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3 Ergebnisse

Bei allen vier Modellen wurde beobachtet, dass Flufenaminsaure in Wollwachs das
SC durchdrang und in die Epidermis und Dermis gelangte. Schon nach einer Stunde
Einwirkungszeit waren messbare Konzentrationen der Substanz in den tieferen

Hautschichten darstellbar.

3.1 Saarbruckenmodell (SBM)

Einen Uberblick (iber die mit diesem Modell gewonnenen absoluten Daten zeigt
Tabelle 1. Die maximale Konzentration von Flufenaminsaure befand sich nach einer
Stunde in den tieferen Hautschichten (DSL) und lag deutlich Gber der Konzentration

im Stratum corneum (SC).

Im SC zeigten sich eine Abnahme der Konzentration der Testsubstanz von einer
Stunde zu vier Stunden sowie eine weitere deutliche Abnahme nach 21 Stunden
Einwirkungszeit. Die maximale FS-Konzentration (Epidermis/Demis) nach einer
Stunde in den tieferen Hautschichten nahm mit weiterer Einwirkungszeit (vier
Stunden, 21 Stunden) weiter deutlich zu. Im Filter zeigten sich nur sehr geringe FS-
Konzentrationen nach einer Stunde, die allerdings ebenfalls zu den spéateren

Zeitpunkten zunahmen.

Tabelle 1: Saarbriickenmodell. Absolute Konzentration (Mittelwert + SD) von FS in ng/cm?® in
unterschiedlichen Hautschichten und Filter nach verschiedenen Einwirkungszeiten.

Zeit nach Applikation  Stratum corneum  Epidermis/Dermis Filter
1h 3057 + 894 7263 + 4637 66 + 69
4h 2141 £ 1304 8180 + 3539 221 + 301
21h 710 = 856 11333 + 5379 363 + 201

Da es sich aufgrund des komplexen Versuchsaufbaus um eine Anzahl von sechs
untersuchten Praparaten handelte, ist eine Gegeniberstellung von arithmetischem
Mittelwert und Median sinnvoll, um madgliche ,AusreiBer‘ zu erkennen (Tab. 2). Es

zeigten sich hierbei Ubereinstimmende Tendenzen.
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Tabelle 2: Saarbriickenmodell. Vergleich von Mittelwert (MW) mit Median bei einer, vier und
21 Stunden Einwirkungszeit in ng/cm3.

Hautschicht MW 1h  Median th MW 4h  Median 4h MW 21h Median 21h
SC 3057 2995 2141 1971 710 380
DSL 7263 9074 8180 7690 11333 11984
Filter 66 53 221 96 363 345

Die Ergebnisse der Penetrationsversuche, die mittels Saarbrickenmodell gewonnen
wurden, sind fir die unterschiedlichen Hautschichten in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Saarbriickenmodell. Relative Verteilung der FS-Konzentrationen (Mittelwerte +
SD) in SC, DSL (tiefere Hautschichten), Filter nach verschiedenen Einwirkungszeiten (1h, 4h
und 21h).

Jede Séaule reprasentiert ein Zeitmodell, wobei die FS-Konzentration im Filter den
unteren hellblauen, die Konzentration in den tieferen Hautschichten den darilber

liegenden roten und die Konzentration im SC den gelben Saulenanteil entsprechen.
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Schon nach einer Stunde stellte sich eine deutliche Penetration der Testsubstanz
sowohl in das SC, als auch in die DSL (Epidermis/Dermis) und in geringer
Konzentration in den darunter liegenden Filter dar. Nach vier Stunden nahm die
Konzentration im SC ab und in den DSL sowie auch im Filter zu. Nach 21 Stunden
befand sich noch eine geringe Menge der Testsubstanz im SC wahrend die
Konzentration in den DSL und im Filter weiter zunahm. In diesem Modell zeigten sich
schon nach einer Stunde ganz besonders deutliche Konzentrationen der FS in den

DSL im Vergleich zu den anderen Modellen.

Die lineare Regressionsanalyse zeigt Abbildung 5. Hierbei sind die Konzentrationen
von Flufenaminsaure der tieferen Hautschichten gegen die des Stratum corneum
aufgetragen. Es zeigte sich mit r=-0,98 (r’=0,967) eine sehr hohe negative

Korrelation der Testsubstanzkonzentration in diesen beiden Hautschichten.
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Abbildung 5: Saarbriickenmodell. Korrelation der absoluten FS-Konzentrationen von SC und

DSL mit Regressionsgleichung.
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3.2 Direkthautmodell (DHM)

Einen Uberblick Uiber die absoluten Konzentrationen von Flufenaminsaure, die mittels
Direkthautmodell gewonnen wurden, gibt Tabelle 3. Es zeigt sich deutlich, dass sich
im Gegensatz zum SBM die maximale FS-Konzentration nach einer Stunde im SC
befand. Die absoluten Konzentrationen des SC entsprechen denen des SBM. Die
absoluten Konzentrationen der DSL (Epidermis/Dermis) hingegen liegen deutlich
unter den Werten des SBM.

Tabelle 3: Direkthautmodell. Absolute Konzentration (Mittelwert + SD) von FS in ng/cm?® in
unterschiedlichen Hautschichten und Knorpel nach verschiedenen Einwirkungszeiten.

Zeit nach Applikation ~ Stratum corneum  Epidermis/Dermis  Knorpel

1h 3590 + 1627 1297 + 732 0+ O
4h 1804 + 1395 2493 + 801 17+ 38
21h 433 + 537 6625 + 8398 89 + 198

Dariber hinaus erfolgte in Tabelle 4 eine Gegenlberstellung von arithmetischem
Mittel und Median. Diese Resultate zeigen, dass die Tendenz der Ergebnisse in

absoluten Werten im Mittelwert und Median (ibereinstimmen.

Tabelle 4: Direkthautmodell. Vergleich von Mittelwert (MW) und Median bei einer, vier und 21
Stunden Einwirkungszeit in ng/cm3.

Hautschicht MW 1h Median Th MW 4h Median 4h MW 21h Median21h

SC 3590 3282 1804 1625 433 307
DSL 1297 1197 2493 2791 6625 3529
Knorpel 0 0 17 0 89 0

In der Abbildung 6 sind die relativen Konzentrationen an Flufenaminsaure, die beim
DHM in den Hautschichten bestimmt worden sind graphisch in drei Saulen
dargestellt. Jeweils eine Saule entspricht einem Zeitmodell. Ahnlich wie beim SBM,
reprasentiert der mittlere rote Abschnitt die tieferen Hautschichten und der obere
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gelbe Abschnitt das SC. Der untere Anteil jeder Saule steht hierbei jedoch fir den
Knorpel.

Die Tendenz der relativen Verteilung entspricht dabei derjenigen der absoluten
Verteilung und zeigt die maximalen Werte nach einer Stunde im SC. Es wird deutlich,
dass nach einer Stunde ein, im Vergleich zum SBM, geringeren Anteil an FS in den
tieferen Hautschichten zu finden war. Im Knorpel konnte zu diesem Zeitpunkt keine
FS nachgewiesen werden. Nach vier Stunden war eine Verschiebung aus dem SC
zugunsten der tieferen Hautschichten zu beobachten, die bei der dritten Messung
nach 21 h weiter zunahm. Dabei befand sich nur noch ein geringer Teil der FS im
SC, selbst im Knorpel konnte dann eine geringe Menge der Testsubstanz
nachgewiesen werden. Wie im SBM befand sich nach 21 Stunden die Uberwiegende
Menge in den tieferen Hautschichten. Je langer die Einwirkungszeit betrug, desto
mehr nahert sich die Verteilung der des SBM an.
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Abbildung 6: Direkthautmodell. Relative Verteilung der FS-Konzentrationen (Mittelwerte + SD)

in SC, DSL (tiefere Hautschichten), Knorpel nach verschiedenen Einwirkungszeiten (1h, 4h und
21h).

In Abbildung 7 ist die lineare Regression fir das DHM dargestellt. Es zeigte sich mit
r=-0,93 (r?=0,87) auch bei diesem Modell, wie schon zuvor beim SBM, eine hohe
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negative Korrelation zwischen der Konzentration der Flufenaminsdure des SC und
der FS-Konzentration der tieferen Hautschichten. Je mehr die Konzentration der

Testsubstanz im SC abnahm, desto hdher wurde sie in den tieferen Hautschichten.
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Abbildung 7: Direkthautmodell. Korrelation der absoluten FS-Konzentrationen von SC und DSL
mit Regressionsgleichung.

3.3 Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle (V-FDZ)

Tabelle 5 zeigt die Mittelwerte der FS-Konzentrationen des Modells Vollhaut in der
Franzdiffusionszelle mit den Standardabweichungen. Das Maximum der FS-
Konzentration befand sich nach einer Stunde wie beim DHM im SC. Es lieB sich, wie
in den beiden Modellen zuvor, eine Abnahme der FS-Konzentration im SC mit
zunehmender Zeit beobachten. In den tieferen Hautschichten nahm die
Konzentration an FS mit ansteigender Einwirkungszeit zu. Gleichzeitig war ein
deutlicher Konzentrationsanstieg von FS in der Akzeptorflissigkeit zu registrieren,
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der den Anteil der FS im Filter beim SBM oder im Knorpel beim DHM deutlich
Uberstieg.

Tabelle 5: Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle. Absolute Konzentration
(Mittelwert + SD) von FS in ng/cm® in unterschiedlichen Hautschichten und
Akzeptorflissigkeit nach verschiedenen Einwirkungszeiten.

Zeit nach Applikation  Stratum corneum  Epidermis/Dermis Akzeptorflissigkeit

1h 4172 + 1531 1845 £ 1274 6+ 8
4h 2943 + 2148 2197 + 1238 129+ 100
21h 1329 + 305 7979 + 9872 4026 + 3825

Tabelle 6 stellt Median und Mittelwert der absoluten FS-Konzentration im Modell der

V-FDZ bei einer Stunde, vier Stunden und 21 Stunden gegenlber.

Tabelle 6: Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle. Vergleich von Mittelwert (MW)
und Median bei einer, vier und 21 Stunden Einwirkungszeit in ng/cm3. Komp. = Kompartment

Hautschicht MW 1h Median Th MW 4h Median 4h MW 21h Median 21h

SC 4172 3634 2943 2366 1329 1364
DSL 1845 1350 2197 2035 7979 4231
Komp. 6 0 129 151 4026 2050

Abbildung 8 zeigt die relative Verteilung der FS-Konzentration in den verschiedenen
Hautschichten des Modells V-FDZ. Wie bei den zuvor dargestellten Modellen wurden
die Mittelwerte der relativen Konzentration von FS fir eine Stunde, vier Stunden und

21 Stunden jeweils in einer Saule dargestellt.

Die Testsubstanz war nach einer Stunde in das SC und auch die tieferen
Hautschichten penetriert. Die maximale FS-Konzentration in der Hornschicht wurde
nach einer Stunde gefunden. Nach vier Stunden hatte die Konzentration von FS in
der Hornschicht maBig, nach 21 Stunden deutlich abgenommen. In den DSL erkennt
man einen geringen, aber kontinuierlichen Anstieg der FS-Konzentration mit
zunehmender Einwirkungszeit. Nach einer Stunde zeigte sich noch keine FS in der
unter der Haut liegenden Akzeptorflissigkeit. Erst nach vier Stunden konnte eine

geringe Konzentration von FS in der Akzeptorfliissigkeit verzeichnet werden, die
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nach 21 Stunden deutlich angestiegen war. Eine Verschiebung der FS aus dem SC
in die tieferen Hautschichten, wie in den beiden vorangegangenen Modellen, aber
ebenso eine deutliche Verschiebung aus dem SC in die darunter liegenden
Akzeptorflissigkeit fand mit zunehmender Zeit statt.
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Relative Konzentration der Flufenaminséure
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O Akzeptorflissigkeit B tiefere Hautschichten O Stratum corneum

Abbildung 8: Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle. Relative Verteilung der FS-
Konzentrationen (Mittelwerte + SD) in SC, DSL (tiefere Hautschichten), Akzeptorfliissigkeit
nach verschiedenen Einwirkungszeiten (1 Stunde, 4 Stunden und 21 Stunden).

