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Abkürzungsverzeichnis 

ATR-FTI        Abgeschwächte Totalreflexion (englisch Attanuated Total Reflection) 

                     - Fouriertransformierte Infrarotspektroskopie 

DHM  Direkthautmodell 

DSL tiefere Hautschichten (englisch: Deeper Skin Layers) 

FDZ Franz-Diffusionszelle 

FS Flufenaminsäure 

h  Stunden 

HPLC Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie (englisch: High Pressure    

  Liquid Chromatography) 

MW Mittelwert 

NaOH Natriumhydroxid 

SBM  Saarbrückenmodell  

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 
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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 lässt sich ermitteln, in welcher Menge und Geschwindigkeit Wirkstoffe 

und Medikamente in und durch die Haut gelangen. Damit ist das Wissen darüber 

sowohl aus arbeitsmedizinischen oder umwelttoxikologischen Gesichtspunkten als 

auch zur Beurteilung topischer Therapien wertvoll. 

Die Haut ist das größte menschliche Organ. Sie schließt den gesamten Körper ein 

und ist damit einerseits seine Hülle 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 Körper.  

Die topische Therapie durch Applikation von Stoffen ist so alt wie die menschliche 

Entwicklung. Heute weiß man, dass Hautkrankheiten - neben eigenständigen 

Krankheiten - auch Symptome innerer Leiden sein können. Wenige Dermatosen 

beruhen ausschließlich auf Störungen in der Haut. Viele Hauterscheinungen können 

daher auch systemisch behandelt werden.  

Für 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.  

Während bei der externen Therapie von Krankheiten oft eine Wirkstoffaufnahme in 

die Haut gewünscht wird, soll dagegen das Eindringen von Schadstoffen aus der 

Umwelt oder der Arbeitswelt vermieden werden. Auch der Wunsch der 

Kosmetikindustrie zunehmenden Einfluss auf Glätte, Frische, Farbe und Feuchtigkeit 

der Haut nehmen zu können und einen gleichzeitigen Schutz vor dem Eindringen 

von Schadstoffen zu bieten, hat die Penetrationsuntersuchungen an der Haut 

gleichermaßen vorangetrieben. 

Um die Wirkung verschiedener Substanzen, die aus medizinischen und 

kosmetischen Gründen auf die Haut aufgetragen werden, richtig einschätzen zu 
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können, sind Kenntnisse über die Physiologie und die Penetrationseigenschaften der 

Haut notwendig.  

Ziel dieser Arbeit war es, mit Flufenaminsäure als Modellsubstanz das Wirkstoff-

Zeitprofil in den verschiedenen Hautschichten anhand von vier In-vitro-

Penetrationsmodellen zu untersuchen, sowie Vor- und Nachteile dieser Modelle 

näher zu charakterisieren und gegenüberzustellen. 

 

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. Über der äußeren Schicht der Epidermis (=Hornschicht) liegt ein dünner Film von 

Lipiden. Diese von Talgdrüsen produzierte Mischung hält die Haut geschmeidig und 

dehnbar und schützt vor dem Eindringen von Krankheitserregern und Chemikalien. 

Der Talg besteht hauptsächlich aus Triglyceriden, freien Fettsäuren, Wachsestern, 

Squalenen, Cholesterin und abgestorbenen Zellen. Die auf der Hautoberfläche 

spreitenden Lipide sind mit Schweißdrüsenbestandteilen 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 ständig neu gebildet und wandern durch den 

Zellverband der Epidermis nach außen an die Grenzschicht zur Umwelt. Auf das 

einschichtige Stratum basale, der Matrixschicht, folgt das zwei bis fünf Zelllagen 

starke Stratum spinosum (Stachelzellschicht), in dem das Zellvolumen zunimmt und 

die Zellachse sich horizontal formiert. Hieran schließt sich das Stratum granulosum 

(Körnerschicht) an, das aus ein bis drei Zelllagen besteht. Die Körnerschicht besitzt 

basophile Keratohyalinkörperchen und membranumhüllte lamelläre Granula, welche 

Sphingomyelin, Glucosylceramide, Cholesterin und freie Fettsäuren enthalten 

[Schäfer 2001] und einen wichtigen Teil der Barriere übernehmen [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 Wasserpermeabilität scheint im Wesentlichen von 

der lamellären Ordnung der Lipiddoppelschichten zwischen den Korneozyten 
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abzuhängen [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 enthält komplexe unpolare 

Lipide, die eine Wasserbarriere bilden [Marks 2004]. 

Im Stratum granulosum laufen folgende Zelldifferenzierungsvorgänge ab: das 

Abplatten der Zellen, der Verlust der Zellkerne, die Dehydratation, die Ausbildung 

einer zementartigen Lipidsubstanz im Interzellularraum und schließlich die 

Verhornung. Das Stratum granulosum geht in das SC über, das aus zehn bis dreißig 

Zelllagen kernloser Korneozyten besteht. Es konnte bei In-vivo-Versuchen am 

Menschen gezeigt werden, dass bis zur Abschilferung der Zellen und während ihrer 

Wanderung an die Oberfläche des SC die Korneozyten zunehmend ihre 

Adhäsionskräfte verlieren [King 1979]. An Handflächen und Fußsohlen befindet sich 

zusätzlich noch das Stratum lucidum.  

Außer den regulären Zellorganellen wie Golgi-Apparat, Endoplasmatisches 

Retikulum oder Mitochondrien besitzen die Keratinozyten charakteristische 

Strukturen wie:  

- Zytoplasmatische Filamente: intrazelluläres Fasernetz, 

- Keratinfilamente (intermediäre Fasern), 

- Aktinfilamente (Mikrofilamente, die der Zellfestigkeit dienen), 

- Adhäsionsorganellen (interzelluläre Befestigungsstrukturen) und 

- Desmosomen (Haftplatten der interzellulären Adhärens). 

 

1.2 Die Haut aus funktioneller Sicht 

Mit der Applikation von Wirkstoffen auf die Haut werden verschiedene Ziele verfolgt: 

manche Substanzen sollen möglichst auf der Hautoberfläche verbleiben [Brain 2007, 

Chatelain 2003, Lademann 1999, Mavon 2007, Teichmann 2006] und die Haut 

schützen 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 für 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 

überwiegend lipidhaltigen SC und kann anschließend intrazellulär [Hadgraft 2004], 

durch die interstitiellen Zwischenräume [Albery 1978] bzw. durch die Drüsen und 

Follikel [Hueber 1994, Lademann 2001, 2004, Otberg 2004, Schäfer 2001, Tenjarla 

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

Die Barrierefunktion der Haut ist entscheidend für 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 Körpers durch die Haut, was uns erlaubt, an der Luft zu leben ohne 

zu dehydrieren oder auszukühlen [Marks 2004]. Sie ist gleichzeitig die Barriere für 

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, 

Fettsäuren, Cholesterolester) sowie die keratingefüllten Korneozyten, deren 

verhornte Hüllen eng mit dem umgebenden Gittergerüst interagieren [Bouwstra 

1992, 2003]. Diese beiden Phasen, die kristalline und die flüssige, scheinen 

entscheidend für die Barrierefunktion des SC zu sein. Es konnte gezeigt werden, 

dass diese Lipidzusammensetzungen in hohem Maße das SC-Barriereverhalten 

beeinflussen. Das beweist, dass Proteine keinen großen Anteil an diesem Verhalten 

haben. 

Außerdem befinden sich in diesem Netzwerk die Haarfollikel, Schweißzelldrüsen und 

andere Hautanhangsgebilde, die die Membranstruktur unterbrechen. Trotzdem 

zeigen Untersuchungsergebnisse, dass sich diese heterogene Membran des SC wie 

eine homogene Barriere für den Wassertransport in vivo verhält [Kalia 1996].  

Der transepidermale Wasserverlust TEWL, die Infrarotspektroskopie, die 

Impedanzspektroskopie und die Hautblutflussmessung wurden genutzt, um die SC-

Barrierefunktion beurteilen zu können [Curdy 2001, Fang 2003, Rosado 2003a]. 

Außerdem wurden zur Beurteilung die SC-Hydratation, die Hautfarbe und der 
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oberflächliche Haut-pH-Wert untersucht [Breternitz 2007]. So fand sich nach Irritation 

der Barriere des SC ein erhöhter 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 erhöhten TEWL auf [Fartasch 1992]. In einer weiteren 

Arbeit zeigte mehrmaliges Abreißen der obersten Korneozyten des SC eine höhere 

Diffusionsrate von Flufenaminsäure aber noch keine Veränderung im TEWL [Netzlaff 

2006a]. So wurde geschlussfolgert, dass der TEWL zwar verschiedene Störungen 

des SC wahrnehmen kann, jedoch für geringe Veränderungen nicht sensibel genug 

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

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 Permeabilität 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 Permeabilität dieser Hautschicht waren. 

 

1.3 Das Reservoir des Stratum corneum (SC) 

Das SC stellt für die Penetration von Stoffen die größte Hürde dar und übernimmt 

gleichzeitig auch eine Speicherfunktion für Stoffe, die auf die Hautoberfläche 

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 für die Pharmakokinetik eines Wirkstoffes [Schäfer 1978]. Ist die 

Hornschicht gestört, so sind auch Reservoirfunktion und Barrierefunktion gestört. Mit 

zunehmender Tiefe der Hornschicht nehmen die Reservoirfunktion ab- und die 

Barrierefunktion zu [Stoughton 1965]. 

Furchen und Falten als typische Strukturen der menschlichen Haut repräsentieren 

ein eigenes Reservoir für 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 

ungestört der Charakteristik der normalen Hautstruktur. So können die Penetration 

und die Bioverfügbarkeit von Wirkstoffen und Kosmetika im SC im Verhältnis zum 

Hornschichtprofil quantitativ dargestellt werden. Die Pseudoabsorption der 

Korneozyten war dabei das Maß für 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 beschäftigten 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 können [Teichmann 2005]. Dazu 

wurde eine Öl-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 Sättigung des Reservoirs bestimmt. Die 

maximale Aufnahmefähigkeit des Stoffes im SC-Reservoir ergab 2,7 mg/cm². Zudem 

wurde eine Korrelation zwischen Aufnahmefähigkeit des SC und dem TEWL 

festgestellt. Eine Verlängerung 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 Sättigungsmenge entsprach einem individuellen 

Maß der Haut und war zusätzlich von Substanz und Zubereitung abhängig.  

 

1.4 Penetrationswege 

Eine oberflächlich aufgetragene Substanz kann theoretisch auf diesen Wegen in 

oder durch die Haut gelangen [Scott 1988, Ring 1985]: 

1. die interzelluläre Penetration durch das Stratum corneum [Albery 1978];  

2. die transzelluläre Penetration durch die Korneozyten und  

3. die Penetration über die Hautanhangsgebilde [Essa 2002].  
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Lange ging man davon aus, dass die Penetration von topisch applizierten 

Substanzen ausschließlich interzellulär erfolgt. In jüngster Zeit konnte jedoch gezeigt 

werden, dass es auch einen follikulären Penetrationsweg gibt. Eine transzelluläre 

Penetration konnte bisher nicht nachgewiesen werden.  

Den Shuntwegen der transkutanen Penetration, die durch Haarfollikel, 

Schweißdrüsen und Talgdrüsen gebildet werden, kommt mehr und mehr Bedeutung 

zu [Hadgraft 2004, Jamoulle 1990, Lademann 2005a, Otberg 2004, Schäfer 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 Talgdrüsen nachgewiesen werden. Je perfekter die Barrierefunktion der 

Hornschicht ist, umso größer ist die relative Rolle die die „Imperfektionen“ der Haut in 

ihrer Funktion als Abwehrorgan (Barriere) spielen [Schäfer 2001]. Drei Arten der 

„Imperfektion“ wurden betrachtet: der Follikelapparat der Haarfollikel, die 

Schweißdrüsen, sowie Mikroläsionen in der zwischenfollikulären Hornschicht. Jeder 

dieser Strukturen kann einen vertikalen Weg für perkutane Absorption repräsentieren 

- einen Shunt. 