Die Regressionsgerade fiir das Modell V-FDZ fir die FS-Konzentration im SC und
den tieferen Hautschichten wird durch die Abbildung 9 reprasentiert. Mit r=-0,92
(r’=0,85) fand sich auch hier eine hohe negative Korrelation zwischen der FS-
Konzentration im SC und den DSL.
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Abbildung 9: Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle. Korrelation der absoluten FS-

Konzentrationen von SC und DSL mit Regressionsgleichung.

3.4 Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle (S-
FDZ)

Tabelle 7 zeigt die absoluten FS-Konzentrationen mit den Standardabweichungen in
SC, DSL und Akzeptorflissigkeit, die nach verschiedenen Einwirkungszeiten in dem
Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle gemessen wurden. Die maximale
Konzentration an FS wurde wie im DHM und bei Vollhaut in der FDZ nach einer
Stunde im SC gemessen. Die Konzentration im SC nahm auch mit zunehmender Zeit
ab. In der lebenden Epidermis und der verbleibenden Dermis zeigten sich nach einer
Stunde ebenfalls maximale Konzentrationen die nach vier Stunden Einwirkungszeit
wieder abnahmen und nach 21 Stunden wieder gering zunahmen. In der
Akzeptorflissigkeit konnten im Gegensatz zum V-FDZ nach einer Stunde deutliche
FS-Konzentrationen gemessen werden, die mit ansteigender Einwirkungszeit stark
anstiegen. Die Spalthaut zeigte, genauso wie die Vollhaut in der FDZ, keine so
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deutliche Entleerung des SC nach 21 Stunden wie die Haut im SBM oder DHM. Die
absoluten Werte der FS-Konzentration des SC stimmten zwischen Vollhaut und

Spalthaut im Modell der FDZ sehr gut Gberein.

Tabelle 7: Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle. Absolute Konzentration
(Mittelwert + SD) von FS in ng/cm® in unterschiedlichen Hautschichten und
Akzeptorflissigkeit nach verschiedenen Einwirkungszeiten.

Zeit nach Applikation  Stratum corneum  Epidermis/Dermis Akzeptorflissigkeit

1h 5172 + 1997 3849 + 3078 869 = 755
4h 2824 + 1095 1520 + 964 3131 £ 2121
21h 1690 + 556 2124 + 1225 8850 + 6609

Tabelle 8 zeigt die Mittelwerte der absoluten FS-Konzentration in den verschiedenen
Hautschichten des Modells S-FDZ nach den verschiedenen Einwirkungszeiten neben
den Medianen der absoluten FS-Konzentrationen.

Tabelle 8: Modell der Spalthaut in der Franzdiffusionszelle. Vergleich von Mittelwert (MW)
mit Median bei einer, vier und 21 Stunden in ng/cm3. Komp. = Kompartment

Hautschicht MW 1h Median 1th MW 4h Median 4h MW 21h Median 21h

SC 5172 4951 2824 2735 1690 1763
DSL 3849 3098 1520 1132 2124 1631
Komp. 869 791 3131 3000 8850 6072

Abbildung 10 zeigt die relative Verteilung der Konzentration von Flufenaminsaure in
den verschiedenen Hautschichten des Modells der Spalthaut in der
Franzdiffusionszelle. Die Mittelwerte der FS-Konzentration sind bei einer Stunde, vier
Stunden und 21 Stunden dargestellt. Bereits nach einer Stunde wurden FS-
Konzentrationen in der Akzeptorflissigkeit nachgewiesen, wobei das Maximum der
Konzentration auch hier im SC lag. In den tieferen Hautschichten lag das Maximum
der Konzentration diesmal ebenfalls bei einer Stunde. Bei vier Stunden und 21
Stunden stellte sich flr die tieferen Hautschichten eine Art Gleichgewicht ein. Die FS-
Konzentration der Akzeptorflissigkeit stieg mit zunehmender Zeit deutlich an.
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Abbildung 10: Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle. Relative Verteilung der FS-
Konzentrationen (Mittelwerte + SD) in SC, DSL (tiefere Hautschichten), Akzeptorfliissigkeit
nach verschiedenen Einwirkungszeiten (1h, 4h und 21h).

Abbildung 11 zeigt die Regressionsgerade dieses Modells. Mit r=0,83 (r=0,69) fand
sich bei diesem Modell eine schwache positive Korrelation.
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Abbildung 11: Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle. Korrelation der absoluten FS-
Konzentrationen von SC und DSL mit Regressionsgleichung.
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3.5 Vergleich der Ergebnisse

Das Saarbriickenmodell wurde als Basismodell betrachtet, da es aus der Literatur
gut bekannt ist [Wagner 2000, 2002b, 2004]. Die Ergebnisse der anderen 3 Modelle

wurden zu diesem Modell in Bezug gesetzt.

Es zeigte sich, dass nach einer Stunde in den tieferen Hautschichten des SBM
deutlich héhere Konzentrationen gefunden wurden, als in den anderen 3 Modellen.
Dennoch erhéhten sich diese Werte mit zunehmender Einwirkungszeit, wahrend sich
das SC gleichzeitig entleerte, ahnlich wie es sich in den anderen 3 Modellen zeigte.
Die Umverteilung aus dem SC in die tieferen Hautschichten war jedoch nicht so
ausgepragt wie beim DHM.

Die Menge der FS-Konzentration in der Akzeptorfllissigkeit nach einer und nach vier
Stunden beim S-FDZ uberstieg die prozentuale und absolute Menge, die nach
diesen Zeiten beim V-FDZ gemessen wurde. Im SC ergab sich beim S-FDZ eine
maximale FS-Konzentration nach einer Stunde, die wie beim V-FDZ bei ca. 60% lag.
Auch bei den relativen Konzentrationen nach vier und 21 Stunden zeigten sich
ahnliche Werte bei der Spalthaut und der Vollhaut in der FDZ.

Statistisch signifikante Unterschiede bestanden hinsichtlich der Konzentration der
Testsubstanz nach einer Stunde im SC lediglich zwischen DHM und S-FDZ (siehe
Tab. 9), nach 21 Stunden dann zusatzlich zwischen DHM und V-FDZ (siehe Tab.
10). In den tieferen Hautschichten konnte nach einer Stunde zwischen allen
Modellen auBer DHM/V-FDZ ein signifikanter Unterschied der FS-Konzentration
nachgewiesen werden (siehe Tab. 11), nach 21 h unterschieden sich allerdings die
Konzentrationen in keinem der Modelle mehr signifikant in den DSL (siehe Tab. 9).

Tabelle 9: Signifikanzprifung der FS-Konzentration nach einer Stunde im SC .

SBM/DHM | SBM/V-FDZ | SBM/S-FDZ | DHM/V- DHM/S- V-FDZ/S-
FDZ FDZ FDZ
P = 0,463 P =0,345 P=0,173 P = 0,463 P = 0,046 P=0,917
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Tabelle 10: Signifikanzprifung der FS-Konzentrationen nach 21 Stunden im SC

SBM/DHM | SBM/V-FDZ | SBM/S-FDZ | DHM/V- DHM/S- V-FDZ/S-
FDZ FDZ FDZ
P =0,249 P =0,249 P =0,075 P = 0,046 P =0,028 P=0,116

Tabelle 11: Signifikanzprifung der FS-Konzentration nach einer Stunde in den tieferen
Hautschichten (DSL).

SBM/DHM | SBM/V-FDZ | SBM/S-FDZ | DHM/V-FDZ | DHM/S-FDZ | V-FDZ/S-
FDZ
P=0,028 |P=0,028 P = 0,046 P =0,249 P = 0,046 P =0,046

Tabelle 12: Signifikanzprifung der FS-Konzentrationen nach 21 Stunden in den tieferen
Hautschichten (DSL)

SBM/DHM | SBM/V-FDZ | SBM/S-FDZ | DHM/V- DHM/S- V-FDZ/S-
FDZ FDZ FDZ
P =0,249 P =0,345 P =0,345 P =0,249 P =0,753 P =0,463
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4 Diskussion

Penetrationsuntersuchungen an der Haut sind zur Testung neuer topisch
applizierbarer Substanzen aus medizinischer Sicht, in der Kosmetikindustrie, aber
auch zur Einschatzung von Substanzen, die aus der Umwelt auf uns einwirken,
wichtig. Viele In-vitro-Modelle sind in der Literatur beschrieben worden. In dieser
Arbeit wurden vier dieser Modelle zur Untersuchung der Hautpenetration und
-permeation, die in aktuellen wissenschaftlichen Publikationen zu finden sind
[Benech-Kieffer 2000, Breternitz 2007, Chilcott 2005, Lademann 2005b], unter
standardisierten Bedingungen miteinander verglichen. Dazu wurde der lipophile
Wirkstoff Flufenaminsaure (FS), ein nicht-steroidales Antiphlogistikum, verwendet,
welches zuvor bereits in anderen Studien in vivo und in vitro an menschlicher Haut
und Schweinehaut getestet und verglichen worden ist [Wagner 2000, 2001, 2002a,
2002b]. Dabei zeigten sich gute Ubereinstimmungen der In-vivo- und In-vitro-
Ergebnisse. Die Haut des Schweins weist sehr dhnliche Penetrationseigenschaften
zu menschlicher Haut auf [Bartek 1972, Benech-Kieffer 2000, Dick 1992, Jacobi
2007, Meyer 1996, 2001a, 2001b, 2002, Netzlaff 2006b Schmook 2001, Simon 2000]
und wurde deshalb in dieser Arbeit verwendet.

Untersucht wurde die Umverteilung der Testsubstanz aus dem Reservoir des
Stratum corneum (SC) in die tieferen Hautschichten (DSL) in Abhangigkeit von der
Zeit und dem jeweiligen Untersuchungsmodell.

Nach einer Stunde war das Reservoir des SC geséttigt, wie sich bereits in
Voruntersuchungen zeigte, und es wurde der Uberstand der Testsubstanz entfernt,
um die Umverteilung der FS in die verschiedenen Hautschichten untersuchen zu
kénnen. AuBerdem konnte so der Effekt der Okklusion, der die perkutane Absorption
einer Substanz veréandern kann, weitgehend vermieden werden. Die Steigerung der
Penetrationsrate durch den Verschluss der Haut (Okklusion) spielt besonders bei
lipophilen Stoffen, wie hier verwendet, eine Rolle [Treffel 1992]. Die Sattigung des
SC hangt aber auch von der Tragersubstanz ab [Chambin-Remoussenard 1993]. So
konnte bei einer Untersuchung in vivo am Menschen unterschiedliche
Konzentrationen der Testsubstanz im SC durch die Anderung der Trégersubstanz
erreicht werden. Nach 30mindtiger Einwirkungszeit zeigte sich mit Hilfe der

Abrissmethode und einer Bestimmung mittels HPLC eine flnffach erhéhte
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Penetration ins SC von der Testsubstanz Koffein in Emulsion gegenlber der

Zusammensetzung in Azeton.

Die gewahlte Untersuchungssubstanz FS eignete sich fir jedes der vier
Untersuchungsmodelle und die vergleichenden Studien, denn sie lieB sich bei allen
Untersuchungen in gut messbarer Konzentration bei der Aufarbeitung der

Hautproben bestimmen.

Der technische Aufbau lieB es zu, eine Serie (drei Zeitmodelle an vier
Untersuchungsmodellen) gleichzeitig zu beginnen. Das ermdglichte gut
vergleichbare Aussagen innerhalb dieser Serie. Die Varianz, die durch verschiedene
Personen, Labore, Messgerate und Zeiten entstinde, darf keinesfalls unterschatzt
werden. Das zeigte sich in einer Studie, die die Unterschiede von In-vitro-
Diffusionszellmessungen, die nicht auf der Hautvarianz basierten, innerhalb eines
Labors und zwischen 18 verschiedenen Laboren untersuchte [Chilcott 2005].
Standardisierte Methoden und Materialien wie die Bereitstellung einer
Silikonmembran, einer Testsubstanz und Anweisungen Uber die Analyse wurden
vorgegeben. Der mittlere Variationskoeffizient der Konzentrationen der Testsubstanz
aller Labore betrug etwa 35%. Zwischen dem niedrigsten und dem hdchsten
Mittelwert fand sich eine vierfache Differenz, zwischen dem niedrigsten und dem
hdchsten absoluten Wert sogar eine sechsfache Differenz. Allein durch verschiedene

Personen betrug die Differenz immerhin ca. 10%.

Deshalb wurde in dieser Arbeit jeder Arbeitsschritt immer wieder von ein und
derselben Person verrichtet, was gerade bei der Abrissmethode die Differenz der pro
Abriss entfernten Korneozytenmenge so gering wie mdglich hielt. In Studien stellte
sich die Abrissmethode als sehr empfindlich gegeniber dem Druck des Handrollers
und der Kraft des AbreiBens dar [Breternitz 2007]. Beides hatte erkennbare
Auswirkungen auf die Menge der abgerissenen Korneozyten und damit auch auf die
wiedergefundene Menge der Untersuchungssubstanz. Bei der Aufarbeitung der
Hautproben und der horizontalen Teilung zur Messung der FS wurden deshalb die
jeweiligen Arbeitsschritte ebenfalls immer von ein und derselben Person ausgefihrt,
um die Varianz der EinflussgréBen so gering wie méglich zu halten. Es wurde
festgestellt, dass es signifikante Unterschiede in den Ergebnissen gab bei
Anwendung der Abrissmethode mit Benutzung eines Handrollers, eines Stempels,
Zuhilfenahme des Daumens oder durch Strecken der Haut [Breternitz 2007].
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Ebenfalls hatten die Einwirkungszeit der Testsubstanz, der Klebefilmtyp und die
anatomische Stelle Einfluss auf die Menge der entfernten Korneozyten und somit der
Testsubstanz. Deshalb wurde in dieser Arbeit der Versuchsablauf auch in diesen

Punkten klar definiert.

Alle vier verwendeten Modelle zeigten charakteristische Penetrationsprofile. Bei
jedem dieser Untersuchungsmodelle erreichte die Flufenaminsaure die lebende
Epidermis nach einer Stunde. Bei allen Modellen stellte sich auBerdem eine
Abnahme der Konzentration im SC mit zunehmender Zeit dar. In den drei Modellen,
in denen tiefere Hautschichten vorhanden waren (Direkthautmodell = DHM,
Saarbrickenmodell = SBM, Modell der Franz-Diffusionszelle mit Vollhaut = V-FDZ),
konnte man eine Zunahme der FS-Konzentration in den tieferen Hautschichten und

gleichzeitig eine Abnahme der Konzentration im SC beobachten.

4.1 Saarbrickenmodell (SBM)

Die Ergebnisse des Saarbrickenmodells (SBM) wurden in dieser Arbeit als
Bezugswerte fir die anderen drei Modelle verwendet, da es sich um ein etabliertes
Modell handelt [Luengo 2006, Wagner 2004].

Die lebende Epidermis und die Dermis wurden in dieser Arbeit als tiefere
Hautschichten (Deeper Skin Layers = DSL) zusammengefasst. Die Werte des SBM
im SC lagen absolut - wie in Tabelle 3 erkennbar - aber auch prozentual unter den
Werten im SC des DHM (s. Kap. 3.1). Im Vergleich zum DHM wurde auch schon
nach einer Stunde eine sehr hohe FS-Konzentration in den tieferen Hautschichten
erreicht, welche sich im prozentualen Vergleich bei vier Stunden an die Werte des
DHM annéherte und bei 21 Stunden fast mit diesem Ubereinstimmte. Dieser Anstieg
der FS-Konzentration konnte auch in anderen Arbeiten beobachtet werden und fand
sich ebenfalls mit ansteigender Einwirkungszeit im SBM in den tieferen
Hautschichten im Gegensatz zum Modell der FDZ [Wagner 2000]. Vermutet wurde,
dass der Eigendruck des oberen Stempels von 500 g diese rasche Penetration in die
tieferen Hautschichten und eine Kompression des SC verursachte. Zusammen mit
einer Okklusion durch die Vaseline, die die Hautproben vollstandig zirkular umgab,
und einer Okklusion durch das Wirkstoffgemisch selbst wurde die Penetration
zusatzlich gesteigert. So konnte in einer anderen Arbeit der Effekt der prolongierten
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Okklusion zwischen 24 und 96 Stunden und eine dadurch auftretende
Barrierestérung beobachtet werden [Fluhr 1999]. Dabei kam es zu einer vermehrten
Neigung, Wasser aufzunehmen, sowie zu einer Zunahme des TEWL Uber die
Okklusion hinaus. Beide Effekte erreichten nach 48 Stunden ein Plateau.

Auch Zhai und Schéafer fassten zusammen, dass die Okklusion eine Reihe von
tiefgreifenden Veranderungen (Hydratationsstatus, Barrierepermeabilitét, epidermale
Lipide, mikrobielle Flora) produziert [Zhai 2001, Schafer 2002]. Dadurch steigt haufig
die perkutane Absorption aufgetragener Wirkstoffe an. Okklusion verandert auch die
direkte Wirkung des transdermalen Wasserverlustes, dadurch steigt die Hydratation
des SC, die Korneozyten schwellen an [Zhai 2001]. So stiegen bei dieser
Untersuchung der Wassergehalt des SC von den physiologischen 10-20 % auf 50 %
und die auBere Hauttemperatur von 32°C auf 37° C an. Okklusion schiitzt auch vor
dem Verdunsten der aufgetragenen Substanz und flhrt somit zu einer hdheren
Verfugbarkeit dieser in der Haut. Hydratation lasst die Penetration von lipidléslichen,

unpolaren Molekullen ansteigen, die von polaren Molekilen jedoch weniger.

Auf die Penetration hat eine Okklusion somit groBe Auswirkungen. Hinsichtlich der
Freisetzung eines Wirkstoffes in der Haut aus Liposomen spielt Okklusion hingegen
eine untergeordnete Rolle [Maghraby 2001].

Das Filterpapier beim SBM, welches ausschlieBlich der Dehydratation vorbeugen
soll, kdnnte eventuell durch einen Saugeffekt verstarkend auf die Penetration der
Substanz wirken und somit die schnelle Penetration in tiefere Hautschichten
beginstigen. Weiterer Ausdruck fir die Beeinflussung durch Okklusion und Druck
sind die hohen Standardabweichungen nach einer Stunde und die geringen
Standardabweichungen nach 21 Stunden. Sowohl beim DHM als auch beim SBM
zeigte sich eine fast véllige Entleerung des SC nach 21 Stunden. Obwohl vermutet
werden kann, dass bei diesen beiden Modellen eine Art ,Stau“ der Substanz in den
tieferen Hautschichten stattfand, da kein Abtransport erfolgen konnte, kann genauso
vermutet werden, dass die Sattigung der tieferen Hautschichten mit FS auch nach 21
Stunden noch nicht vollstandig erreicht wurde. Es konnte beim SBM eine Entleerung
des SC zugunsten den tieferen Hautschichten in Abh&ngigkeit der Zeit beobachtet

werden.

Die Aufbereitung des SBM in den tieferen Hautschichten wurde anders vollzogen als
bei den anderen drei Modellen. Grund hierflir waren Schwierigkeiten bei der
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Trennung von Epidermis und Dermis besonders nach vier und 21 Stunden. Eine
Erklarung wéare die Kompression der Haut durch den oberen Stempel. In den
anderen Modellen wurde die Epidermis von der Dermis durch Erhitzen in einem 70°C
warmem Wasserbad getrennt. Eine Hydratation, wie sie bei der FDZ vorlag, hat
durch Wassereinlagerung zwischen Epidermis und Dermis wahrscheinlich zusatzlich
zu einer leichteren Trennung dieser beiden Schichten beigetragen.

Beim SBM wurden die Hautproben nach Entnahme des SC durch die Abrisse in
einem Strahl von flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend mit einem
Cryometer horizontal zur Hautoberflache in 25 um dicke Schichten geschnitten. Vier
Schnitte wurden jeweils zusammen extrahiert, wobei die ersten 100 um der
Epidermis - deren Dicke in der Literatur mit 60-85 pm [Jacobi 2007], bzw. ca. 66 pm
[Bronaugh 1982] bzw. 71-76 um [Meyer 2002] beschrieben wird - und der Rest der
Dermis zugeschrieben wurde. Fir die Dicke der Dermis wurden 600 pm
angenommen. Wenn sich nach den 600 um noch Resthaut fand, so wurde sie - wie
auch bei den anderen Modellen - der Dermis zugerechnet. Das Penetrieren einer
Substanz bis in die Dermis und durch deren venésen GefdBnetze kann dem Eintritt

dieser Substanz in den systemischen Kreislauf gleichgesetzt werden.

Zusammenfassend kann flr das Saarbrlickenmodell gesagt werden, dass es ein
geeignetes Modell ist, um das Reservoir des SC und deren Umverteilung in tiefere
Hautschichten in Abhangigkeit der Zeit zu untersuchen. Der Versuchsaufbau ist im
Vergleich zur Franzdiffusionszelle wesentlich einfacher. Beim Saarbriickenmodell
kann durch die diskrete Befeuchtung der Haut von dermaler Seite durch das mit
0,9%iger NaCl-Lésung getrankte Filterpapier und durch den vélligen Verschluss der
Haut wahrend der gesamten Einwirkzeit von keiner zusétzlichen Hydratation oder
Dehydratation der Hautprobe oder des Substanzgemischs ausgegangen werden.
Daher eignet sich das Modell besonders fir die Untersuchung von einer leicht
verdunstenden Substanz und deren Penetration in die Haut. Besonders beachtet
werden muss das verstarkte Eindringen der Substanz in tiefere Hautschichten schon
nach kurzer Einwirkungszeit. Beim Vergleich mit In-vitro-Untersuchungen an
menschlicher Haut kann ein Unterschiedlichkeitsfaktor berechnet werden, der sich
aus der Absorptionsrate Tierhaut/Absorptionsrate menschlicher Haut ergibt [Dick
1992]. Ein Tiermodell, welches einen kleineren Unterschiedlichkeitsfaktor als drei
hat, scheint geeignet flr die Vorhersagbarkeit der Permeabilitdt der menschlichen
Haut. Bei Schweinehaut lag der Unterschiedlichkeitsfaktor fir Vollhaut (Epidermis
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und Dermis) je nach Testsubstanz zwischen 0,6 und 1,2. Interessanterweise lagen
die Unterschiedlichkeitsfaktoren fir Spalthaut niedriger, zwischen 0,4 und 0,9. Die
héhere Penetrationsrate durch Schweinehaut wird hier vor allem mit der gréBeren
Follikeloberflache erklart.

Es zeigten sich fir das SBM mit exzidierter menschlicher Haut vom selben
Probanden fast doppelt so hohe Werte in den tieferen Hautschichten in vitro im
Vergleich zu in vivo bei Einwirkungszeiten zwischen 35 und 190 Minuten [Wagner
2002b]. Der Abstand zu den In-vivo-Ergebnissen vergrdBerte sich mit zunehmender
Einwirkungszeit. Die Messwerte des V-FDZ lagen teils unter den Werten in vivo, teils
dartber. Eine Erklarung hierfir wurde in der Verdnderung des pH-Wertes durch den
Phosphatpuffer ~ vermutet,  welcher eine  verminderte  Ldslichkeit  der
Untersuchungssubstanz in der Haut im Gegensatz zum SBM oder zu den In-vivo-
Untersuchungen verursachte. Fir beide In-vitro-Modellergebnisse wurde eine direkte
lineare Korrelation zu den In-vivo-Ergebnissen gefunden und ein Faktor prasentiert,
mit welchem In-vivo- und In-vitro-Ergebnisse gegeneinander verrechnet werden

kdnnen.