Die Rolle der Haarfollikel in der transdermalen Freisetzung ist durch Tiermodelle zum 

Teil schwierig zu erklären. Die meisten Versuchstiere haben eine wesentlich höhere 

Follikeldichte als der Mensch [Bronaugh 1982, Otberg 2004, Toll 2004, Scott 1991]. 

Eine neue Technik wurde an menschlicher Haut präsentiert, 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 Überlagerung 

höchstens 0,1% Öffnungen und es hat sich als sinnvolles Modell für die 

Untersuchung der Bedeutung der Hautanhangsgebilde erwiesen [Essa 2002]. Durch 

ein Elektronenmikroskop wurde die Penetration bei 400, 600, 960 und 1200 µm 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 
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höchste Permeabilität beider Testsubstanzen zeigte sich hier jedoch bei der 

follikelfreien Schlangenhaut. Ein Zusammenhang zwischen Anzahl der Haarfollikel 

und Permeabilität 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 

für 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 µm, 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 

Follikelöffnungen [Lademann 2004], was für den klinisch-therapeutischen Bereich 

große Bedeutung haben kann.  

Durch Oberflächenbiopsien mit Cyanoakrylat an sieben verschiedenen Hautregionen 

des Menschen wurden die Follikelgröße und die Follikeldichte der Vellushaare 

bestimmt und mit einer anderen Arbeit verglichen [Otberg 2004]. Es zeigte sich, dass 

die Hautanhangsgebilde, besonders die Haarfollikel, einen höheren Anteil der 

gesamten Hautoberfläche ausmachten als 0,1%, wie bis dahin angenommen wurde, 

und dass ihnen daher eine größere Bedeutung bei Penetrationsuntersuchungen 

zukommt. Die aktuell erhaltenen Werte variierten stark zwischen den verschiedenen 

Körperregionen und erweitern die Hautoberfläche und damit die 

Penetrationsoberfläche 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 Körperstellen.  
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1.5 Penetrationsbeeinflussende Faktoren 

Geschwindigkeitsbestimmend für die Wirkstoffaufnahme eines Stoffes in die Haut ist 

dessen Penetrationsvermögen durch das SC [Ring 1985]. Die Dicke der Hornschicht, 

pathologische Veränderungen der Haut, die Lokalisation mit Anzahl und Größe der 

Haarfollikel, das Alter und die Hautdurchblutung beeinflussen ebenfalls die 

Penetration. 

Manche Wirkstoffe können die Haut allein schwer durchqueren und sind deshalb an 

eine Trägersubstanz gebunden, ein Vehikel. Der Penetrationsfluss von topisch 

applizierten Substanzen hängt von der Aktivität der Substanz in der Haut und von der 

Interaktion zwischen Vehikel und Haut ab [Rosado 2003b]. Dieser kann die Aktivität 

und damit die Hautbarriereeigenschaften verändern.  

Die Aufnahme eines Wirkstoffes und seiner Trägersubstanz wird somit größtenteils 

durch die Barrierefunktion des SC limitiert. Um eine klinisch relevante 

Wirkstoffmenge in den einzelnen Hautschichten zu erreichen gibt es eine große 

Anzahl an Penetrationsbeschleunigern [Tenjarla 1999]. Die Effekte, die sie auslösen, 

sind sehr vielfältig: sie erhöhen die Hydratation der Haut, weiten die Desmosomen 

zwischen den Korneozyten auf [Walters 1988], interagieren mit der interzellularen 

Lipiddomäne oder den Proteinen [Goodman 1988], ändern die 

Löslichkeitseigenschaften des SC oder verändern die thermodynamische Aktivität 

des Vehikels oder die Lösungseigenschaften der Substanz im SC [William 2004]. 

Einen optimalen Penetrationsverstärker gibt es nicht. Er muss immer auf das 

Vehikel, den Wirkstoff und dessen Konzentration abgestimmt werden [Surber 2005]. 

In klinischen und experimentellen Situationen verändern sich die Trägersubstanzen 

nach dem Auftragen deutlich (Vehikel-Metamorphosis).  

Der hauptsächliche Transfer durch das SC ist kontrolliert durch Verteilung, Diffusion 

und Löslichkeit des Wirkstoffes im SC. In den meisten Fällen beruht die Erhöhung 

der Penetration auf der Erhöhung einer dieser drei Kriterien. Die Wirkungsweise 

besteht darin, die Löslichkeit oder Diffusionsfähigkeit des Wirkstoffes im SC 

reversibel zu verändern [Suzuki 2002]. Es ist wichtig zwischen Modulatoren zu 

unterscheiden, die den Lipidweg beeinflussen und solchen, die den polaren Weg 

verändern [Kalbitz 1996].  
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Die Penetrationsfähigkeit der epidermalen Barriere kann durch folgende Stoffe 

gesteigert werden:  

1. durch Anstieg der Wirkstoffdurchgängigkeit, indem man die SC-Lipidstuktur 

verändert, z. B. durch den Zusatz von Fettsäuren [Bouwstra 1998, Moser 2001], 

2. durch Anstieg der Wirkstofflöslichkeit in der Haut, z. B. durch Propylenglyzerol, 

Glykol oder Ethanol [Moser 2001, Stinchcomb 2004, Takahashi 2001] und 

3. durch Anstieg des Sättigungsgrades des Wirkstoffes in der Formulierung, durch 

Erhöhung des Wirkstoffgehaltes in der Trägersubstanz oder durch die Löslichkeit des 

Wirkstoffes in der Trägersubstanz [Dias 2004, Dupuis 1986, Moser 2001]. 

Die Penetration einer Substanz kann aber auch auf physikalische Weise (z.B. 

Iontophorese) [Barry 2002, Edwards 1994], der Phonophorese [Alvarez-Román 

2004] oder durch Okklusion [Feldmann 1965] erhöht werden.  

Um systemische Nebenwirkungen zu vermeiden, können auch Stoffe einem topisch 

applizierten Substanzgemisch hinzugefügt werden, die die Wirkung des Wirkstoffes 

verzögern oder abschwächen [Coderch 1999, Kalbitz 1996, William 2004]. Bei 

Insektenschutzmitteln oder Sonnenschutzcremes ist die Wirkung auf der Oberfläche 

erwünscht und eine Reduktion der Permeation erforderlich [Hadgraft 2001]. 

Auch die anatomische Lokalisation hat einen großen Einfluss auf das 

Penetrationsverhalten. Es zeigte sich, dass die Haut der Handfläche, trotz der sehr 

viel dickeren Hornschicht, genauso permeabel ist wie die des Unterarmes [Maibach 

1971]. Die Haut am Abdomen und Handrücken erwies sich als doppelt so 

durchgängig wie die am Unterarm. Follikelreiche Stellen wie Kopf, Wange, 

postaurikuläre Haut und Stirn zeigten eine vierfach, die Axilla eine vier- bis 

siebenfach höhere 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 natürlichen Oberfläche einen Wert von 4,5-5 und einen durchschnittlichen 

pH-Wert von 6,9 in den tiefsten Schichten des SC [Öhmann 1994]. Durch die 

Veränderung des pH-Wertes findet auch eine Veränderung im Penetrationsverhalten 

des Wirkstoffes statt [Elias 1996]. Die Schicht der Korneozyten quillt bei alkalischem 

pH auf. Der Effekt des pH-Wertes auf die Permeabilität an exzidierter Haut wurde in 

einer anderen Arbeit an zwei lipophilen Modellsubstanzen untersucht und zeigte 

keine Beeinflussung des lipoidalen Weges der Penetration von Lösungen 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 Erhöhung der Hauttemperatur beispielsweise durch externe 

Temperaturerhöhung (hohe Raumtemperatur), bei Okklusion oder durch interne 

Temperaturerhöhung (körperliche Aktivität) steigerte die Permeabilität der Haut 

[Kalbitz 1996]. Erklärt wird diese Permeabilitätssteigerung durch eine Vasodilatation, 

bei der die Haut stärker durchblutet wird und dadurch ein stärkerer Abtransport des 

Wirkstoffes stattfindet. Manche transdermalen Wirkstoffabgaben zeigen jedoch 

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

Die Penetration ist ebenfalls steigerungsfähig durch Substanzen, die die Barriere des 

SC teilweise auflösen [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 

Abreißen überwiegend zerstört [Vickers 1963]. Die Abrissmethode, die sowohl für In-

vivo- als auch für In-vitro-Experimente genutzt wird, ist in der Literatur außer zum 

Substanznachweis auch zur Steigerung der Permeabilität [van der Valk 1990] oder 

zur Untersuchung akuter Barrierestörungen [Breternitz 2007] angewandt worden.  

Bei Krankheiten wie Psoriasis und vielen Ekzemen kann eine Änderung der 

Penetrationsfähigkeit durch Entzündung und Hyperproliferation des SC auftreten 

[Elias 1996]. Es zeigte sich jedoch, dass das Ausmaß der Erkrankung, gemessen am 

TEWL und histologischen Beobachtungen, nicht immer mit der Erhöhung der 

Penetration korreliert [Fang 2003]. 

1.5.1 Okklusion  

Eine Okklusion der Haut erfolgt durch eine wasserundurchlässige Abdeckung und 

bewirkt eine Reihe von tiefgreifenden Veränderungen am Hydratationsstatus, der 

Barrierepermeabilität, der epidermalen Lipide, der DNA-Synthese, der mikrobiellen 

Flora und zahlreichen molekularen und zellulären 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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Lipiddomänen 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 führt somit 

zu einer höheren Verfügbarkeit.  

Eine andere Arbeit über die physiologischen Veränderungen der 

Hautbarrierefunktion in Relation zum Level der Okklusion, der Auftragungszeit und 

der klimatischen Bedingungen wurde vorgestellt [Schäfer 2002]. Bei 25°C und 50% 

relativer Luftfeuchtigkeit waren Hauthydratation, Oberflächenverdunstung und 

relative Luftfeuchtigkeit zwischen Hautoberfläche und Okklusionsverband bei einem 

luftdurchlässigen Verband im Gegensatz zum luftundurchlässigen Verband reduziert. 

Bei höherer Temperatur und Luftfeuchtigkeit  (30°C und 75%) stiegen die drei 

Größen unter beiden Verbänden an. Bei niedrigerer relativer Luftfeuchtigkeit und 

Temperatur (20°C und 30%) hingegen stieg keine der Größen an.  

Eine Hydratation des SC durch einen Okklusionsverband oder den Okklusionseffekt 

einer Salbengrundlage wurde schon bei früheren Untersuchungen beobachtet [Ring 

1985]. Die Tiefenwirksamkeit einer dermatologischen Behandlung wurde durch die 

Verhinderung der Abdunstung unterstützt. Angeborene Anhidrose verminderte die 

Permeation um den Faktor 100. Maximales Schwitzen erhöht sie um den Faktor 10. 

Eine Salbengrundlage kann durch die erhöhte Hydratation der Haut, die durch die 

Okklusion erreicht wird, ähnliche 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 höher, 

während die Permeation der amphiphilischen Zusammensetzung unverändert blieb. 

Die fehlende Penetrationserhöhung unter Okklusion galt besonders den hydrophilen 

und nur leicht lipophilen Stoffen.  

Verglichen wurde die freie Auftragung von Östradiol 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 erhöhten 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 vollständige Hydratation der Haut, wie sie durch 

Okklusion erreicht wird, verminderte die Östradiolfreisetzung aus Liposomen. Die 

„Shuntrouten“ stellten somit nicht den Hauptweg der Freisetzung aus Liposomen dar. 

1.5.2 Lipophilität / Hydrophilität 

Die Penetration von Stoffen ins SC, die tieferen Hautschichten oder deren 

Permeation ist unter anderem von den Stoffeigenschaften abhängig. 