Im SC der Schweinehaut fand sich eine etwas héhere FS-Konzentration als in
menschlicher Haut in vitro [Jacobi 2005]. Die Werte des DHM und des SBM waren
sehr ahnlich. Sie entsprachen ungefahr dem Doppelten der Werte in vivo. Beim SBM
und der FDZ wurden in den tieferen Hautschichten héhere Konzentrationen an FS in
der Schweinehaut als in menschlicher Haut gefunden. Der Wirkstoffgehalt in den
tieferen Hautschichten des DHM unterschied sich kaum von denen des SBM bei der
Nutzung menschlicher Haut. Deren In-vitro-Daten waren doppelt so hoch wie die In-
vivo-Daten. Bei der Nutzung von Schweinehaut waren die Werte des DHM signifikant
niedriger als die des SBM (p<0,05).

Eine andere Arbeit zeigt eine Abhangigkeit des Permeationskoeffizienten von der
Testsubstanz auf [Schéafer-Korting 2006]. So lag dieser bei Testosteron bei

menschlicher Epidermis Gber dem von Schweinehaut. Bei Koffein war es umgekehrt.

Tabelle 11 (s. Seite 55) zeigt einen signifikanten Unterschied im prozentualen Anteil
der FS-Konzentration nach langer Einwirkzeit (21 Stunden) in den DSL vom SBM zu
den anderen drei Modellen. Der Effekt der Okklusion und des zusatzlichen Drucks
des oberen Stempels in dem speziellen Versuchsaufbau des Saarbriickenmodells

kdnnen die eine Ursache sein.
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Eine Vaselineexposition, wie sie bei SMB als einzigem Modell vorliegt, oder aber
okklusive Salbengrundlagen kdnnen die Penetration als weitere Ursache
beeinflussen [Ring 1985]. Bei In-vivo-Untersuchungen wurden  durch
Vaselineexposition und andere Faktoren sogar eine Veranderung der Genexpression
der Epidermis und damit eine mdgliche Verdnderung des Penetrationsverhaltens
beobachtet [Marionett 2003].

4.2 Direkthautmodell (DHM)

Im Direkthautmodell wurden nach einer Stunde die héchsten FS-Konzentrationen im
SC gefunden und damit sehr viel weniger in den tieferen Hautschichten als im SBM.
Diese Ergebnisse sind gut vergleichbar mit der Verteilung in der Franzdiffusionszelle
mit Vollhaut nach einer Stunde. AuBerdem lieB sich im DHM kaum FS im darunter
liegenden Knorpel nachweisen. Die Ohrmuschel besteht aus elastischem Knorpel
[Thews 1999]. Die Erndhrung des Knorpels erfolgt ausschlieBlich durch Diffusion.
BlutgeféaBe sind nicht vorhanden. Somit findet in dieses Gewebe kaum eine
Substanzaufnahme statt, da es sich um umsatzarmes Gewebe handelt. Auch nach
21 Stunden fand sich hier nahezu keine FS. Es ist davon auszugehen, dass sich die
nach vier und nach 21 Stunden gefundene geringe Substanzmenge im
Perichondrium - der gut durchbluteten Knorpelhaut - befand, die eng mit dem

Knorpel verbunden ist [Thews 1999].

Ein Vorteil des DHM ist die Vermeidung einer unnatlrlichen Hydratation des
Gewebes, wie sie durch die Kompartmentflissigkeit bei der FDZ entsteht [Wagner
2002]. Vor allem nach langerer Einwirkungszeit zeigte sich bei der FDZ eine
erhebliche Diffusion von FlUssigkeit ins Gewebe, die eine Veranderung im
Penetrationsverhalten hervorrufen kann [Schafer 2002, Ring 1985]. Der
Versuchsaufbau ohne Okklusions- oder Hydratationseffekt, wie beim DHM,
entspricht demnach vermutlich am besten den Bedingungen der dermatologischen
Praxis. Ebenfalls entfallen aufwendige Vorbereitungsarbeiten, wie die Entfernung der
Haut vom Knorpel, die Spalthautentnahme oder das Stanzen der passenden
Hautscheibe fir das jeweilige Untersuchungsmodell, was jeweils die Haut schadigen

und somit zu einem systematischen Fehler fihren kénnte.
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Als Nachteil dieses Modells kénnte man, besonders nach langeren Versuchszeiten,
eine mogliche Dehydratation nennen. Aus diesem Grund wurde der Versuchsaufbau
stets im Brutschrank in einem verschlossenen Plastikbehalter verpackt. Eine
Dehydratation oder Verflichtigung der Untersuchungssubstanz kann bei zuklnftigen
Untersuchungen ebenfalls eine Rolle spielen [Shah 1991], auch wenn diese in der
vorliegenden Studie bei der lipophilen FS in Wollwachs zu gering erschien, als dass
sie Einfluss auf das Penetrationsverhalten zeigen kdnnte. Dieser Aspekt soll
dennoch erwahnt werden, da die Untersuchungen dieser Arbeit das Ziel verfolgen,
diese Modelle mit klinisch relevanten und gegebenenfalls hydrophilen Substanzen in
die dermatologische Praxis zu Ubertragen. Untersuchungen mit FS an menschlicher
Haut in vivo wurde durchgefihrt und mit In-vitro-Untersuchungen in der FDZ und
dem SBM verglichen [Wagner 2001, 2002a, 2002b]. In beiden In-vitro-Modellen
wurde in diesen Arbeiten ebenfalls ein Anstieg der totalen FS-Konzentration im SC
mit ansteigenden Einwirkungszeiten gemessen. Fiur die FS-Konzentrationen, die im
SC gemessen wurden, konnte eine hohe Korrelation zu den In-vivo-Daten festgestellt
werden. Der Anstieg der FS-Konzentrationen nach 30 und 60 Minuten in den tieferen
Hautschichten verlief in der FDZ wesentlich langsamer als im SBM und stimmt mit
den Beobachtungen dieser Arbeit Uberein.

Beim Vergleich von In-vivo-Daten mit In-vitro-Ergebnissen im Allgemeinen kommt
hin, dass besonders in vivo bei der Abrissmethode eine zusétzliche Provokation der
metabolischen Aktivitdt durch die Produktion und Freisetzung von Zytokinen und
kostimulierenden Molekiilen festgestellt wurde, welche die humorale und zellulare
Immunantwort auf Peptide, Proteine und DNA-Antigene erhéht [Choi 2003].

Beim DHM kann es zum lateralen Spreiten kommen, welches in Vorversuchen
beobachtet wurde und die Ergebnisse ebenfalls beeinflussen kann. Je nach GréBe
der Auftragungsflache, Einwirkungszeit, Wirkstoff und vor allem Tragersubstanz kann
sich das AusmalB des lateralen Spreitens stark unterscheiden, wie Untersuchungen

in vivo am Menschen zeigten [Chambin-Remoussenard 1993, Jacobi 2004].

Bei der Verwendung von Penetrationserh6hern unter klinischen Aspekten kann der
Effekt an tierischer Haut hdher sein kann als beim Menschen [William 2004].
Besonders, wenn bei einem Modell bekannt ist, dass es auch ohne
Penetrationserhéher eine erhdhte Penetrationsrate gegentber menschlicher Haut
aufweist, wie es bei Schweinehaut der Fall ist [Jacobi 2005].
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Das DHM ist auBerdem auf die Untersuchung der Penetration in die Haut begrenzt.
Ob der Wirkstoff gleichzeitig permeabel ist, kann mit diesem Modell nicht untersucht
werden, da kein Abtransport aus der Dermis mdglich ist. Wenn aber bedeutende
Mengen die Dermis erreicht haben, ist davon auszugehen, dass der Wirkstoff
permeabel ist, denn in der Dermis befinden sich wichtige GefaBnetze, die den Stoff
abtransportieren und so dem Blutkreislauf zufihren [Thews 1999]. Ebenso muss ein
groBer Teil des Metabolismus der Untersuchungssubstanz in der Haut vernachlassigt
werden, der bei In-vivo-Experimenten eine Rolle spielt. Je frischer das Hautmaterial
einer In-vitro-Untersuchung ist, desto mehr ist von einem noch stattfindenden

Metabolismus auszugehen [Holland 1984].

Zusammenfassend kann zu diesem Modell gesagt werden, dass es sich um eine in
der Literatur bisher selten beschriebene Methode handelt. In dieser Arbeit wird das
DHM als gut praktikabel bewertet, da wenig stérende Einfliisse bei der Durchflihrung
beachtet werden mussen. Es ist gut geeignet flir Untersuchungen von Substanzen,
die in den oberen Hautschichten wirken sollen, nicht aber flir Substanzen, die
Uberwiegend permeabel sind und ihre hauptsachliche Wirkung systemisch zeigen.

Studien haben gezeigt, dass die In-vitro-Daten dieser vier Untersuchungsmodelle mit
In-vivo-Daten von menschlicher Haut verglichen, die beste Ubereinstimmung beim
DHM fanden [Jacobi 2005].

4.3 Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle (V-FDZ)

Die Franzdiffusionszelle (FDZ) wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl mit Vollhaut
als auch mit Spalthaut als Permeationsmodell gewéahlt und untersucht. Bei den
Messungen der FS-Konzentration der Vollhaut zeigten sich nach einer Stunde
vergleichbare prozentuale Werte zu allen drei anderen Modellen im SC und
vergleichbare Konzentrationen an FS zum DHM in den tieferen Hautschichten.
Signifikante héhere Werte zeigen sich nach 21 Stunden im SC in der V-FDZ im
Gegensatz zum DHM. Ursache hierflr kdnnte ein leicht verminderter Abfluss der FS
aus dem Reservoir des SC in die DSL aufgrund deren Hydratation sein, der sich erst
bei sehr prolongierter Einwirkungszeit bemerkbar macht und sich auch im Modell der
S-FDZ zeigt. Nach einer Stunde zeigen sich weder im SC noch in den DSL
signifikante Unterschiede der FS-Konzentration zwischen DHM und V-FDZ. Das
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zeigt, dass der Quelleffekt der Haut, durch die andauernde Hydratation der Haut von
dermaler Seite in den Modellen der FDZ erst nach sehr langer Einwirkungszeit einen

beeinflussenden Effekt auf die Umverteilung einer Substanz zeigt.

Die FS-Konzentration der tieferen Hautschichten lag nach einer Stunde signifikant
unter den FS-Konzentrationen der tieferen Hautschichten des SBM, welches durch
die druckbedingte zusatzliche Penetration im SBM erklart werden kénnte.

In der Akzeptorflissigkeit wurde nach einer Stunde noch keine FS-Konzentration
gemessen. Auch nach vier Stunden war der Anteil in diesem Kompartment gering.
Es wurde, wie bei den beiden vorher diskutierten Modellen, eine Abnahme der
Wirkstoffkonzentration im SC Uber die zunehmende Zeit hin ersichtlich. Gleichzeitig
wurde allerdings keine so deutliche Zunahme der FS-Konzentration in den tieferen
Hautschichen, wie beim DHM und SBM, beobachtet. Das kdénnte daran liegen, dass
bei der V-FDZ sich die FS im Gegensatz zu den beiden vorher beschriebenen

Modellen zusétzlich noch in die Kompartmentflissigkeit verschieben kann.

Trotz dem das Modell der FDZ durch die Méglichkeit des Abflusses in die
Akzeptorflissigkeit das Modell zu sein scheint, welches der Haut in vivo mit
Anschluss an den zirkulierenden Blutkreislauf am nachsten kommt, unterscheidet es
sich von In-vivo-Versuchen in einigen entscheidenden Punkten wie:

- der fehlenden Mikrozirkulation im Untersuchungsgewebe,

- dem Metabolismus der Substanz innerhalb der Haut, welcher bei allen In-vitro-
Modellen fehlt und

- dem Quelleffekt, der sich umso starker bemerkbar macht, je langer die
Untersuchungszeit in der FDZ betragt [Benfeld 1999, Wagner 2000].

Die Penetration bei Versuchen in der Franzdiffusionszelle (FDZ) unterscheidet sich
von In-vivo-Versuchen in einigen entscheidenden Punkten [Mdller 2003]:

- die fehlende Mikrozirkulation im Untersuchungsgewebe;
- der fehlende Metabolismus der Substanz innerhalb der Haut und

- der Quelleffekt der Haut, der proportional zur Untersuchungszeit in der FDZ
auftaucht. Dabei ist zu beachten, dass der Hydratationsgrad der Haut Einfluss auf die

Quantitdt der SC-Zellen hat, die pro Abriss entfernt werden.
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Ein Aufquellen der Haut besonders nach 21 Stunden konnte schon makroskopisch
festgestellt werden. Eine prazise Hautdickenmessung nach langerer Einwirkungszeit
in der FDZ wurde in einer anderen Arbeit vorgenommen und zeigte eine
kontinuierliche Zunahme der Hautdicke mit ansteigender Zeit in der FDZ [Wagner
2000]. Welche Hautschichten jedoch in hohem Grade eine Veranderung durch
Hydratation erfahren, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. An menschlicher
Haut wurde in einer In-vivo-Studie gezeigt, dass die oberflachliche Hornschicht viel
weniger Wasser anzieht und weniger fahig ist, Wasser zu speichern, als die darunter
liegenden Hautschichten [Tagami 1982]. Eine In-vitro-Untersuchung des
menschlichen SC ergab keine Veranderung der Lipiddoppelschichten des SC bei
einer Erhéhung des Hydratationsgrades von 6% auf 40% und somit kein Eindringen
von Wasser ins SC [Bouwstra 1992]. Bei einer In-vivo-Studie der SC-Dicke des
durch Raman-Spektroskopie gemessenen Wasserkonzentrationsprofiles stieg die
scheinbare SC-Dicke unter 90minltiger Hydratation jedoch auf das Zweifache an,
was auf ein Eindringen von Wasser ins SC hindeutet, wahrend ein geringerer Anstieg
bei klrzerer Hydratationszeit beobachtet wurde [Egawa 2007]. Eine UbermaBige
Hydratation der Haut, wie sie in der FDZ mit zunehmender Einwirkzeit stattfindet,
lasst die Penetration von lipidiéslichen, unpolaren Molekillen ansteigen, die von
polaren Molekilen weniger [Zhai 2001]. Der Grad der Hydratation des SC ist einer
der entscheidenden Faktoren der Barrierefunktion der Haut [Bommannan 1990].

In den durchgefihrten Untersuchungen stellten sich mit zunehmender
Einwirkungszeit in der FDZ Probleme bei der Abrissmethode ein. Manchmal blieb
schon nach wenigen Abrissen das gesamte SC am Klebefilm hangen und wurde so
vollstandig oder in Teilen von der Auftragungsflache entfernt. Vermutet wird, dass
sich zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum Wasser einlagerte,
welches die Adhasionskrafte der untersten Korneozytenschicht auBer Kraft setzte.
Da die Auswertung der 30 Abrisse des SC bei der grafischen Darstellung nur als
Gesamtwert dargestellt wurde, hatte dieses Phanomen keine weiteren Auswirkungen

auf die Darstellung.

Fraglich ist, ob sich bei einer héheren Wirkstoffkonzentration einer aufgetragenen
sattigenden Menge ein Gleichgewicht in der Umverteilung zwischen SC, DSL und
Akzeptorflissigkeit einstellen wirde. Es ist eine deutliche Verschiebung der FS
zwischen vier und 21 Stunden vom SC in die DSL und die Kompartmentfllissigkeit

darstellbar. Es sollte beachtet werden, dass trotz der Méglichkeit des Abflusses die
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Akzeptorflissigkeit begrenzt ist und der Stoff nicht wie im menschlichen Kreislauf
abtransportiert werden kann. Es ist also davon auszugehen, dass die Gesamtmenge
der Substanz, die in den Blutkreislauf gelangen wurde, ber derjenigen liegt, die sich
in der Akzeptorfllssigkeit der FDZ wieder finden lasst.

Zusammenfassend kann Uber das Franz-Diffusionszell-Modell bemerkt werden, dass
es eine entscheidende Rolle spielt fur die Untersuchungen von Wirkstoffen, bei
denen eine systemische Wirkung erwiinscht ist. Beachtet werden muss dabei, dass
im Vergleich mit anderen In-vitro-Modellen ein unnatdirlicher Hydratationszustand der
Hautprobe mit zunehmender Zeit entsteht.

Dadurch fand vermutlich der verminderte Abfluss aus dem Reservoir des SC in die
tieferen Hautschichten statt. Da die Hydratation offensichtlich die Grenze zwischen
Stratum corneum und Stratum granulosum nicht Oberschritt, zeigte sich, dass die
Intaktheit der SC-Barriere auch bei diesem In-vitro-Modell von innen nach auBen
funktionierte. Ein vermehrter Abfluss der FS mit zunehmender Zeit besonders aus
der Epidermis, aber auch der Dermis in die Kompartmentflissigkeit sind neben
einem verminderten Abfluss aus dem SC in die DSL im Vergleich zum SBM und
DHM deutlich.

Ein Vergleich von menschlicher Haut mit Schweinehaut in der FDZ wurde mit Hilfe
von Lichtschutzmitteln durchgefiihrt und mit Daten von I'Oreal und Hoffmann-La
Roche verglichen [Benech-Kieffer 2000]. Sie wiesen eine gute Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse unter standardisierten Bedingungen auf. Die Korrelation der
quantitativen Daten zwischen Schweinehaut und menschlicher Haut war hoch und
lieB sich mit einem Umrechnungsfaktor, der sich aus der Absorptionsrate der
tierischen Haut durch die Absorptionsrate der menschlichen Haut errechnen lieB3, gut
vergleichen [Dick 1992].

Nachteilig am Modell der FDZ war der komplizierte und kostenintensive
Versuchsaufbau, der einen besonderen Arbeitsplatz mit Magnetplatte, Wasserbad,
Pumpe und Temperieranlage verlangte. Aufwendiger und zeitintensiver als bei den
anderen beiden Modellen war dartiber hinaus auch die Vorbereitung der Hautproben.

Kritisch wird die Benutzung der FDZ ebenfalls aufgrund der Akzeptorflissigkeit
beschrieben, die eine Verschiebung des pH-Wertes verursachen kann [Wagner
2003]. Somit kann sich der lonisierungsgrad der Fettséduren im SC verandern und
eine Umorganisation der SC-Lipide verursachen, was die Permeation von
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Wirkstoffen stark beeinflussen kann [Bouwstra 1998, Bommannan 1990, Hadgraft
2004]. Eine andere Arbeit bestéatigte die Abhangigkeit der Permeation vom pH-Wert
des SC [Elias 1996]. Mit zunehmender Einwirkzeit glichen sich der pH-Wert der
Akzeptorflissigkeit und der pH-Wert der Dermis an [Wagner 2002a].

Eine Arbeit, die die Vergleichbarkeit der In-vitro-Ergebnisse aus der FDZ mit In-vivo-
Ergebnissen unter Ausschluss der interindividuellen Unterschiede untersuchte, hat
Penetrationsuntersuchungen mit FS an menschlicher Haut in vivo und in vitro nach
plastischen Operationen mit Hautentnahme am SBM und der FDZ durchgefiihrt
[Wagner 2002b]. Fir beide Modelle wurden direkte lineare Korrelationen zu den In-
vivo-Daten gefunden, wobei Uberbewertete Konzentrationen von FS in vitro (SBM >
FDZ) gefunden wurden, die durch andere Arbeiten bestatigt werden konnten
[Benech-Kieffer 2000, Jacobi 2005, Schmook 2000, Wagner 2000, 2002a].

4.4 Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle (S-
FDZ)

Das Modell der Spalthaut in der Franzdiffusionszelle (S-FDZ) stellte eine
Besonderheit unter den vier Untersuchungsmodellen dar, denn hier wurde ein
Hautschnitt verwendet, der neben der Epidermis einschlieBlich des SC nur einen
unbedeutenden Teil der Dermis enthielt. Die Dicke der Hautproben lag bei 300 pm.
Untersucht werden sollte, ob ahnliche Werte erhalten werden kénnen wie bei den
anderen Modellen und ob die gesamte Dicke der Dermis eine entscheidende Rolle
im Permeationsverhalten von FS spielt. Bei der Auswertung wurden folgende
Beobachtungen gemacht:

- im SC wurden vergleichbare Werte zur V-FDZ nach allen drei Zeitintervallen

gemessen,

- in den tieferen Hautschichten kam es nach vier Stunden zu einem Abfall und nach
21 Stunden wieder zu einem leichten Anstieg der Konzentration von FS, was mit
einem rasch eingetretenen Gleichgewicht interpretiert wurde und

- es fand sich schon nach einer Stunde eine deutliche FS-Konzentration in der

Akzeptorflissigkeit, die selbst nach vier Stunden bei der V-FDZ in solch hoher
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Konzentration weder in absoluten Werten noch im prozentualen Vergleich erreicht

wurde.

Erklart werden kann diese hohe Permeabilitdt der Spalthaut fir die Testsubstanz
durch die Umgehung der epidermalen interzellularen Penetrationswege und somit
einem Teil der Barriere des SC. Mdglich ist dies durch die Poren in der Haut, die
durch die Anschnitte von Follikeln und Drusen bei der Hautspaltung entstanden. Das
basale Epithel der Haarfollikel weist unter Bedingungen einer intakten Vollhaut seine
eigenen Barriereeigenschaften durch eine ebenfalls mehrschichtige Hornschicht auf
[Lademann 1999]. Ein 10fach langerer Verbleib von Nanopartikeln in den
Haarfollikeln konnte im Gegensatz zum Verbleib dieser im SC nachgewiesen
werden, welches auf die Freisetzung eines Wirkstoffes einen bedeutenden Einfluss
ausubt [Lademann 2006b]. Die Haarfollikel erreichen eine Tiefe zwischen 500 und
1500 um in der Haut [Whiting 2004]. Das bedeutet, dass die Follikel und die
SchweiBdrisen bis in die subepidermalen Schichten reichen kénnen. Somit wird das
untere Ende der Driisen, Driisengange und Follikel bei der Enthahme der Spalthaut
entfernt [Vogt 2005]. In der Spalthaut gleichen die angeschnittenen Driisen winzigen
Léchern, durch die das Substanzgemisch direkt nach Auftragen in die

Akzeptorflissigkeit gelangen kann.

Obwohl zwischen den tieferen Hautschichten und der Akzeptorflissigkeit ein
Gleichgewicht eingetreten zu sein schien, blieb die Entleerung des SC davon
unbeeinflusst und verhielt sich genauso wie die Vollhaut in der FDZ. Diese
Vergleichbarkeit in den einzelnen Schichten zwischen Spalthaut und Vollhaut in der
FDZ konnte auch in einer anderen Arbeit beobachtet werden [Benech-Kieffer 2000].
Diese Arbeit bestatigt auch die sehr viel hdéheren Konzentrationen in der

Akzeptorflissigkeit bei Spalthaut im Gegensatz zur Vollhaut.