Die Permeationsrate vergrößert sich mit steigender Löslichkeit der Substanz im SC 

[Ring 1985]. Geschwindigkeitsbestimmend für die Wirkstoffaufnahme ist das 

Durchdringen des SC. Um eine systemische Wirkung zu erreichen, ist eine 

Steigerung der Permeation und der Absorptionsquote mit Sorptionsvermittlern 

möglich. Diese beschleunigen die Aufnahme der Wirkstoffe in die Haut durch 

Hydratation bzw. Herauslösen von Lipoproteinen aus dem SC. Organische 

Lösungsmittel wie Chloroform, Methanol oder Ethanol steigern die 

Wasserpermeabilität durch Herauslösen von Phospholipiden aus der Hornschicht, 

während Aceton diese nicht lösen kann.  

Eine weitere Möglichkeit, die transdermale topische Wirkstofffreisetzung zu steigern, 

ist die Nutzung von „bläschenförmigen“ Systemen wie Liposomen und Niosomen 

[Choi 2005, Coderch 1999]. Kolloide oder Tröpfchen einer wässrigen Lösung können 

die Barriereschicht nur über hydrophile Wege passieren [Cevc 2004]. Dazu muss der 

Wirkstoff genug formbar sein, um durch diese Mikroporen hindurchgelangen zu 

können. Es wurden verschiedene Träger in Form von Vesikeln und Kolloiden 

entwickelt, die auch durch sehr kleine Poren kommen und somit eine sehr viel 

höhere Verfügbarkeit der verwendeten Wirkstoffe darstellen. 

Es wurde keine Beziehung zwischen der Hautstruktur und der Permeabilität 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 Fläche der Haarfollikelöffnungen pro mm² wurden mit der 

Permeabilität korreliert. Die Follikelfläche/cm² variierte am meisten zwischen den 

Spezies und den verschiedenen Körperstellen. 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 Permeabilität von zwei lipophilen 

Modellsubstanzen Hydrokortison und Testosteron wurde untersucht [Sznitowska 

2001]. Die verschiedenen Hautmodelle waren intakt, delipidisiert und mit Azeton 

getränkt. In dem untersuchten pH-Bereich bis 11,0 zeigte sich keine Änderung im 

Penetrationsverhalten und somit keine Beeinflussung von Lösungen 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.  

Unabhängig von den physiochemischen Eigenschaften der aufgetragenen Substanz 

wurde eine lineare Korrelation zwischen TEWL und Penetration festgestellt [Lotte 

1987]. Besonders von lipophilen Substanzen weiß man, dass die follikuläre 

Penetration bei der perkutanen Absorption eine Rolle spielt. 

Hydratation lässt die Penetration von lipidlöslichen, unpolaren Molekülen stärker 

ansteigen als die von polaren Molekülen [Zhai 2001]. Die Absorption von lipophileren 

Steroiden wurde bei einem erhöhten Hydratationsgrad der Haut durch Okklusion 

erhöht, die von mehr wasserlöslichen Steroiden hingegen nicht.  

 

1.6 Tierhautmodell: Vergleich mit menschlicher Haut 

Verschiedene Häute 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 ähnlich zur menschlichen Haut erwies [Schmook 2001, 

Simon 2000]. Insbesondere hinsichtlich der Penetrationseigenschaften konnte dies 

bestätigt werden [Bartek 1972, Benech-Kieffer 2000, Dick 1992, Netzlaff 2006b], was 

vor allem auf einen vergleichbaren anatomischen Aufbau zurückzuführen 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 vollständigen Informationen über das Versuchstier und die 

untersuchte Region müssen genau angegeben werden, da es Unterschiede in Alter, 

Geschlecht, Rasse, Größe, Gewicht und Körperregion 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 Permeabilität der Größe nach dabei folgendermaßen verhielt:  

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

Basierend auf den heute verfügbaren Daten ist die Permeabilität beim haarlosen 

Hausschwein, dem Rhesusaffen und der haarlosen Ratte qualitativ und quantitativ 

durchweg ähnlich 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 dünnste bei der Maus gefunden. Oft jedoch korrelierte die Dicke 

des SC nicht mit der Permeabilität, da es noch weitere beeinflussende 

Strukturunterschiede der Haut gibt.  

Die Hornschicht der Schweinehaut zeigt eine gleichmäßige Anordnung der 

Hornzellen mit einer vergleichbaren Anzahl von Zellschichten zu menschlicher Haut, 

welche jedoch je nach Körperregion variiert. Der Verhornungsgrad der Haut des 

Ohres ist beim Schwein vergleichsweise geringer als jener der Rumpfhaut. Im 

Vergleich zum restlichen Körper des Hausschweins besitzt das Ohr ein signifikant 

dünneres SC (19 µm) [Meyer 2002]. Es trägt mit 24-38 % zur Gesamtdicke der 

Epidermis bei. In einer anderen Arbeit beträgt die Dicke des SC des Schweineohrs 

17-28 µm [Jacobi 2007], vergleichbar zu der des Menschen mit 16,8 µm [Bronaugh 

1982]. Da die Diffusion für langsam absorbierende Stoffe wie Harnsäure bevorzugt 

durch Hautanhangsgebilde stattfindet [Bronaugh 1982], wird die Vergleichbarkeit der 

Haut von haarlosen Tieren mit menschlicher Haut somit bei ihrer Nutzung in 

Penetrationsstudien für solche Substanzen schwierig.  

Die äußere Seite der Ohrmuschel des Schweins besitzt eine recht einheitliche 

Haarfollikeldichte und eine konstante absolute sowie relative Dicke der Epidermis 

und ist daher für In-vitro-Untersuchungen besonders geeignet [Meyer 2002]. Am Ohr 

des Deutschen Edelschweins gibt es an der Innenseite Plicae, große, vom Knorpel 
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geformte Falten, die man bei Untersuchungen besser meiden sollte, weil sie 

Veränderungen im Aufbau der Haut, besonders der Hypodermis, aufweisen. Das 

Dorsum aurikulae besitzt  20-35 Primärfollikel/cm² und 0-5 Sekundärhaare/cm² 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 nächsten. 

Auch die Untersuchungen von Bronaugh [Bronaugh 1981] ergaben eine ähnliche 

Dimension der Anzahl der Haarfollikel von Schweinehaut und menschlicher Haut von 

11/cm². Der Durchmesser der Haarfollikel beim Schwein ist jedoch fast doppelt so 

groß wie beim Menschen, was bezeichnend ist für den kräftigeren Haarbefund beim 

Schwein. In der neusten Arbeit zu diesem Thema zeigte sich eine SC-Dicke von 17-

28 µm, während die lebende Epidermis eine Dicke von 60-85 µm aufwies [Jacobi 

2007]. Auf einem cm² wurden an der äußeren Seite des Schweineohrs 20-35 

Primärfollikel [Meyer 2001a] bzw. 11-25 Haare bestimmt [Jacobi 2007]. Bei Scott 

wird die durchschnittliche Anzahl der Follikel mit 6,3/cm² angegeben, allerdings 

wurden nur vier Messungen durchgeführt und ausschließlich das Abdomen 

untersucht [Scott 1991]. Die erhaltenen Resultate einer weiteren Arbeit sind mit 14-

32 Haarfollikel/cm² am Rumpf bzw. Extremitäten menschlicher Haut ähnlich den 

Resultaten von Schweinehaut und zeigen ebenfalls, dass diese ein geeignetes 

Modell für menschliche Haut ist [Otberg 2004].  

Wenn man das SC mit 19-20 µm und die lebende Epidermis des Hausschweins mit 

einer Dicke von 52-56 µm zusammen betrachtet, liegt die gesamte Epidermis im 

Rahmen der Dicke der menschlichen Epidermis (75-150 µm), was wiederum 

grundlegend ist für die Verwendung als Penetrationsmodell [Meyer 2001a]. Auf der 

inneren Seite der Ohrmuschel fiel beim Hausschwein die fehlende bis spärliche 

Behaarung der tiefen Bereiche – Scaphae - zwischen den Plicae auf, die aber zur 

Ohrspitze und den freien Rändern 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 

dünner und daher für Experimente ungeeignet.  

Dicke und Struktur des SC sind nicht allein ausschlaggebend für die Permeabilität.  
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Die hydrophilen Stoffe durchdrangen die Epidermis der Schweineohrhaut in einer 

Studie schneller als die der menschlichen Haut [Meyer 1996]. Zwei große 

Hautdrüsentypen (große Talgdrüsen und sekretorische Endstücke der apokrinen 

Schweißdrüsen) wurden in dieser Arbeit am Schweineohr beschrieben, durch die 

sich eventuelle Unterschiede im Vergleich zu menschlicher Haut ergeben. Das 

Sekretgemisch dieser Drüsen könnte das Oberflächenmilieu und die 

Speicherkapazität der Epidermis verändern.  

Die In-vitro-Permeabilität 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 für lipophile Substanzen, ähnlichere Werte der 

Permeabilität als Rattenhaut. Hinsichtlich der Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Schweinerassen stellte sich das Deutsche Edelschwein als 

besonders geeignetes Modell für menschliche Haut heraus [Meyer 2001b]. 

Es wurden viele Studien über den Aufbau und das Penetrationsverhalten der Haut 

des Schweins durchgeführt 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 

oberflächlich aufgetragener Substanzen 

In-vivo-Penetrationsuntersuchungen am Menschen wären 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 müssten, sind aus ethischen 

Gründen limitiert. Eine Alternative dazu könnte menschliche Haut sein, die z.B. bei 

kosmetischen Operationen notwendigerweise entnommen worden ist. Doch auch 

diese Quelle steht nicht unbegrenzt oder planbar zur Verfügung. 

Theoretisch-mathematische Modelle für die Permeabilität von Chemikalien in 

wässriger Lösung durch die Haut wurden vorgestellt [Edwards 1994, Frasch 2002] 



 - 23 - 

___________________________________________________________________________ 

und zeigten eine gute Übereinstimmung von Konzentrations-Tiefenprofilen des SC 

mit experimentell erhaltenen Werten [Naegel 2008]. Ebenso wurde ein 

strukturbasiertes, voraussagendes Permeabilitätsmodell vorgestellt [Buchwald 2001]. 

Zeitabhängige SC-Tiefenprofile konnten mathematisch simuliert werden und ließen 

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 Übersicht über existierende In-vivo- und In-

vitro-Modelle gegeben werden. 

1.7.1 In-vivo-Experimente 

Die anfänglichen Untersuchungen zur Penetration von topisch applizierten Stoffen 

durch die Haut von Feldmann mit radioaktiv markierten Substanzen (z.B. Kortison), 

die aufgetragen und anschließend 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 

durchgeführt [Feldmann 1970, Guy 1986, Maibach 1971, Moor 2003, Rougier 1987, 

Schäfer 1993]. Einerseits wurden Klebefilm-Abrisse des SC genommen und 

andererseits die Substanz über 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 aufwändige 

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 anschließend ausgeschieden werden. 

Eine weitere indirekte In-vivo-Methode für die Penetration von Kortikosteroiden in die 

Dermis ist der Abblasseffekt an der Haut durch Vasokonstriktion, welche durch das 

bloße Auge festgestellt wird und durch den Nachweis der Testsubstanz in Serum und 

Urin quantitativ ergänzt werden kann [Wohlrab 1989]. 

Ebenfalls gehören 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 Klebefilms [Weigmann 1999], die 

Ablösung 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 dünne Schicht der oberflächlichen Hornschicht abgerissen und 

untersucht werden [Marks 1971, Otberg 2004, Rosado 2003a, Urano-Suehisa 1985].  