Vergleicht man die graphischen Darstellungen von S-FDZ mit V-FDZ féllt auf, dass
der FS-Anteil, der bei Vollhaut mit zunehmender Zeit in die Dermis penetrierte, sich
bei Spalthaut in der Kompartmentfliissigkeit ansammelte. Das deutet darauf hin,
dass auch die Dermis eine Speicherfunktion besitzt, zumindest in vitro unter den hier
vorliegenden Bedingungen. Angenommen werden kann auch, dass die Epidermis
und der Rest an Dermis der Spalthaut bereits nach einer Stunde gesattigt waren und

so eine Umverteilung aus dem Reservoir nur in das Kompartment erfolgen konnte.
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Die Vergleichbarkeit zu menschlicher Haut ist das eigentliche Ziel jedes
Tierhautmodells. In einigen Vergleichsstudien der Permeabilitat, in denen eine gute
Ubereinstimmung zwischen Schweinehaut und menschlicher Haut gefunden wurde,
wurde durch Hitze separierte menschliche Epidermis verwendet [Netzlaff 2006b].
Eine 600 um breite Spalthautentnahme an Schweinehaut wurde genutzt, um die
Permeabilitdt verschiedener Teststoffe in der FDZ zu untersuchen und sie mit
menschlicher Haut zu vergleichen [Schmook 2001]. Eine gute Ubereinstimmung
beider Hautmodelle mit einer 7-fach erhéhten Flussrate durch Schweinehaut wurde
fur Salizylsaure gefunden. Hydrophobere Zusammensetzungen zeigten jedoch bei
der Spalthaut vom Schwein eine 800-fach héhere Permeation als bei menschlicher
Spalthaut.

Das Modell der Spalthaut in der FDZ erwies sich als geeignetes Modell zur Messung
oberflachlich verbleibender Substanzen, wie bei Sonnenschutzcremes [Benech-
Kieffer 2000], da mehr als 90% beider Sonnencremes in den ersten 15 Abrissen
wiedergefunden wurden [Mavon 2007]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die
verbleibenden 10% nicht den lebenden Teil der Epidermis oder Dermis erreichten,
sondern in Furchen und Einwdlbungen wieder zu finden waren. Fir Untersuchungen
von Stoffen, die in tiefere Hautschichten penetrieren kdnnen, ist die Spalthaut
hingegen ungeeignet, ebenso wie fir die Permeation von Wirkstoffen in den
menschlichen Kreislauf, da diese durch die Poren falschlicherweise erhdht ist. Fir
diese begrenzten Anwendungsmdglichkeiten bietet das DHM jedoch wesentlich
einfachere Versuchsbedingungen. Je follikelreicher die Haut des Versuchstieres,
desto weniger scheint eine Spalthautentnahme zu Versuchszwecken sinnvoll.
Zusammenfassend kann zur Benutzung von Spalthaut in der FDZ bemerkt werden,
dass sie zur Untersuchung des Reservoirs des SC ausreichend ist, da sie flir das SC
die gleichen Penetrationseigenschaften und Entleerungstendenzen zeigt wie die
Vollhaut in der FDZ.

4.5 Thesenauswertung

In jedem Testsystem wurde eine abnehmende Konzentration an FS im SC mit
zunehmender Umverteilungszeit beobachtet. Fur die Modelle V-FDZ, DHM und SBM
ging diese Abnahme der FS Konzentration im SC mit einer Zunahme in den tieferen
Hautschichten einher. Beim Modell S-FDZ wurde lediglich ein Anstieg der
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Konzentration in der Kompartmentflissigkeit beobachtet. Eine vergleichbare
Umverteilung wurde bei der Untersuchung von UV-Filtern und Salizylsaure in den
Modellen V-FDZ und S-FDZ beobachtet [Benech-Kieffer 2000].

In allen Untersuchungen penetrierte die Untersuchungssubstanz bereits nach einer
Stunde durch die lebende Epidermis. Nach dieser Zeit wurden die niedrigste
Konzentration im SC beim SBM und die héchste im DHM gefunden. Die beiden
Modelle der FDZ zeigten annahernd gleiche Werte in den obersten Hautschichten
und in der Umverteilung mit zunehmender Zeit. Als Grund hierfir wird die
Hydratation der Haut durch die Akzeptorflissigkeit angenommen, die an
menschlicher Haut nach drei Stunden in der FDZ beobachtet wurde [Wagner 2000].

Die Ergebnisse zeigen, dass das SC als Reservoir fiir FS bei allen Testmodellen
funktioniert und eine Umverteilung der Testsubstanz in die DSL aufweist. Die groBte
Umverteilung in die tieferen Hautschichten wurde in den nicht hydrierten
Hautmodellen des DHM und SBM beobachtet. Die wiedergefundene FS-Menge im
Knorpel oder Filterpapier war minimal im Gegensatz zu den deutlichen Mengen in
der Akzeptorflissigkeit der FDZ, welches durch die Mdglichkeit des Abflusses und
das Phanomen der vollen Hydratation der Haut und der dadurch geringeren
Aufnahmefahigkeit in diesem Modell erklart werden kann [Wagner 2000].

Beim DHM korrelierte die Abnahme des FS-Wertes im SC linear mit der Zunahme
des FS-Wertes in den tieferen Hautschichten (R2+SD = 0,98+0,02) [Jacobi 2005].
Eine solche Korrelation konnte beim SBM nicht festgestellt werden, welches durch
den hohen Druck nach Auftragung der Testsubstanz und einer dadurch erhéhten
Penetrationsrate erklart wurde. Hoéhere FS-Konzentrationen in den tieferen
Hautschichten schon nach einer Stunde waren das Ergebnis.

Betrachtet man die Ergebnisse der vier Modelle nebeneinander so stellt man fest,
dass sie von einer Serie zur nachsten gut reproduzierbar sind und sich zwar in den
Absolutwerten unterscheiden, nicht jedoch im Verhaltnis der prozentualen Verteilung
in den verschiedenen Schichten der Haut. Durch diese vorhandenen
interindividuellen Unterschiede der Serien kommen hohe Standardabweichungen der
absoluten Werte zustande. Daher wurden Prozentwerte verglichen, um die Frage zu
klaren, wie die Verteilung und Umverteilung der FS in den einzelnen Schichten
zueinander im Verhaltnis stehen. Diese Art der Auswertung lie die interindividuellen
Unterschiede im Penetrationsverhalten der verschiedenen Schweinehaute nicht so
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stark ins Gewicht fallen. Bei Tieren, bei denen bereits nach einer Stunde
vergleichsweise hohe Werte im SC gemessen wurden, fanden sich nach langerer
Umverteilungszeit auch vergleichsweise hohe Werte in den tieferen Hautschichten.
Dies kann mit der unterschiedlichen Struktur und Dicke der Haut, der Dicke des SC,
der Lipidzusammensetzung und vor allem der Follikelporendichte und -gr6Be der
Tiere zusammenh&ngen [Bommannan 1990, Bouwstra 1992, Bronaugh 1982, Jacobi
2008, Meyer 1996, 2001a, 2001b, 2002, Panchagnula 1997, Scott 1991]. Bei einer
anderen Studie hingegen, bei der rekonstruierte Platten lebender menschlicher
Epidermis in einer Diffusionszelle untersucht und gleichzeitig einer
Lipidanteilmessung unterzogen wurden, korrelierte die Penetration der beiden
Testsubstanzen zwar indirekt mit dem Lipidgewicht, aber sie blieb unbeeinflusst von
der Anzahl der Zellschichten oder der Dicke des SC [Elias 1981]. Auch in vivo beim
Menschen zeigten sich groBe interindividuelle und auch intraindividuelle
Schwankungen der Hautstruktur [Holbrook 1974, Otberg 2004, Pirot 1998, Rougier
1987, Schwindt 1998].

Bei den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden alle zwélf Versuche einer
Serie an einem Ohr durchgefiihrt, um interindividuelle Unterschiede auszuschlieBen.
Da die Haut eines Schweineohres begrenzt ist, wurde fir das DHM die Innenseite
der Schweineohren benutzt, wobei darauf geachtet wurde, die Plicae zu meiden
[Meyer 2002]. Durch die Plicae scaphae werden deutliche Wélbungen der Ohrhaut
hervorgerufen, in denen eine verstarkte fettreiche Hypodermis auftaucht. Die Dicke
der vitalen Epidermis der beiden Seiten der Ohrmuschel wurde untersucht und dabei

kaum ein Unterschied festgestellt (innere Seite 53-56 um, auBere Seite 51-52 um).

Diese Auswahl der Innenseite des Ohrs fiir das DHM kdénnte jedoch méglicherweise
einen Einfluss auf das Penetrationsverhalten gezeigt haben, welcher hier nicht

untersucht worden ist.

In der prozentualen Verteilung zeigte sich in allen Modellen eine gute
Vergleichbarkeit unter den Hautproben der verschiedenen Tiere. Dadurch, dass die
72 Untersuchungen an nur 6 Schweineohren stattfanden, ergaben sich zum Teil
deutliche Unterschiede zwischen Median und Mittelwert. Die Tendenzen einer
starken oder maBigen Entleerung des SC-Reservoirs in den verschiedenen
Hautmodellen blieben davon jedoch unberihrt.
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Abhangig ist die Reservoirfunktion nicht nur vom SC, sondern auch von den
vorhandenen Hautanhangsgebilden. In einer In-vitro-Studie war die Absorption von
Steroiden in die normale Haut von haarlosen Ratten signifikant héher als in die Haut
ohne Hautanhangsgebilde (Narbenhaut) [Hueber 1994a]. In vivo fand sich in der
Haut ohne Hautanhangsgebilden eine zweifach erhdhte Reservoirkapazitat und eine
stark erniedrigte Wiederfindungsrate in tieferen Hautschichten [Hueber 1994b].
Dieses Phanomen schien unabhangig von der Einwirkzeit zu sein [Hueber 1992]. Bei
der normalen Haut stiegen die Werte in Epidermis und Dermis fiir die Steroide mit
zunehmender Zeit deutlich an. Bei der Narbenhaut war der Anstieg geringer. Den
héchsten Konzentrationsunterschied fand man in der Tiefe zwischen 60 und 400 pum,
wo die Talgdrisen lokalisiert sind. Diese Ergebnisse stehen somit im Gegensatz zu
der Beobachtung der vorliegenden Arbeit, dass sich das Reservoir der Spalthaut,
deren Hautanhangsgebilde teilweise beim Anschnitt zerstért wurden, genauso in der
Wirkstoffaufnahme und -abgabe verhielt, wie das Reservoir der Vollhaut.
Angenommen wird, dass noch andere Veranderungen, neben den fehlenden
Hautanhangsgebilden, in der Narbenhaut die erhdhte Speicherfahigkeit und die
verminderte Abgabefahigkeit ausmachen.

Haarfollikel und SchweiBdrisen kdnnen bevorzugte Wege flir einige
Zusammensetzungen oder Molekile sein, die schneller in diese Umgehungswege
gelangen als durch das SC [lllel 1997]. Da die Follikel jedoch ein mehrschichtiges
Epithel aufweisen, wirken sie ebenfalls als Barriere und Speicher fiir lokale Wirkstoffe
[Lademann 1999]. Allerdings ist nicht jeder Follikel fir die Penetration zuganglich
[Lademann 2001]. Es gibt aktive Follikel und solche, die Sebum produzieren und
keine Rolle bei der Penetration spielen, so genannte passive Follikel.

Zu allen vier Modellen kann gleichermaBen gesagt werden, dass folgende
Besonderheiten bei der Verwendung von In-vitro-Modellen zu beachten sind:

- das Fehlen des vollstandigen Metabolismus der Haut oder des Wirkstoffes in der
Haut [Jahn 2001] und

- die Durchblutung und die Sauerstoffaufnahme durch die Atmosphére [Heise 2003].
In der Praxis kommt hinzu, dass Krankheiten der Haut meistens Barrierestérungen
[Jakasa 2007] und eine Erh6hung der Immunmodulatoren mit sich bringen [lto 2003,
Kobayashi 2003].

Auf die Ergebnisse des DHM kann das laterale Spreiten einen besonderen Einfluss
haben, welches in vivo am Menschen durch die Abrissmethode untersucht wurde
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[Jacobi 2004]. Abhangig ist laterales Spreiten durch die GréBe der Auftragungsflache
und durch die Zeit zwischen Auftragung und Abriss. Signifikant héhere Werte wurden
angrenzend an die Auftragungsflache gefunden. Das Spreiten spielt sich an der
obersten Flache ab. Dieses Phanomen muss bei der Auftragung von Substanzen
und bei der Wiederfindungsrate in der Auftragungsflache mit einbezogen werden.
Das laterale Spreiten scheint ein symmetrischer Prozess zu sein. Beim SBM und den
Modellen der FDZ ist der Hautausschnitt begrenzt im Gegensatz zum DHM. So
kénnte sich beim DHM die FS nach der erweiterten Einwirkungszeit auBer in die
tieferen Hautschichten auch lateral verteilt haben. Da hier bei undefinierter
Auftragungsmenge keine Wiederfindungsrate ermittelt werden konnte, ist es mdéglich,
dass es eine zusatzliche, nicht ermittelte Entleerung des SC in laterale Gebiete gab,
die besonders beim DHM eine Rolle spielten.

Far die klinische Anwendung in vivo am Menschen mulssen einige Punkte bei der
Wirkstoffpenetration beachtet werden, die in vitro keine Rolle spielen:

- Es kommt zu einer Veradnderung der Genexpression in der Epidermis unter
auBerem StresseinfluB [Marionett 2003].

- Eine dermatologische Behandlung ist umso tiefenwirksamer, je starker die
Abdunstung verhindert wird [Ring 1985]. Das kann z.B. durch eine okklusive
Salbengrundlage entstehen.

- Ist die Hornschicht - wie bei vielen Krankheiten - zerstért, so sind auch die
Reservoirfunktion und die Barrierefunktion gestdrt. Resultat davon ist, dass sich die
Wirkstoffkonzentration in kranker Haut stark erhéht und aufgetragene Substanzen
bevorzugt in kranke Gebiete einziehen [Schéafer 1978]. Nebenwirkungen, auch bei
lokaler Behandlung, resultieren oft aus zu hohen Dosen und langer Behandlungszeit,
die bei gestérter Barrierefunktion und Reservoirfunktion bei der erkrankten Haut oft
nicht nétig sind.

- Die Art der gewahlten Salbengrundlage hat auBerdem groBen Einfluss auf die

Wirkung.

Die eingangs aufgestellten Thesen sollen im Folgenden zusammenfassend diskutiert

werden:

These 1: Die Penetrationsrate des SBM sollte die BezugsgrdBe darstellen.
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Das SBM konnte gut als Bezugsmodell verwendet werden, da sich die vermuteten
Tendenzen der Umverteilung klar darstellen lassen.

These 2: Es wurde erwartet, dass die Penetrationsraten in den Hautschichten im
SBM durch die Einflussfaktoren Druck und Okklusion gegenliber den anderen
Modellen erhdht sind.

Bewahrheitet hat sich diese These nur fir die tieferen Hautschichten, nicht jedoch fr
das SC. Im SC wurden beim SBM zu allen drei Zeiten niedrigere Werte als im DHM

gemessen, was mit einer Kompression des SC begriindet werden kann.

These 3: Im Modell der Vollhaut in der FDZ wurden geringere Wirkstoff-
Konzentrationen als im SBM und DHM in den einzelnen Hautschichten erwartet, da

der Wirkstoff in eine Akzeptorfllssigkeit abdiffundieren kann.

Die niedrigeren Werte an FS-Konzentration in den Hautschichten der FDZ im
Gegensatz zum SBM, die wegen der Mdglichkeit des Abtransportes in die
Akzeptorflissigkeit erwartet wurden, bestatigten sich bei der léngsten
Einwirkungszeit von 21 Stunden. Es wurden sogar durchweg héhere Werte in der V-
FDZ im SC gemessen, was durch den Hydratationsdruck und der dadurch
geringeren Aufnahme in die DSL erklart werden kann. Die absolute FS-Konzentration
der Epidermis und Dermis bei einer Stunde und bei vier Stunden lag in einem
vergleichbaren Bereich zum DHM und SBM. V-FDZ besaB im Gegensatz zum SBM
und DHM die Méglichkeit zur Permeation. Nach 21 Stunden lieB sich erkennen, dass
eine deutliche Abnahme der FS-Konzentration in den tieferen Hautschichten
zugunsten des Kompartments in der V-FDZ stattgefunden hatte, aber keineswegs
eine verstarkte Abnahme im SC. Das beweist, dass die Entleerung des SC-
Reservoirs von der Abflussmdglichkeit relativ unbeeinflusst blieb. Da die Entleerung
des SC-Reservoirs in allen 4 Modellen &hnlich verlief ist es denkbar, dass die
Sattigung der Dermis im SBM und DHM nach 21 Stunden noch nicht erreicht war
und somit die Abflussmdglichkeit keine entscheidende Veranderung fir die
Entleerung des SC brachte.

These 4: Fir das Modell der Spalthaut in der FDZ wurde dagegen angenommen,
dass die Wirkstoffkonzentration in der Akzeptorflissigkeit héher ausfallen als im V-
FDZ und die FS-Konzentrationen etwa denen der anderen Modelle entsprechen.
Dabei war unklar inwieweit die angeschnittenen Haarfollikel und die SchweiBdriisen
in einer Spalthaut das zu erwartende Penetrationsergebnis beeinflussen kénnen?
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Es konnte eine deutlich héhere Konzentration von FS im S-FDZ im Vergleich zum V-
FDZ in der Akzeptorflissigkeit gemessen werden. Dabei wird angenommen, dass
sich die angeschnittenen Follikel wie Lécher verhielten, durch welche die Substanz
direkt in die Akzeptorflissigkeit gelangen konnte. Schon nach einer Stunde fielen
deutliche FS-Konzentrationen in der Akzeptorflissigkeit beim S-FDZ auf. Die
angeschnittenen SchweiBdrisen und Haarfollikel haben also groBen Einfluss auf die
Ergebnisse der S-FDZ gezeigt. Bemerkenswert ist, dass keine deutlichen
Unterschiede der FS-Konzentration der Epidermis in allen drei Zeitmodellen
zwischen V-FDZ und S-FDZ festzustellen waren. Das bestatigt, dass die
Reservoirfunktion und deren Entleerung hauptsachlich vom SC und von der

lebenden Epidermis abhangen.

Zusammenfassend zeigte sich das Saarbriickenmodell als geeignetes Modell, um
das Reservoir des SC und deren Umverteilung in die tieferen Hautschichten in
Abhangigkeit der Zeit zu untersuchen. Besonders ginstig erscheint es flir die
Untersuchung einer leicht zu verdunstenden Substanz und deren Penetration in die
Haut. Beachtet werden muss der Effekt der Okklusion, der zu einem verstérkten
Eindringen der Substanz in tiefere Hautschichten fihrt. Dies machte sich schon nach

kurzer Einwirkungszeit bemerkbar.

Das Direkthautmodell ist gut geeignet fiir Untersuchungen von Substanzen, die in
den unterschiedlichen  Hautschichten  wirken  sollen.  Hautschadigende
Einflussfaktoren wie Hydratation, Druck, Beschadigung der Hautstruktur durch zuvor
stattfindende Aufbereitung des Gewebes sind beim DHM am geringsten. Die beste
Ubereinstimmung der Reservoirfunktion des SC und seiner Entleerung wurde beim
Vergleich dieser Daten mit In-vivo-Untersuchungen beim DHM gefunden [Jacobi
2005].

Die bewahrte Franzdiffusionszelle zeigte sich als wichtiges Modell fur die
Untersuchung von Wirkstoffen, bei denen eine systemische Wirkung erwiinscht ist.
Beachtet werden muss dabei, dass im Vergleich mit anderen In-vitro-Modellen ein
unnatUrlicher Hydratationszustand der Hautprobe mit zunehmender Zeit entsteht.

Far die Spalthaut gilt dabei im Besonderen, dass sie zur Untersuchung des
Reservoirs des SC ausreicht, da sie fur das SC die selben
Penetrationseigenschaften und Entleerungstendenzen zeigt wie die Vollhaut in der
FDZ. Fir diese begrenzten Anwendungsmdglichkeiten bietet das DHM jedoch
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wesentlich einfachere Versuchsbedingungen. Es konnte zudem gezeigt werden,
dass sich bei den drei gewahlten Zeitmodellen die Umverteilung aus dem Reservoir
des SC in die tieferen Hautschichten nicht wesentlich zwischen den vier Modellen
unterschied und die Méglichkeit des Abflusses in die Kompartmentflissigkeit keine
zusatzliche Entleerung des SC brachte. Einen Vergleich der vier Modelle hinsichtlich
verschiedener flir die tagliche Praxis relevanter Parameter liefert Tabelle 13.

Tab. 13: Vergleich der vier Untersuchungsmodelle auf Speicherféhigkeit der verschiedenen
Hautschichten, Kosten, Praktikabilitdt und Aufwand, Schwierigkeiten und Beeinflussung der
Penetration, sowie Vergleichbarkeit mit Daten von menschlicher Haut in vivo.

Modell | SC— Epidermis Dermis Kosten | Versuchsaufbau | Penetrationsbe- Vergleich
Reservoir- mit
Speicherféhigkeit | Speicherfahigkeit einflussende
. menschl.
Kapazitat
Faktoren Haut in
vivo
SBM ++ ++ +++ gering | einfach Okklusion, Druck ++
(komprimiert) (komprimiert)
DHM +++ +++ +++ gering | sehr einfach Dehydratation, +++
Spreiten
V-FDZ +++ ++ ++ hoch kompliziert Hydratation= ++
Aufquellung,
(hydriert) (hydriert) uiquetiung
pH-Wert-
Verschiebung
S-FDzZ +++ ++ nicht vorhanden | hoch kompliziert angeschnittene ++
Follikel6ffnungen,
(hydriert) ! ung
Hydratation=
Aufquellung,
pH-Wert-
Verschiebung

Die absoluten Konzentrationen an FS, die in vorhergehenden Studien im SC und in
den DSL in vivo [Wagner 2000, 2002b] und in vitro [Wagner 2000, 2001] an
menschlicher Haut gemessen wurden, wurden mit den Daten dieser Untersuchung

verglichen.

Im SC des Schweins war die Substanzkonzentration leicht erhdht zu menschlicher

Haut in vitro. Der Unterschied zwischen In-vivo-Daten menschlicher Haut zu In-vitro-
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Daten von Schweinehaut betrug etwa 1:2 [Jacobi 2005]. Diese Unterschiede kénnen
durch die unterschiedliche SC-Dicke erklart werden. Das SC des Schweins wies eine
durchschnittliche Dicke von 19 um auf [Meyer 2002], wahrend das menschliche SC
eine Dicke zwischen 5,5 und 9,8 um an der Bauchhaut zeigte, welche in den In-vitro-
Studien genutzt wurde, und 5,5 bis 22 um am Unterarm [Holbrook 1974, Pirot 1998,
Schwindt 1998], welcher flr die In-vivo-Untersuchungen genutzt wurde.

Trotz der groBeren SC-Dicke des Schweins wurden auch in den tieferen
Hautschichten des Schweins gr6Bere Substanzmengen im Gegensatz zur
menschlichen Bauchhaut in der FDZ und dem SBM gefunden [Wagner 2000]. Eine
Erklarung kann in der GréBe und Dichte der Follikel und der Lipidzusammensetzung
des SC gesucht werden. Am menschlichen Rumpf ist die Dichte der Follikel mit 22-
29/cm? angegeben [Otberg 2004], wahrend sie am Schweineohr durchschnittlich
30/cm? [Meyer 2001] betragt. Der Durchmesser eines menschlichen Haares am
Rumpf betragt 17-18 um [Otberg 2004], wohingegen beim Haar des Schweins ein
Durchmesser von 38-71 um gemessen wurde [Meyer 1986]. Da die Follikel beim
Schwein gréBer sind als beim Menschen wird angenommen, dass sie bei der
Schweinehaut eine bedeutendere Rolle bei der Penetration von topisch applizierten

Substanzen spielen.