2004 wurde eine Methode mit einer außerordentlich hohen Auflösung von 2-10 µm 

vorgestellt, die einzelne Zellen und Zellverbände sichtbar machen kann [Alvarez-

Román 2004]. Die „konfokale Laserscanning-Mikroskopie“ wurde in einer In-vivo-

Studie genutzt, um die verschiedenen Methoden der Penetrationserhöhung, wie 

Mikroemulsionen, Liposome, Kolloide oder aktive Methoden wie Iontophorese, 

Elektrophorese oder Phonophorese im Detail zu beurteilen. Mit ihrer Möglichkeit der 

dreidimensionalen Darstellung konnten die fluoreszierenden Substanzen in der 

Hautstruktur lokalisiert und aufgezeigt werden. Allerdings sind nur semiquantitative 

Momentaufnahmen möglich und die Darstellungen bleiben auf fluoreszierende 

Substanzen beschränkt. 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 Tesafilmes 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 über 

90% der in der Epidermis befindlichen Substanzen nachgewiesen werden können 

[Pershing 1992]. Daher ist diese Methode geeignet für Voraussagen über 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 Molekülgröße 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-abhängig war [Leveque 2004].  

Bei einer weiteren indirekten In-vivo-Methode wurde anhand des TEWL und der SC 

Hydratation das Ausmaß einer provozierten Barrierestörung beurteilt [Berndt 2001]. 

Dabei wurde wiederholt eine Testsubstanz, die eine irritative Kontaktdermatitis 

auslösen kann, auf die menschliche Haut aufgetragen und beobachtet, welche 

Schutzmaßnahmen am effektivsten der Irritation vorbeugen. 

Eine andere Methode verfolgte das Prinzip, dass die Differenz zwischen der 

aufgetragenen und der nachher wiedergefundenen Menge durch oberflächliches 

Abwaschen des Überstandes berechnet wird [Shah 1991]. Diese Ein-Punkt-

Bestimmung hat den Nachteil, unter diesen Bedingungen nicht wiederholt werden zu 

können. Außerdem wird die Verdunstung der Substanz hier vernachlässigt.  

Des Weiteren gibt es das Modell des menschlichen Hautlappens oder eines 

Hautersatzes, welche an ein Tier transplantiert wurden [Shah 1991, Scott 1988]. Hier 

können zwar die Bioverfügbarkeit, 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 schädigende und toxische 

Experimente sollen ausschließlich an In-vitro-Untersuchungen stattfinden und vor 

Tierexperimenten sollten möglichst 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-Membranpräparation 

hergestellt wird [Golden 1985]. Andere Modelle wie Graftskin™, LSE™ (lebende 
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Hautäquivalente), SkinEthic™ HRE (human reconstructed epidermis) und Episkin 

wurden vorgestellt, die allerdings bisher nur sehr eingeschränkt für 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 ähnliche 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 Äquivalents fünfmal 

höher lag [Zghoul 2001]. Als Modellsubstanz wurde dazu Flufenaminsäure in 

Wollwachs und in Phosphatpuffer gelöst verwendet und in der FDZ getestet. In einer 

neueren Arbeit zeigten sich diese Hautäquivalente (EPISKIN, EpiDerm und 

SkinEthic) als gut vergleichbar mit menschlicher Haut und Schweinehaut bei 

hydrophilen Substanzen [Schäfer-Korting 2008a]. Sie zeigten allerdings wiederum 

eine überdurchschnittliche Permeationsrate jedoch mit gleicher Rangfolge für die 

Testsubstanzen [Schäfer-Korting 2006, 2008b]. Die HRE-Modelle zeigten nicht wie 

erwartet eine signifikant höhere Reproduzierbarkeit gegenüber exzidierter 

menschlicher Haut oder Schweinehaut. Eine andere Arbeit fand bei diesen Modellen 

das Problem einer wesentlich schlechter ausgeprägten Barrierefunktion gegenüber 

lebender oder entnommener Haut, aber die Möglichkeit zur Testung an 

phototoxischen, korrosiven oder toxischen Substanzen [Netzlaff 2005].  

Modelle aus künstlichen 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 eingeschränkt 

vergleichbar. 

Auch verschiedene Tierhäute wurden imitiert, um Tierexperimente einzuschränken. 

So wurde z.B. ein Hundehautäquivalent vorgestellt [Serra 2007], welches eine 

vergleichbare morphologische Struktur zur gesunden Hundehaut aufwies, die jedoch 

zur menschlichen Haut große Differenzen zeigte. 

Abgeworfene Schlangenhaut stellt unter diesem Aspekt ein tierexperimentfreies 

Modell für In-vitro-Permeationsstudien dar, da alle zwei bis drei Monate ein 

physiologisches Häuten stattfindet. Verglichen wurde dieses Modell mit menschlicher 

Haut und einem gängigen Versuchstiermodell, dem der haarlosen Maus. Die 
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Schlangenhaut reagierte ähnlicher zur menschlichen Haut als die der haarlosen 

Maus [Rigg 1990]. 

Ein anderes In-vitro-Modell ist das perfundierte Schweineohr aus Schlachtabfällen 

[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 Maße vom genutzten Medium und dessen Proteingehalt abhängt. 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 Barrierestörung hin. Bei diesen Methoden 

wird Haut mit unveränderter 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 

Übereinstimmung in der Permeabilität 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 für 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 

Übereinstimmung [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 durchgeführt werden [Simon 1998]. 

In-vitro-Untersuchungen an menschlicher Haut haben gezeigt, dass unter gleichen 

Bedingungen durchaus ähnliche Werte zu In-vivo-Untersuchungen erhalten werden 

können [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]. 

 



 - 28 - 

___________________________________________________________________________ 

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 Spektrum an Fragen 

beantwortet werden kann. Vergleichende Untersuchungen wären hilfreich, um die 

bisherigen Ergebnisse gegenüberstellend werten zu können.  

Mit der vorliegenden Arbeit soll daher diese Lücke 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 Hautpräparat (Schweineohr) 

genutzt, um die interindividuellen Unterschiede innerhalb einer Serie auszuschließen.  

Als Testsubstanz wurde Flufenaminsäure in Wollwachs verwendet. Flufenaminsäure 

ist ein nicht-steroidaler Entzündungshemmer mit schmerzlindernder Wirkung. Er fand 

in vielen Studien zu Penetration topisch applizierter Substanzen Anwendung und ließ 

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 Gründen wurde eine undefinierte sättigende Menge verwendet: 

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

Bedingung), 

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

erreichen,  

3. um eine möglichst 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 

Reservoirkapazität des SC aufzeigen. Jedes Modell wurde mit jedem anderen 

verglichen. Bewusst wurden vier methodisch unterschiedliche Modelle zur 

Anwendung gebracht, die differenzierte Interpretationen zulassen: 



 - 29 - 

___________________________________________________________________________ 

1. Saarbrückenmodell (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 Bezugsgröße darstellen, da dieses Modell 

gut etabliert ist, 

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

Druck und Okklusion gegenüber den anderen Modellen erhöht ist, 

- im Modell der V-FDZ werden geringere Wirkstoff-Konzentrationen als im SBM und 

DHM in den Hautschichten erwartet, da der Wirkstoff in eine Akzeptorflüssigkeit 

diffundieren kann und 

- im Modell der S-FDZ müsste dagegen die Wirkstoffkonzentration in der 

Akzeptorflüssigkeit höher 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 müssten 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 Einflussgröße noch schwer vorhersehbar: 

inwieweit können die angeschnittenen Haarfollikel und die Schweißdrüsen einer 

Spalthaut das zu erwartende Penetrationsergebnis beeinflussen?  

Folgende Fragestellungen sollen zusammenfassend am Ende der vorliegenden 

Arbeit beantwortet werden: 

1. In welcher Weise können Druck und/oder Okklusion die Penetration beeinflussen? 

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

in den verschiedenen Hautschichten? 

3. Welcher Anteil an der Barriere fällt der Epidermis zu? 
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4. Spielen die angeschnittenen Follikelöffnungen für die Penetration am 

Spalthautmodell eine Rolle?  

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

von dermaler Seite?  

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

 



 - 31 - 

___________________________________________________________________________ 

2 Material und Methoden 

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

vorgestellt werden. 

Als Testsubstanz wurde Flufenaminsäure (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 ließ [Kimura 1989, Kurosaki 1991, Wagner 2001]. 

Die Haut vom Schweineohr ist ein häufig genutztes In-vitro-Modell für menschliche 

Haut [Jacobi 2005, 2007, Meyer 1996, 2001a, 2001b, 2002, Simon 1998], da sie 

ähnliche Penetrationseigenschaften für topisch applizierten Substanzen zeigt 

[Benech-Kieffer 2000, Schmook 2001]. 

 

2.1 Material 

2.1.1 Die Hautpräparation  

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 Saarbrückenmodell sowie dem Franz-Diffusionszellmodell verwendet wurden 

und  

3. ausgestanzte Spalthaut mit einer Dicke von 300 µm, 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 

durchgeführt, 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 beschädigen. 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. Für das Saarbrücken-Penetrationsmodell; die Franzdiffusionszelle 

mit Vollhaut sowie mit Spalthaut wurden jeweils drei Proben von der dorsalen 

äußeren Seite eines Ohres entnommen. Die Innenseite des jeweiligen Ohres blieb 

für das Direkthaut-Modell. Diese wurde neben der Außenseite genutzt, um alle vier 

Modelle an einem Versuchstier durchführen zu können. Dabei wurde darauf 

geachtet, die Plicae (s. Kap. 1.6; S. 21) zu meiden [Meyer 2001a, 2002].  

Am Tag der Durchführung wurde einerseits Haut des gesamten Hautquerschnittes 

vom Knorpel der Außenseite des Ohres mit Hilfe eines Skalpells entfernt und 

andererseits die Spalthaut durch das Dermatom gewonnen. Genehmigt wurden 

diese Experimente durch die tierärztliche Kontrollbehörde Berlin Treptow-Köpenick. 

2.1.3 Modellsubstanz der Penetration 

Flufenaminsäure wurde als Modellsubstanz gewählt, 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 Sättigungsniveau 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 möglich zu 

halten, wurde die Substanz nach einer Stunde Einwirkzeit wieder entfernt. Dadurch 

war es möglich, die Umverteilung von Flufenaminsäure in den verschiedenen 

Hautschichten nach verlängerten Einwirkzeiten zu untersuchen. 
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Flufenaminsäure (kristalline Modifikation I, Kali-Chemie Pharma, Hannover, 

Deutschland) wurde zu 0,9% in Wollwachs (WAO; German Pharmacopoeia, 

Deutschland) eingearbeitet und in einer undefinierten, sättigenden Menge [Franz 

1993, Teichmann 2005, Wagner 2001] auf die Testflächen aufgetragen. 

Eine sättigende Menge bedeutete, dass auch beim Auftragen größerer Mengen oder 

höherer Konzentrationen des Substanzgemisches kein zusätzlicher Wirkstoff in die 

Haut eindrang, was an Voruntersuchungen belegt werden konnte [Jacobi 2005, 

Teichmann 2005]. 

Die lipophile Substanz (FS) war vollständig in der Salbengrundlage Wollwachs 

aufgelöst. Um eine Kristallisierung zu verhindern, wurde die Substanz bei 32°C 

gelagert. Unter diesen Bedingungen bleibt das Substanzgemisch sechs Monate lang 

unverändert [Wild 1988]. Flufenaminsäure hat ein Molekulargewicht von 281,2 g/mol, 

der Siedepunkt liegt bei 132,8°C, der Oktan / Wasser-Teilungskoeffizient beträgt 4,8 

und der pK(a)-Wert 3,9. Die Sättigungskonzentration im Soerensen Phosphatpuffer, 

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

2.1.4 Auftragen der Modellsubstanz 

Die 0,9%ige Flufenaminsäure in Wollwachs wurde in einer undefinierten Menge von 

ca. 60 mg Salbe (entspricht 540 µg Flufenaminsäure) 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 Überschuss der 

Substanz, d.h. der Anteil, der bis dahin nicht in die Haut eingezogen war, von der 

Oberfläche 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 große Probefläche mit Hilfe 

eines Skalpells aus dem Rest des Ohres in ihrer gesamten Stärke 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-Pufferlösung (9,55 g PBS Dubelco und 40 g Brij 

(ACROS) auf 1 l destilliertes Wasser; 0,2004 g KH2PO4 + 0,7342 g Na2HPO4 in 100 

ml destilliertes Wasser pH 7,4), Ringer Lösung, 0,05% NaOH (Merck, Darmstadt, 

Deutschland), Vaseline (Apotheke, Charité, Berlin, Deutschland), Methanol, Ethanol 

(Uvasol, Firma Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland). 

Geräte: Franz-Diffusionszellen vom Typ 4G-01-00-20 (Perme Gear, Riegelsville, PA, 

USA), Reagenzgläser (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), 

Schüttler (Bühler, Tübingen, Deutschland) Zentrifuge (4 rpm x 1000 in der High-

Speed-Tischzentrifuge MR 18.12, Firma Jouan GmbH, Unterhaching, Deutschland), 

Küvette, Doppelstrahlspektrophotometer (Lambda 20, Perkin Elmer, Überlingen, 

Deutschland), Spalthautmesser (Dermatom Aesculap® Typ GA 140, Aesculap 

Werke AG 72, Tuttlingen), Handrolle, Cryomikrotom (HR Mark II, 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 µm LiChrospher 100/RP-18 Säule, 12,5 cm Länge und 4 

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

 

2.2 Methoden 

Es wurden vier verschiedene Modelle verwendet, um das Penetrationsverhalten der 

Testsubstanz in Zeitabhängigkeit zu vergleichen: das Direkthautmodell und das 

Saarbrückenmodell 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 

durchgeführt. 

Das Experiment wurde an sechs Ohrpräparaten von sechs Schweinen 

vorgenommen.  
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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 

oberflächlichen 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 

mäßiger Kraft angedrückt. Das Andrücken mit der Rolle war wichtig, da so der 

Einfluss der Hautfurchen, der die homogene Entfernung der oberflächlich applizierten 

Substanz beeinträchtigen könnte, vernachlässigt 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. Anschließend wurde der 

Klebestreifen in ein Gefäß mit Glasperlen getaucht, um das Zusammenkleben der 

Klebefilme während der Extraktion zu verhindern. Somit konnte das Lösungsmittel 

die Testsubstanz optimal von dem Klebefilm lösen. In Vorversuchen der eigenen 

Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dass sich nach dem 30. Abriss keine Korneozyten 

der Hautoberfläche mehr auf dem Klebefilm befanden.  

Um einschätzen zu können, ob die Masse der Korneozyten auf Klebefilm-Abriss in 

gleichmäßiger Größenordung vorlag, wurden die Abrisse einer Serie zusätzlich 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 spätere Messfläche frei blieb. 

Anschließend wurde der Metallring in einen dafür vorgesehenen Probehalter im 

Spektrometer gesetzt. Nach dem Abreißen wurde in einem 

Doppelstrahlspektrophotometer mit einem quadratischen Strahlengang im sichtbaren 

Bereich die Korneozytengesamtmenge jedes einzelnen Abrisses bestimmt. Das 

Spektrum wurde für den Bereich der Wellenlängen 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 Maß der Menge der entfernten Korneozyten 



 - 36 - 

___________________________________________________________________________ 

darstellte [Lindemann 2003, Weigmann 1999]. Eine gleichmäßige Verteilung konnte 

beobachtet werden.  

2.2.2 Saarbrückenmodell (SBM) 

In jeder Serie wurde der Versuchsaufbau an drei Modellen gleichzeitig begonnen, da 

neben den drei Messzeitpunkten alle anderen Variablen so klein wie möglich 

gehalten werden sollten. Die drei kreisrunden Proben mit einem Durchmesser von 

2,5 cm wurden aus der Haut mit all ihren Schichten ausgestanzt. Die Dicke wurde mit 

Hilfe eines Dickenmessers gemessen, um sicher zu gehen, dass relativ einheitliche 

Hautdicken verwendet werden. Jedes der ausgestanzten Hautstücke wurde im 

Saarbrücken-Penetrationsmodell in die Vertiefung der unteren Teflongrundplatte 

direkt auf ein kreisrundes Filterpapier mit denselben Maßen (2,5cm) gelegt (Abb. 1). 

Das Filterpapier wurde zuvor mit Ringerlösung getränkt, um die Austrocknung der 

Haut während der Untersuchung zu verhindern.  

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Saarbrückenmodells 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 gefüllt 

und mit einem Spatel abgestrichen. Außerdem wurde das Substanzgemisch auf die 

Oberfläche 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 Hautoberfläche 

herzustellen. Anschließend wurde der Teflonstempel in dieser Position fixiert und der 

Spalt zwischen beiden Teflonblöcken rundherum mit Vaseline versiegelt, um eine 

Vaseline 
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Stempel 

unterer 
Stempel 

Filter 
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Austrocknung zu verhindern. Dieser Aufbau wurde in einem Brutschrank bei 32° C 

gelagert. Nach einer Stunde wurden die drei Saarbrücken-Penetrationsmodelle aus 

dem Brutschrank geholt, die Vaseline entfernt und der Stempel von der Grundplatte 

gelöst. Dann wurde das überstehende 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 

gewählt, welche zwischen den Plicae lagen, und das Substanzgemisch dort in einer 

ca. 2 mm dicken Schicht mit Hilfe eines Holzspatels optisch gleichmäßig 

aufgetragen. Es wurde davon ausgegangen, dass die Substanz damit in einer 

sättigenden Menge vorlag (s. Kap. 2.1.3). Nach einer Stunde Einwirkungszeit wurden 

die Überstände der Substanz mit Watte vorsichtig von der Haut entfernt, wobei 

besonders darauf geachtet wurde, das SC nicht zu verletzten. Als Überstand wurde 

bezeichnet, was nach Ablauf der Stunde noch an sichtbarer Substanz auf der 

Oberfläche 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 

großen 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 Glasgefäß, zu dem ein 

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

Die Zelle besaß 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 außen gerichtete Fortsätze über einen 

Gummischlauch mit dem Wandlumen der nächsten 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 

während des Experiments ständig durch die Außenwände 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 gefüllt 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 

Außenseite zugewandt und die dermale Seite hatte direkten Kontakt zur 
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Akzeptorflüssigkeit. Dann wurde der Deckel mit der zentralen runden Öffnung auf die 

Ränder der Hautprobe aufgesetzt und an der unteren Kammer mit Hilfe einer 

Klammer befestigt. Jede Zelle stand dazu auf einer magnetischen Grundplatte. Die 

Akzeptorflüssigkeit wurde während des gesamten Experimentes ununterbrochen von 

einem magnetischen Stab von ca. 1 x 2 mm gerührt, welcher sich in der 

Akzeptorflüssigkeit befand. Damit wurde der Puffer in der Franz-Diffusionszelle in 

ständiger 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 

Öffnung im Deckel in einer ebenfalls sättigenden Menge auf die Hautoberfläche 

aufgetragen. Die Auftragungsfläche 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 Überstand auf der Hautoberfläche. Vorexperimente zeigten, 

dass wenn die aufgetragene Menge an FS erhöht wurde, die wiedergefundenen 

Konzentrationen an FS im SC annähernd konstant blieb: der Sättigungsbereich war 

somit erreicht [Teichmann 2005].  

Mit Hilfe von Watte wurden die Überstände der Substanzen vorsichtig von der 

Hautoberfläche 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 während 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 über die Akzeptorflüssigkeit 

gelegt, die 3 ml Soerensen-Phosphatpuffer enthielt. Der Versuch wurde 
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anschließend unter denselben Bedingungen durchgeführt, 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 Hautoberfläche jeder Probe wurde mit einer einseitig 

selbstklebenden Aluminiumfolie bedeckt, in die zuvor ein Loch mit einem 

Durchmesser von 18 mm (Saarbrückenmodell), 13 mm (beiden Franzzellmodelle) 

oder 20 mm (Direkthautmodell) gestanzt worden war. Dabei wurde die Folie so 

angebracht, dass der Mittelpunkt des Kreisausschnittes der Aluminiumfolie über dem 

Zentrum der Auftragungsfläche lag und somit die Auftragungsfläche der Probe 

freigab. So ergab sich eine sichere Fixierung der Hautprobe auf der Unterlage. Dann 

wurden von der freiliegende Hautoberfläche 30 tesa®-Film-Abrisse entnommen.  

Beim DHM wurde nach Abschluss der Abrisse eine Stanzbiopsie der 

Auftragungsfläche von 18 mm Durchmesser einschließlich aller tieferen 

Hautschichten und des Knorpels entnommen. Die tieferen Hautschichten (lebende 

Epidermis und Dermis) wurden nun mit Hilfe eines Skalpells vom Knorpel entfernt 

und anschließend in einem Wasserbad von 70°C für 90 Sekunden erhitzt. Daraufhin 

ließ 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 ließ 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. Anschließend wurden parallel zur Oberfläche 24 

Schichten einer Stärke von 25 µm mit Hilfe eines Cryometers geschnitten. Jeweils 

vier aufeinanderfolgende Schnitte à 25 µm wurden in ein Gefäße getan. Die übrige 

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

2.2.7 Bestimmung von Flufenaminsäure mittels HPLC 

In die verschiedenen Gefäße wurden zwischen 2 und 4 ml 0,05% NaOH-Lösung 

gegeben. Anschließend wurden die Gefäße zwei Stunden lang bei Raumtemperatur 

geschüttelt (Bühler, Tübingen, Deutschland) und danach 10 Minuten bei 800 

Umdrehungen/Sekunde zentrifugiert. Die Konzentration von Flufenaminsäure in 
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diesen Lösungen und in der Akzeptorflüssigkeit der Franzdiffusionszelle wurde durch 

„isocratic 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 µm LiChrospher 100/RP-18 

Säule mit einer Länge 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 Sättigungsreservoir 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 erwähnte Testsubstanz nach einer Stunde Einwirkungszeit von der 

Hautoberfläche entfernt, um die Umverteilung der Substanz innerhalb der einzelnen 

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

 

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 repräsentieren 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 µm der geschnittenen Haut als lebende Epidermis 

interpretiert, da ihre Dicke in der Literatur mit 52-56 µm bzw. 140-160 µm, 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/cm³ 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 Präsentation wurden mit 

MS Office XP Version 10.0, dem „Statistical Package for the Social Sciences“ 

(SPSS) - Programmpaket Version 7.5 für Windows (SPSS-PC+, Chicago, Illinois, 

USA), Sigma Plot 4.0 (Rock Ware, USA) und Origin 6.0 (USA) durchgeführt.  

Für alle Experimente wurden die Mittelwerte, der Median und die 

Standardabweichungen der Absolutwerte berechnet. Die Darstellung der relativen 

Konzentrationen aller Modelle erfolgte in Säulendiagramme 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 

Bestimmtheitsmaß r2 wurden berechnet und angegeben. 

Zur Überprüfung der Signifikanz der FS-Konzentrationsdifferenzen der 

verschiedenen Modelle wurde jeweils der Test nach Wilcoxon für verbundene 

Stichproben angewandt. In dieser klinischen Studie wurde ein Signifikanzniveau von 

P<0,05 gewählt. 

Zur Überprüfung 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 Flufenaminsäure 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 Saarbrückenmodell (SBM) 

Einen Überblick über die mit diesem Modell gewonnenen absoluten Daten zeigt 

Tabelle 1. Die maximale Konzentration von Flufenaminsäure befand sich nach einer 

Stunde in den tieferen Hautschichten (DSL) und lag deutlich über 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 späteren 

Zeitpunkten zunahmen. 

Tabelle 1: Saarbrückenmodell. Absolute Konzentration (Mittelwert ± SD) von FS in ng/cm3 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 Präparaten handelte, ist eine Gegenüberstellung von arithmetischem 

Mittelwert und Median sinnvoll, um mögliche „Ausreißer“ zu erkennen (Tab. 2). Es 

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

Hautschicht MW 1h Median 1h 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 Saarbrückenmodell gewonnen 

wurden, sind für die unterschiedlichen Hautschichten in Abbildung 4 dargestellt.  