Ein anderer wichtiger Penetrationsweg ist der interzellulare Weg, der durch die Lipide
bestimmt wird, welche die Korneozyten umgeben. Die Zusammensetzung der Lipide
beim Schwein und beim Menschen und deren Organisationsstruktur zeigen
Gemeinsamkeiten und Unterschiede. Das menschliche SC zeigt héhere Werte von
Cholesterolestern und Keramid 6 und niedrigere Konzentrationen von Triglyzeriden
und Keramid 2 im Gegensatz zum SC des Schweins [Jacobi 2005]. AuBerdem
unterscheiden sie sich deutlich in der Zusammensetzung und Anordnung der freien
Fettsduren [Bouwstra 1992]. Diese Unterschiede im follikularen und interzellularen
Penetrationsweg kdnnten der Grund flir die héhere Substanzkonzentration in vitro

bei Schweinhaut im Gegensatz zu menschlicher Bauchhaut sein.

Der FS-Wert der tieferen Hautschichten war beim DHM &hnlich dem des SBM bei
der Verwendung von menschlicher Bauchhaut. Die Werte beider In-vitro-Modelle
entsprachen ungefahr dem Doppelten derjenigen in vivo [Wagner 2002b]. Bei der
Verwendung von Schweinehaut in vitro zeigten sich deutlich héhere Werte in den
tieferen Hautschichten beim SBM im Gegensatz zum DHM, was durch den erhéhten
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Druck des SBM erklart werden konnte, der bei der Hautstruktur des Schweins mit
héherer Follikeldichte und Follikelgr6Be eine gréBere Rolle zu spielen scheint
[Hueber 1994a und 1994b, Maibach 1971, Tenjarla 1999].
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5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, die Penetration mittels vier unterschiedlicher In-vitro-Modelle
an Schweineohrhaut miteinander zu vergleichen. Daflir wurden Faktoren untersucht,
die bei jeder dieser Methoden Einfluss auf das Penetrationsverhalten der
verwendeten Modellsubstanz Flufenaminsaure (FS) nehmen. Verwendet wurde dazu
das Saarbriicken-Penetrationsmodell, welches hier die BezugsgréBe fir die anderen
Modelle (das Direkthautmodell und das Modell der Franz-Diffusionszelle mit Vollhaut

und mit Spalthaut) darstellte.

Untersucht wurde die Reservoirkapazitat des Stratum corneum (SC) in Abhangigkeit
von der Zeit. Daflir wurden die Konzentrationen der FS nach einer Stunde, nach vier
Stunden und nach 21 Stunden gemessen, da diese Zeitintervalle fir die

dermatologische Praxis relevant erschienen.

Insgesamt wurden die Versuche an sechs Praparaten durchgeftihrt. An einem Ohr
konnte die Haut flir eine Serie, die jeweils 3 Zeitmodelle an jeweils 4
Untersuchungsmodellen entspricht, entnommen werden. Eine Stunde nach
Aufbringen  der  Untersuchungssubstanz ~ Flufenaminsaure, @ wurde  das
Substanzgemisch von jeder Hautprobe entfernt und die Hautproben nach einer, vier
oder 21 Stunden horizontal in SC, Epidermis, Dermis und Kompartment, Filter oder
Knorpel unterteilt. In jedem dieser Schichten wurde die FS-Konzentration gemessen
und auf ng/cm? berechnet. AnschlieBend wurden die Modelle miteinander verglichen
und diskutiert. Eine prozentuale Verteilung in den verschiedenen Hautschichten
schien angebracht, um die Umverteilung der Substanz in den Modellen einander am

besten gegenlberstellen zu kénnen.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragestellungen klaren:
In welcher Weise kénnen Druck und/oder Okklusion die Penetration beeinflussen?

Waéhrend der Untersuchungen wurde der Einfluss der Okklusion bei allen Modellen
so gering wie moglich gehalten, indem die Testsubstanz stets nach einer Stunde
entfernt wurde. Dennoch gab es ein Modell, bei welchem Druck und Okklusion eine
deutliche Rolle spielten. Das Saarbriickenmodell ist durch den oberen Stempel und
die umgebende Vaseline luftdicht abgeschlossen. Auch nach Entfernen des
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Substanzgemisches spielten Okklusion und Druck bei der Umverteilung offensichtlich
weiterhin eine wichtige Rolle. Es zeigten sich tatsachlich deutliche Unterschiede in
den Ergebnissen zu den anderen drei Modellen, die dem Einfluss von Okklusion und
Druck nicht ausgesetzt waren. So fanden sich schon nach kurzer Zeit (eine Stunde)
héhere Werte der Testsubstanz in den tieferen Hautschichten und sogar darunter im
Filter. Der Druck, der Uber den Stempel auf die Testsubstanz einwirkte, hatte dabei
insofern Einfluss, als dass er das SC komprimiert, sein Reservoir dadurch herabsetzt
und seine Entleerung beschleunigt.

In welchem AusmalB reduziert die Méglichkeit der Permeation (Abfluss) die
Wirkstoffkonzentration in den Hautschichten?

Eine niedrigere FS-Konzentration in den einzelnen Hautschichten mit zunehmender
Einwirkungszeit bei Verwendung der Franzdiffusionszelle (FDZ) im Gegensatz zu
Modellen bei denen kein Abfluss méglich ist zeigte sich sehr viel weniger ausgepragt
als anfanglich vermutet. Der starkere Abfluss der FS aus der Epidermis und der
Dermis bestatigte sich nur bei einer sehr langen Umverteilungsdauer von 21
Stunden. Einerseits kdnnte dies auch dadurch erklart werden, dass die Sattigung der
Dermis auch in den anderen Modellen nicht erreicht war und daher keine
Behinderung fur den Abfluss aus oberen Hauschichten darstellte. Andererseits kann
es zeigen, dass bei zunehmender Hydratation der Dermis durch die
Akzeptorflissigkeit, die nach 21 Stunden deutlich ausgepragt war, eine Abnahme der
Speicherkapazitat der Dermis hervorruft, die nach einer oder vier Stunden noch nicht
so deutlich ins Gewicht fallt. Dieser mit der Zeit zunehmende Hydratationsdruck von
dermaler Seite kann auch erklaren, warum héhere Werte von FS im SC bei der FDZ
im Gegensatz zu den anderen Modellen gefunden worden sind.

Welcher Anteil an der Barriere féllt der Epidermis zu?

Die Ergebnisse bestatigen, dass der gréBte Anteil an der Barriere der oberen
Epidermis zuféllt. Eine Barrierefunktion der Epidermis lie3 sich an vielen Ergebnissen
der Arbeit erkennen. Erstens zeigte der Vergleich zwischen den Modellen der
Vollhaut- und der Spalthaut in der FDZ, dass dem lebenden Anteil der Epidermis und
dem SC als Speicher und Reservoir die hauptsachliche Bedeutung zukommen, da
die FS-Konzentrationen des SC und der Epidermis trotz Verlust groBer Teilen der
Dermis gut Ubereinstimmten. Auch im Gegensatz zum Direkthautmodell (DHM)
zeigte sich bei der FDZ kein verstarkter Abfluss aus dem SC trotz erweiterter
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Umverteilungsmdglichkeit in die Akzeptorflissigkeit. Bestatigt wird ebenfalls, dass
die groBte Penetrationsbarriere im SC liegt. Wie die Ergebnisse der FDZ deutlich
zeigten, funktioniert diese Barriere in beide Richtungen, da sich Flissigkeit unter
dem SC bei permanenter Hydratation von Kompartmentseite ansammelte und die
Durchflhrung der Abrisse dadurch behinderte.

Spielen die angeschnittenen Follikeléffnungen fir die Penetration am
Spalthautmodell eine Rolle?

Bei dem Modell der Spalthaut in der FDZ wurde Haut einer Starke von 300 pum
verwendet. Es wurde angenommen, dass Haarfollikel und Driisen angeschnitten
waren und wie Lécher in der Haut wirkten. Da sich schon, im Gegensatz zum Modell
der Vollhaut in der FDZ, nach einer Stunde beachtliche Mengen an FS in der
Akzeptorflissigkeit wiederfinden lieBen, wurde diese Vermutung bestétigt.

Welchen Einfluss hat die Akzeptorfliissigkeit durch die Hydratation der Modellhaut

von dermaler Seite?

Die Akzeptorflissigkeit zeigte durch die Hydratation der Hautprobe einen Einfluss auf
die Penetrationsergebnisse. Zwar waren die FS-Konzentrationen zwischen dem
Modell der Vollhaut in der FDZ und DHM erstaunlich &hnlich, jedoch fanden sich
durchweg héhere Werte im Modell der Vollhaut in der FDZ im SC, welches mit dem
Hydratationsdruck erklart wurde. Eventuell fand dadurch auch ein verminderter
Abfluss aus der Epidermis in die Dermis statt. Die absolute FS-Konzentration in der
Epidermis und Dermis bei einer Stunde und bei vier Stunden lagen im vergleichbaren
Bereich zum DHM und Saarbrickenmodell (SBM). AuBerdem machte sich die
Hydratation der Haut bei den SC-Abrissen bemerkbar, bei denen sich oft das
gesamte SC nach wenigen Abrissen abldéste, da sich vermutlich durch die
Hydratation die Kohé&sionskrafte zwischen den Zellen des Stratum corneum und
Stratum granulosum gelockert hatten.

Es sollte ein Vergleich der erhaltenen Daten mit menschlichen Daten in vivo erfolgen.

Dieser Vergleich wurde an menschlicher Haut in vivo und in vitro durchgeflhrt
[Jacobi 2005, Wagner 2000, 2002b]. Die Werte in vitro waren durchgehend héher als
in vivo, was mit den Ergebnissen aus anderen Studien Ubereinstimmt [Benech-
Kieffer 2000, Schmook 2000, Wagner 2002a]. Die Konzentrationen an FS im DHM
zeigten an menschlicher Haut ca. doppelt so hohe Werte zu in vivo, die des SBM
waren an Schweinehaut zusatzlich erhéht. Die Entleerung des Reservoirs von FS in
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vivo korreliert besonders gut mit den In-vitro-Ergebnissen des DHM. Daher zeigte
sich dieses Modell am besten geeignet fir die Untersuchung der Reservoirkapazitat
und der Umverteilung der lipophilen Substanz FS in die verschiedenen
Hautschichten. Ob dies auch flir hydrophile Substanzen der Fall ist, wird sich in

weiteren Untersuchungen feststellen lassen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Haut des Schweineohrs und die
Modellsubstanz Flufenaminsaure gut geeignet waren, um die Reservoirkapazitat des
SC darzustellen. Die Umverteilung in die tieferen Schichten in den vier gewahlten
Modellen lieB sich gut beobachten und miteinander vergleichen. Dabei hat sich fur
die praktische Anwendung der vier In-vitro-Modelle gezeigt, dass sie alle denkbar
sind, um die Penetration durch menschliche Haut in vivo zu simulieren. Bei der
vorliegenden vergleichenden Arbeit haben sich besonders die Nachteile der FDZ
durch zusatzliche Hydratation bei prolongierter Einwirkungszeit und der groBe
Einfluss des Drucks und der Okklusion nach minimaler Einwirkungszeit beim SBM
herauskristallisiert. Das DHM zeigte sich als glnstiges, wenig aufwendiges und
einflussgr6Benarmes Modell zur Untersuchung von topisch applizierbaren

Substanzen und zeigte die beste Ubereinstimmung zu In-vivo-Ergebnissen.
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