 

 

Abbildung 4: Saarbrückenmodell. Relative Verteilung der FS-Konzentrationen (Mittelwerte ± 

SD) in SC, DSL (tiefere Hautschichten), Filter nach verschiedenen Einwirkungszeiten (1h, 4h 

und 21h). 

Jede Säule repräsentiert ein Zeitmodell, wobei die FS-Konzentration im Filter den 

unteren hellblauen, die Konzentration in den tieferen Hautschichten den darüber 

liegenden roten und die Konzentration im SC den gelben Säulenanteil 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 während 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 Flufenaminsäure der tieferen Hautschichten gegen die des Stratum corneum 

aufgetragen. Es zeigte sich mit r=-0,98 (r2=0,967) eine sehr hohe negative 

Korrelation der Testsubstanzkonzentration in diesen beiden Hautschichten.  

 

Abbildung 5: Saarbrückenmodell. Korrelation der absoluten FS-Konzentrationen von SC und 

DSL mit Regressionsgleichung. 
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3.2 Direkthautmodell (DHM) 

Einen Überblick über die absoluten Konzentrationen von Flufenaminsäure, 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/cm3 in 
unterschiedlichen Hautschichten und Knorpel nach verschiedenen Einwirkungszeiten. 

Zeit nach Applikation  Stratum corneum Epidermis/Dermis Knorpel 

  1h 3590 ± 1627 1297 ±   732   0 ±     0 

  4h 1804 ± 1395 2493 ±   801 17 ±   38 

21h   433 ±   537 6625 ± 8398 89 ± 198 

Darüber hinaus erfolgte in Tabelle 4 eine Gegenüberstellung von arithmetischem 

Mittel und Median. Diese Resultate zeigen, dass die Tendenz der Ergebnisse in 

absoluten Werten im Mittelwert und Median übereinstimmen. 

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

Hautschicht MW 1h Median 1h 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 Flufenaminsäure, die beim 

DHM in den Hautschichten bestimmt worden sind graphisch in drei Säulen 

dargestellt. Jeweils eine Säule entspricht einem Zeitmodell. Ähnlich wie beim SBM, 

repräsentiert der mittlere rote Abschnitt die tieferen Hautschichten und der obere 
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gelbe Abschnitt das SC. Der untere Anteil jeder Säule steht hierbei jedoch für 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 überwiegende 

Menge in den tieferen Hautschichten. Je länger die Einwirkungszeit betrug, desto 

mehr nähert sich die Verteilung der des SBM an.  

 

 

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 für das DHM dargestellt. Es zeigte sich mit 

r=-0,93 (r2=0,87) auch bei diesem Modell, wie schon zuvor beim SBM, eine hohe 
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negative Korrelation zwischen der Konzentration der Flufenaminsäure des SC und 

der FS-Konzentration der tieferen Hautschichten. Je mehr die Konzentration der 

Testsubstanz im SC abnahm, desto höher wurde sie in den tieferen Hautschichten.  

 

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 ließ 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 Akzeptorflüssigkeit zu registrieren, 
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der den Anteil der FS im Filter beim SBM oder im Knorpel beim DHM deutlich 

überstieg.  

Tabelle 5: Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle. Absolute Konzentration 
(Mittelwert ± SD) von FS in ng/cm3 in unterschiedlichen Hautschichten und 
Akzeptorflüssigkeit nach verschiedenen Einwirkungszeiten. 

Zeit nach Applikation Stratum corneum Epidermis/Dermis Akzeptorflüssigkeit 

  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 gegenüber.  

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 1h 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 für eine Stunde, vier Stunden und 

21 Stunden jeweils in einer Säule 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 mäßig, 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 Akzeptorflüssigkeit. Erst nach vier Stunden konnte eine 

geringe Konzentration von FS in der Akzeptorflüssigkeit 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 

Akzeptorflüssigkeit fand mit zunehmender Zeit statt.  

 

 

Abbildung 8: Modell der Vollhaut in der Franz-Diffusionszelle. Relative Verteilung der FS-

Konzentrationen (Mittelwerte ± SD) in SC, DSL (tiefere Hautschichten), Akzeptorflüssigkeit 

nach verschiedenen Einwirkungszeiten (1 Stunde, 4 Stunden und 21 Stunden). 

Die Regressionsgerade für das Modell V-FDZ für die FS-Konzentration im SC und 

den tieferen Hautschichten wird durch die Abbildung 9 repräsentiert. Mit r=-0,92 

(r2=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 Akzeptorflüssigkeit, 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 

Akzeptorflüssigkeit 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 überein.  

Tabelle 7: Modell der Spalthaut in der Franz-Diffusionszelle. Absolute Konzentration 
(Mittelwert ± SD) von FS in ng/cm3 in unterschiedlichen Hautschichten und 
Akzeptorflüssigkeit nach verschiedenen Einwirkungszeiten. 

Zeit nach Applikation Stratum corneum Epidermis/Dermis Akzeptorflüssigkeit 

  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 1h 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 Flufenaminsäure 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 Akzeptorflüssigkeit 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 für die tieferen Hautschichten eine Art Gleichgewicht ein. Die FS-

Konzentration der Akzeptorflüssigkeit 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), Akzeptorflüssigkeit 

nach verschiedenen Einwirkungszeiten (1h, 4h und 21h). 

Abbildung 11 zeigt die Regressionsgerade dieses Modells. Mit r=0,83 (r2=0,69) fand 

sich bei diesem Modell eine schwache positive Korrelation. 

 

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 Saarbrückenmodell 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 höhere Konzentrationen gefunden wurden, als in den anderen 3 Modellen. 

Dennoch erhöhten sich diese Werte mit zunehmender Einwirkungszeit, während sich 

das SC gleichzeitig entleerte, ähnlich wie es sich in den anderen 3 Modellen zeigte. 

Die Umverteilung aus dem SC in die tieferen Hautschichten war jedoch nicht so 

ausgeprägt wie beim DHM. 

Die Menge der FS-Konzentration in der Akzeptorflüssigkeit nach einer und nach vier 

Stunden beim S-FDZ überstieg 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 

ähnliche 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 zusätzlich zwischen DHM und V-FDZ (siehe Tab. 

10). In den tieferen Hautschichten konnte nach einer Stunde zwischen allen 

Modellen außer 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: Signifikanzprüfung der FS-Konzentration nach einer Stunde im SC . 

SBM/DHM SBM/V-FDZ SBM/S-FDZ DHM/V-

FDZ 

DHM/S-

FDZ 

V-FDZ/S-

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: Signifikanzprüfung der FS-Konzentrationen nach 21 Stunden im SC  

SBM/DHM SBM/V-FDZ SBM/S-FDZ DHM/V-

FDZ 

DHM/S-

FDZ 

V-FDZ/S-

FDZ 

P = 0,249 P = 0,249 P = 0,075 P = 0,046 P = 0,028 P = 0,116 

 

Tabelle 11: Signifikanzprüfung 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: Signifikanzprüfung der FS-Konzentrationen nach 21 Stunden in den tieferen 
Hautschichten (DSL) 

SBM/DHM SBM/V-FDZ SBM/S-FDZ DHM/V-

FDZ 

DHM/S-

FDZ 

V-FDZ/S-

FDZ 

P = 0,249 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 Einschätzung 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 Flufenaminsäure (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 Übereinstimmungen der In-vivo- und In-vitro-

Ergebnisse. Die Haut des Schweins weist sehr ähnliche 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 Abhängigkeit von der 

Zeit und dem jeweiligen Untersuchungsmodell.  

Nach einer Stunde war das Reservoir des SC gesättigt, wie sich bereits in 

Voruntersuchungen zeigte, und es wurde der Überstand der Testsubstanz entfernt, 

um die Umverteilung der FS in die verschiedenen Hautschichten untersuchen zu 

können. Außerdem konnte so der Effekt der Okklusion, der die perkutane Absorption 

einer Substanz verändern 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 Sättigung des 

SC hängt aber auch von der Trägersubstanz ab [Chambin-Remoussenard 1993]. So 

konnte bei einer Untersuchung in vivo am Menschen unterschiedliche 

Konzentrationen der Testsubstanz im SC durch die Änderung der Trägersubstanz 

erreicht werden. Nach 30minütiger Einwirkungszeit zeigte sich mit Hilfe der 

Abrissmethode und einer Bestimmung mittels HPLC eine fünffach erhöhte 
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Penetration ins SC von der Testsubstanz Koffein in Emulsion gegenüber der 

Zusammensetzung in Azeton.  

Die gewählte Untersuchungssubstanz FS eignete sich für jedes der vier 

Untersuchungsmodelle und die vergleichenden Studien, denn sie ließ sich bei allen 

Untersuchungen in gut messbarer Konzentration bei der Aufarbeitung der 

Hautproben bestimmen.  

Der technische Aufbau ließ es zu, eine Serie (drei Zeitmodelle an vier 

Untersuchungsmodellen) gleichzeitig zu beginnen. Das ermöglichte gut 

vergleichbare Aussagen innerhalb dieser Serie. Die Varianz, die durch verschiedene 

Personen, Labore, Messgeräte und Zeiten entstünde, darf keinesfalls unterschätzt 

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 über die Analyse wurden 

vorgegeben. Der mittlere Variationskoeffizient der Konzentrationen der Testsubstanz 

aller Labore betrug etwa 35%. Zwischen dem niedrigsten und dem höchsten 

Mittelwert fand sich eine vierfache Differenz, zwischen dem niedrigsten und dem 

höchsten 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 möglich hielt. In Studien stellte 

sich die Abrissmethode als sehr empfindlich gegenüber dem Druck des Handrollers 

und der Kraft des Abreißens 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 ausgeführt, 

um die Varianz der Einflussgrößen so gering wie möglich 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 Flufenaminsäure die lebende 

Epidermis nach einer Stunde. Bei allen Modellen stellte sich außerdem eine 

Abnahme der Konzentration im SC mit zunehmender Zeit dar. In den drei Modellen, 

in denen tiefere Hautschichten vorhanden waren (Direkthautmodell = DHM, 

Saarbrückenmodell = 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 Saarbrückenmodell (SBM) 

Die Ergebnisse des Saarbrückenmodells (SBM) wurden in dieser Arbeit als 

Bezugswerte für 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 annäherte und bei 21 Stunden fast mit diesem übereinstimmte. 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 vollständig zirkulär umgab, 

und einer Okklusion durch das Wirkstoffgemisch selbst wurde die Penetration 

zusätzlich 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 

Barrierestörung beobachtet werden [Fluhr 1999]. Dabei kam es zu einer vermehrten 

Neigung, Wasser aufzunehmen, sowie zu einer Zunahme des TEWL über die 

Okklusion hinaus. Beide Effekte erreichten nach 48 Stunden ein Plateau. 

Auch Zhai und Schäfer fassten zusammen, dass die Okklusion eine Reihe von 

tiefgreifenden Veränderungen (Hydratationsstatus, Barrierepermeabilität, epidermale 

Lipide, mikrobielle Flora) produziert [Zhai 2001, Schäfer 2002]. Dadurch steigt häufig 

die perkutane Absorption aufgetragener Wirkstoffe an. Okklusion verändert 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 äußere Hauttemperatur von 32°C auf 37° C an. Okklusion schützt auch vor 

dem Verdunsten der aufgetragenen Substanz und führt somit zu einer höheren 

Verfügbarkeit dieser in der Haut. Hydratation lässt die Penetration von lipidlöslichen, 

unpolaren Molekülen ansteigen, die von polaren Molekülen jedoch weniger.  

Auf die Penetration hat eine Okklusion somit große Auswirkungen. Hinsichtlich der 

Freisetzung eines Wirkstoffes in der Haut aus Liposomen spielt Okklusion hingegen 

eine untergeordnete Rolle [Maghraby 2001].  

Das Filterpapier beim SBM, welches ausschließlich der Dehydratation vorbeugen 

soll, könnte eventuell durch einen Saugeffekt verstärkend auf die Penetration der 

Substanz wirken und somit die schnelle Penetration in tiefere Hautschichten 

begünstigen. Weiterer Ausdruck für 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 völlige 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 Sättigung der tieferen Hautschichten mit FS auch nach 21 

Stunden noch nicht vollständig erreicht wurde. Es konnte beim SBM eine Entleerung 

des SC zugunsten den tieferen Hautschichten in Abhängigkeit der Zeit beobachtet 

werden. 

Die Aufbereitung des SBM in den tieferen Hautschichten wurde anders vollzogen als 

bei den anderen drei Modellen. Grund hierfür waren Schwierigkeiten bei der 
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Trennung von Epidermis und Dermis besonders nach vier und 21 Stunden. Eine 

Erklärung wäre 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 zusätzlich 

zu einer leichteren Trennung dieser beiden Schichten beigetragen.  

Beim SBM wurden die Hautproben nach Entnahme des SC durch die Abrisse in 

einem Strahl von flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend mit einem 

Cryometer horizontal zur Hautoberfläche in 25 µm dicke Schichten geschnitten. Vier 

Schnitte wurden jeweils zusammen extrahiert, wobei die ersten 100 µm der 

Epidermis - deren Dicke in der Literatur mit 60-85 µm [Jacobi 2007], bzw. ca. 66 µm 

[Bronaugh 1982] bzw. 71-76 µm [Meyer 2002] beschrieben wird - und der Rest der 

Dermis zugeschrieben wurde. Für die Dicke der Dermis wurden 600 µm 

angenommen. Wenn sich nach den 600 µm 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 venösen Gefäßnetze kann dem Eintritt 

dieser Substanz in den systemischen Kreislauf gleichgesetzt werden.  

Zusammenfassend kann für das Saarbrückenmodell gesagt werden, dass es ein 

geeignetes Modell ist, um das Reservoir des SC und deren Umverteilung in tiefere 

Hautschichten in Abhängigkeit der Zeit zu untersuchen. Der Versuchsaufbau ist im 

Vergleich zur Franzdiffusionszelle wesentlich einfacher. Beim Saarbrückenmodell 

kann durch die diskrete Befeuchtung der Haut von dermaler Seite durch das mit 

0,9%iger NaCl-Lösung getränkte Filterpapier und durch den völligen Verschluss der 

Haut während der gesamten Einwirkzeit von keiner zusätzlichen Hydratation oder 

Dehydratation der Hautprobe oder des Substanzgemischs ausgegangen werden. 

Daher eignet sich das Modell besonders für die Untersuchung von einer leicht 

verdunstenden Substanz und deren Penetration in die Haut. Besonders beachtet 

werden muss das verstärkte 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 für die Vorhersagbarkeit der Permeabilität der menschlichen 

Haut. Bei Schweinehaut lag der Unterschiedlichkeitsfaktor für Vollhaut (Epidermis 
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und Dermis) je nach Testsubstanz zwischen 0,6 und 1,2. Interessanterweise lagen 

die Unterschiedlichkeitsfaktoren für Spalthaut niedriger, zwischen 0,4 und 0,9. Die 

höhere Penetrationsrate durch Schweinehaut wird hier vor allem mit der größeren 

Follikeloberfläche erklärt.  

Es zeigten sich für 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 vergrößerte sich mit zunehmender 

Einwirkungszeit. Die Messwerte des V-FDZ lagen teils unter den Werten in vivo, teils 

darüber. Eine Erklärung hierfür wurde in der Veränderung des pH-Wertes durch den 

Phosphatpuffer vermutet, welcher eine verminderte Löslichkeit der 

Untersuchungssubstanz in der Haut im Gegensatz zum SBM oder zu den In-vivo-

Untersuchungen verursachte. Für beide In-vitro-Modellergebnisse wurde eine direkte 

lineare Korrelation zu den In-vivo-Ergebnissen gefunden und ein Faktor präsentiert, 

mit welchem In-vivo- und In-vitro-Ergebnisse gegeneinander verrechnet werden 

können.  

Im SC der Schweinehaut fand sich eine etwas höhere FS-Konzentration als in 

menschlicher Haut in vitro [Jacobi 2005]. Die Werte des DHM und des SBM waren 

sehr ähnlich. Sie entsprachen ungefähr dem Doppelten der Werte in vivo. Beim SBM 

und der FDZ wurden in den tieferen Hautschichten höhere 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 Abhängigkeit des Permeationskoeffizienten von der 

Testsubstanz auf [Schäfer-Korting 2006]. So lag dieser bei Testosteron bei 

menschlicher Epidermis über 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 zusätzlichen Drucks 

des oberen Stempels in dem speziellen Versuchsaufbau des Saarbrückenmodells 

können die eine Ursache sein.  
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Eine Vaselineexposition, wie sie bei SMB als einzigem Modell vorliegt, oder aber 

okklusive Salbengrundlagen können die Penetration als weitere Ursache 

beeinflussen [Ring 1985]. Bei In-vivo-Untersuchungen wurden durch 

Vaselineexposition und andere Faktoren sogar eine Veränderung der Genexpression 

der Epidermis und damit eine mögliche Veränderung des Penetrationsverhaltens 

beobachtet [Marionett 2003].  

 

4.2 Direkthautmodell (DHM) 

Im Direkthautmodell wurden nach einer Stunde die höchsten 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. Außerdem ließ sich im DHM kaum FS im darunter 

liegenden Knorpel nachweisen. Die Ohrmuschel besteht aus elastischem Knorpel 

[Thews 1999]. Die Ernährung des Knorpels erfolgt ausschließlich durch Diffusion. 

Blutgefäße 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 unnatürlichen Hydratation des 

Gewebes, wie sie durch die Kompartmentflüssigkeit bei der FDZ entsteht [Wagner 

2002]. Vor allem nach längerer Einwirkungszeit zeigte sich bei der FDZ eine 

erhebliche Diffusion von Flüssigkeit ins Gewebe, die eine Veränderung im 

Penetrationsverhalten hervorrufen kann [Schäfer 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 für das jeweilige Untersuchungsmodell, was jeweils die Haut schädigen 

und somit zu einem systematischen Fehler führen könnte.  
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Als Nachteil dieses Modells könnte man, besonders nach längeren Versuchszeiten, 

eine mögliche Dehydratation nennen. Aus diesem Grund wurde der Versuchsaufbau 

stets im Brutschrank in einem verschlossenen Plastikbehälter verpackt. Eine 

Dehydratation oder Verflüchtigung der Untersuchungssubstanz kann bei zukünftigen 

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 könnte. Dieser Aspekt soll 

dennoch erwähnt werden, da die Untersuchungen dieser Arbeit das Ziel verfolgen, 

diese Modelle mit klinisch relevanten und gegebenenfalls hydrophilen Substanzen in 

die dermatologische Praxis zu übertragen. Untersuchungen mit FS an menschlicher 

Haut in vivo wurde durchgeführt 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. Für 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 überein.  

Beim Vergleich von In-vivo-Daten mit In-vitro-Ergebnissen im Allgemeinen kommt 

hin, dass besonders in vivo bei der Abrissmethode eine zusätzliche Provokation der 

metabolischen Aktivität durch die Produktion und Freisetzung von Zytokinen und 

kostimulierenden Molekülen festgestellt wurde, welche die humorale und zelluläre 

Immunantwort auf Peptide, Proteine und DNA-Antigene erhöht [Choi 2003]. 

Beim DHM kann es zum lateralen Spreiten kommen, welches in Vorversuchen 

beobachtet wurde und die Ergebnisse ebenfalls beeinflussen kann. Je nach Größe 

der Auftragungsfläche, Einwirkungszeit, Wirkstoff und vor allem Trägersubstanz kann 

sich das Ausmaß des lateralen Spreitens stark unterscheiden, wie Untersuchungen 

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

Bei der Verwendung von Penetrationserhöhern unter klinischen Aspekten kann der 

Effekt an tierischer Haut höher sein kann als beim Menschen [William 2004]. 

Besonders, wenn bei einem Modell bekannt ist, dass es auch ohne 

Penetrationserhöher eine erhöhte Penetrationsrate gegenüber menschlicher Haut 

aufweist, wie es bei Schweinehaut der Fall ist [Jacobi 2005].  
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Das DHM ist außerdem 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 möglich ist. Wenn aber bedeutende 

Mengen die Dermis erreicht haben, ist davon auszugehen, dass der Wirkstoff 

permeabel ist, denn in der Dermis befinden sich wichtige Gefäßnetze, die den Stoff 

abtransportieren und so dem Blutkreislauf zuführen [Thews 1999]. Ebenso muss ein 

großer Teil des Metabolismus der Untersuchungssubstanz in der Haut vernachlässigt 

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 störende Einflüsse bei der Durchführung 

beachtet werden müssen. Es ist gut geeignet für Untersuchungen von Substanzen, 

die in den oberen Hautschichten wirken sollen, nicht aber für Substanzen, die 

überwiegend permeabel sind und ihre hauptsächliche Wirkung systemisch zeigen.  

Studien haben gezeigt, dass die In-vitro-Daten dieser vier Untersuchungsmodelle mit 

In-vivo-Daten von menschlicher Haut verglichen, die beste Übereinstimmung 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 gewählt 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 höhere Werte zeigen sich nach 21 Stunden im SC in der V-FDZ im 

Gegensatz zum DHM. Ursache hierfür könnte 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 zusätzliche Penetration im SBM erklärt werden könnte.  

In der Akzeptorflüssigkeit 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 über 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 könnte daran liegen, dass 

bei der V-FDZ sich die FS im Gegensatz zu den beiden vorher beschriebenen 

Modellen zusätzlich noch in die Kompartmentflüssigkeit verschieben kann.  

Trotz dem das Modell der FDZ durch die Möglichkeit des Abflusses in die 

Akzeptorflüssigkeit das Modell zu sein scheint, welches der Haut in vivo mit 

Anschluss an den zirkulierenden Blutkreislauf am nächsten 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 stärker bemerkbar macht, je länger die 

Untersuchungszeit in der FDZ beträgt [Benfeld 1999, Wagner 2000].  

Die Penetration bei Versuchen in der Franzdiffusionszelle (FDZ) unterscheidet sich 

von In-vivo-Versuchen in einigen entscheidenden Punkten [Müller 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 

Quantität 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 präzise Hautdickenmessung nach längerer 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 Veränderung durch 

Hydratation erfahren, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. An menschlicher 

Haut wurde in einer In-vivo-Studie gezeigt, dass die oberflächliche Hornschicht viel 

weniger Wasser anzieht und weniger fähig ist, Wasser zu speichern, als die darunter 

liegenden Hautschichten [Tagami 1982]. Eine In-vitro-Untersuchung des 

menschlichen SC ergab keine Veränderung der Lipiddoppelschichten des SC bei 

einer Erhöhung 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 90minütiger Hydratation jedoch auf das Zweifache an, 

was auf ein Eindringen von Wasser ins SC hindeutet, während ein geringerer Anstieg 

bei kürzerer Hydratationszeit beobachtet wurde [Egawa 2007]. Eine übermäßige 

Hydratation der Haut, wie sie in der FDZ mit zunehmender Einwirkzeit stattfindet,  

lässt die Penetration von lipidlöslichen, unpolaren Molekülen ansteigen, die von 

polaren Molekülen weniger [Zhai 2001]. Der Grad der Hydratation des SC ist einer 

der entscheidenden Faktoren der Barrierefunktion der Haut [Bommannan 1990]. 

In den durchgeführten 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 hängen und wurde so 

vollständig oder in Teilen von der Auftragungsfläche entfernt. Vermutet wird, dass 

sich zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum Wasser einlagerte, 

welches die Adhäsionskräfte der untersten Korneozytenschicht außer Kraft setzte. 

Da die Auswertung der 30 Abrisse des SC bei der grafischen Darstellung nur als 

Gesamtwert dargestellt wurde, hatte dieses Phänomen keine weiteren Auswirkungen 

auf die Darstellung.  

Fraglich ist, ob sich bei einer höheren Wirkstoffkonzentration einer aufgetragenen 

sättigenden Menge ein Gleichgewicht in der Umverteilung zwischen SC, DSL und 

Akzeptorflüssigkeit einstellen würde. Es ist eine deutliche Verschiebung der FS 

zwischen vier und 21 Stunden vom SC in die DSL und die Kompartmentflüssigkeit 

darstellbar. Es sollte beachtet werden, dass trotz der Möglichkeit des Abflusses die 
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Akzeptorflüssigkeit 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 würde, über derjenigen liegt, die sich 

in der Akzeptorflüssigkeit der FDZ wieder finden lässt.  

Zusammenfassend kann über das Franz-Diffusionszell-Modell bemerkt werden, dass 

es eine entscheidende Rolle spielt für die Untersuchungen von Wirkstoffen, bei 

denen eine systemische Wirkung erwünscht ist. Beachtet werden muss dabei, dass 

im Vergleich mit anderen In-vitro-Modellen ein unnatürlicher 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 überschritt, zeigte sich, dass die 

Intaktheit der SC-Barriere auch bei diesem In-vitro-Modell von innen nach außen 

funktionierte. Ein vermehrter Abfluss der FS mit zunehmender Zeit besonders aus 

der Epidermis, aber auch der Dermis in die Kompartmentflüssigkeit 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 durchgeführt und mit Daten von l`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 

ließ sich mit einem Umrechnungsfaktor, der sich aus der Absorptionsrate der 

tierischen Haut durch die Absorptionsrate der menschlichen Haut errechnen ließ, 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 darüber hinaus auch die Vorbereitung der Hautproben. 

Kritisch wird die Benutzung der FDZ ebenfalls aufgrund der Akzeptorflüssigkeit 

beschrieben, die eine Verschiebung des pH-Wertes verursachen kann [Wagner 

2003]. Somit kann sich der Ionisierungsgrad der Fettsäuren im SC verändern 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 bestätigte die Abhängigkeit der Permeation vom pH-Wert 

des SC [Elias 1996]. Mit zunehmender Einwirkzeit glichen sich der pH-Wert der 

Akzeptorflüssigkeit 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 durchgeführt 

[Wagner 2002b]. Für beide Modelle wurden direkte lineare Korrelationen zu den In-

vivo-Daten gefunden, wobei überbewertete Konzentrationen von FS in vitro (SBM > 

FDZ) gefunden wurden, die durch andere Arbeiten bestätigt 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 einschließlich des SC nur einen 

unbedeutenden Teil der Dermis enthielt. Die Dicke der Hautproben lag bei 300 µm. 

Untersucht werden sollte, ob ähnliche Werte erhalten werden können 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 

Akzeptorflüssigkeit, die selbst nach vier Stunden bei der V-FDZ in solch hoher 



 - 69 - 

___________________________________________________________________________ 

Konzentration weder in absoluten Werten noch im prozentualen Vergleich erreicht 

wurde.  

Erklärt werden kann diese hohe Permeabilität der Spalthaut für die Testsubstanz 

durch die Umgehung der epidermalen interzellulären Penetrationswege und somit 

einem Teil der Barriere des SC. Möglich ist dies durch die Poren in der Haut, die 

durch die Anschnitte von Follikeln und Drüsen 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 längerer 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 

ausübt [Lademann 2006b]. Die Haarfollikel erreichen eine Tiefe zwischen 500 und 

1500 µm in der Haut [Whiting 2004]. Das bedeutet, dass die Follikel und die 

Schweißdrüsen bis in die subepidermalen Schichten reichen können. Somit wird das 

untere Ende der Drüsen, Drüsengänge und Follikel bei der Entnahme der Spalthaut 

entfernt [Vogt 2005]. In der Spalthaut gleichen die angeschnittenen Drüsen winzigen 

Löchern, durch die das Substanzgemisch direkt nach Auftragen in die 

Akzeptorflüssigkeit gelangen kann.  

Obwohl zwischen den tieferen Hautschichten und der Akzeptorflüssigkeit 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 bestätigt auch die sehr viel höheren Konzentrationen in der 

Akzeptorflüssigkeit bei Spalthaut im Gegensatz zur Vollhaut. 

Vergleicht man die graphischen Darstellungen von S-FDZ mit V-FDZ fällt auf, dass 

der FS-Anteil, der bei Vollhaut mit zunehmender Zeit in die Dermis penetrierte, sich 

bei Spalthaut in der Kompartmentflüssigkeit 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 gesättigt 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 Permeabilität, in denen eine gute 

Übereinstimmung zwischen Schweinehaut und menschlicher Haut gefunden wurde, 

wurde durch Hitze separierte menschliche Epidermis verwendet [Netzlaff 2006b].  

Eine 600 µm breite Spalthautentnahme an Schweinehaut wurde genutzt, um die 

Permeabilität verschiedener Teststoffe in der FDZ zu untersuchen und sie mit 

menschlicher Haut zu vergleichen [Schmook 2001]. Eine gute Übereinstimmung 

beider Hautmodelle mit einer 7-fach erhöhten Flussrate durch Schweinehaut wurde 

für Salizylsäure gefunden. Hydrophobere Zusammensetzungen zeigten jedoch bei 

der Spalthaut vom Schwein eine 800-fach höhere Permeation als bei menschlicher 

Spalthaut.  

Das Modell der Spalthaut in der FDZ erwies sich als geeignetes Modell zur Messung 

oberflächlich verbleibender Substanzen, wie bei Sonnenschutzcremes [Benech-

Kieffer 2000], da mehr als 90% beider Sonnencremes in den ersten 15 Abrissen 

wiedergefunden wurden [Mavon 2007]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die 

verbleibenden 10% nicht den lebenden Teil der Epidermis oder Dermis erreichten, 

sondern in Furchen und Einwölbungen wieder zu finden waren. Für Untersuchungen 

von Stoffen, die in tiefere Hautschichten penetrieren können, ist die Spalthaut 

hingegen ungeeignet, ebenso wie für die Permeation von Wirkstoffen in den 

menschlichen Kreislauf, da diese durch die Poren fälschlicherweise erhöht ist. Für 

diese begrenzten Anwendungsmöglichkeiten 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 für 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. Für 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 Kompartmentflüssigkeit beobachtet. Eine vergleichbare 

Umverteilung wurde bei der Untersuchung von UV-Filtern und Salizylsäure 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 höchste im DHM gefunden. Die beiden 

Modelle der FDZ zeigten annähernd gleiche Werte in den obersten Hautschichten 

und in der Umverteilung mit zunehmender Zeit. Als Grund hierfür wird die 

Hydratation der Haut durch die Akzeptorflüssigkeit angenommen, die an 

menschlicher Haut nach drei Stunden in der FDZ beobachtet wurde [Wagner 2000]. 

Die Ergebnisse zeigen, dass das SC als Reservoir für FS bei allen Testmodellen 

funktioniert und eine Umverteilung der Testsubstanz in die DSL aufweist. Die größte 

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 Akzeptorflüssigkeit der FDZ, welches durch die Möglichkeit des Abflusses und 

das Phänomen der vollen Hydratation der Haut und der dadurch geringeren 

Aufnahmefähigkeit in diesem Modell erklärt 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 erhöhten 

Penetrationsrate erklärt wurde. Höhere 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 nächsten gut reproduzierbar sind und sich zwar in den 

Absolutwerten unterscheiden, nicht jedoch im Verhältnis 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 

klären, wie die Verteilung und Umverteilung der FS in den einzelnen Schichten 

zueinander im Verhältnis stehen. Diese Art der Auswertung ließ die interindividuellen 

Unterschiede im Penetrationsverhalten der verschiedenen Schweinehäute 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 längerer 

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 -größe der 

Tiere zusammenhängen [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 große 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 zwölf Versuche einer 

Serie an einem Ohr durchgeführt, um interindividuelle Unterschiede auszuschließen. 

Da die Haut eines Schweineohres begrenzt ist, wurde für das DHM die Innenseite 

der Schweineohren benutzt, wobei darauf geachtet wurde, die Plicae zu meiden 

[Meyer 2002]. Durch die Plicae scaphae werden deutliche Wölbungen der Ohrhaut 

hervorgerufen, in denen eine verstärkte 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 µm, äußere Seite 51-52 µm).  

Diese Auswahl der Innenseite des Ohrs für das DHM könnte jedoch möglicherweise 

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 mäßigen Entleerung des SC-Reservoirs in den verschiedenen 

Hautmodellen blieben davon jedoch unberührt.  
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Abhängig 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 höher als in die Haut 

ohne Hautanhangsgebilde (Narbenhaut) [Hueber 1994a]. In vivo fand sich in der 

Haut ohne Hautanhangsgebilden eine zweifach erhöhte Reservoirkapazität und eine 

stark erniedrigte Wiederfindungsrate in tieferen Hautschichten [Hueber 1994b]. 

Dieses Phänomen schien unabhängig von der Einwirkzeit zu sein [Hueber 1992]. Bei 

der normalen Haut stiegen die Werte in Epidermis und Dermis für die Steroide mit 

zunehmender Zeit deutlich an. Bei der Narbenhaut war der Anstieg geringer. Den 

höchsten Konzentrationsunterschied fand man in der Tiefe zwischen 60 und 400 µm, 

wo die Talgdrüsen 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 zerstört wurden, genauso in der 

Wirkstoffaufnahme und -abgabe verhielt, wie das Reservoir der Vollhaut. 

Angenommen wird, dass noch andere Veränderungen, neben den fehlenden 

Hautanhangsgebilden, in der Narbenhaut die erhöhte Speicherfähigkeit und die 

verminderte Abgabefähigkeit ausmachen. 

Haarfollikel und Schweißdrüsen können bevorzugte Wege für einige 

Zusammensetzungen oder Moleküle sein, die schneller in diese Umgehungswege 

gelangen als durch das SC [Illel 1997]. Da die Follikel jedoch ein mehrschichtiges 

Epithel aufweisen, wirken sie ebenfalls als Barriere und Speicher für lokale Wirkstoffe 

[Lademann 1999]. Allerdings ist nicht jeder Follikel für die Penetration zugänglich 

[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 gleichermaßen gesagt werden, dass folgende 

Besonderheiten bei der Verwendung von In-vitro-Modellen zu beachten sind: 

- das Fehlen des vollständigen Metabolismus der Haut oder des Wirkstoffes in der 

Haut [Jahn 2001] und   

- die Durchblutung und die Sauerstoffaufnahme durch die Atmosphäre [Heise 2003].  

In der Praxis kommt hinzu, dass Krankheiten der Haut meistens Barrierestörungen 

[Jakasa 2007] und eine Erhöhung der Immunmodulatoren mit sich bringen [Ito 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]. Abhängig ist laterales Spreiten durch die Größe der Auftragungsfläche 

und durch die Zeit zwischen Auftragung und Abriss. Signifikant höhere Werte wurden 

angrenzend an die Auftragungsfläche gefunden. Das Spreiten spielt sich an der 

obersten Fläche ab. Dieses Phänomen muss bei der Auftragung von Substanzen 

und bei der Wiederfindungsrate in der Auftragungsfläche 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 

könnte sich beim DHM die FS nach der erweiterten Einwirkungszeit außer in die 

tieferen Hautschichten auch lateral verteilt haben. Da hier bei undefinierter 

Auftragungsmenge keine Wiederfindungsrate ermittelt werden konnte, ist es möglich, 

dass es eine zusätzliche, nicht ermittelte Entleerung des SC in laterale Gebiete gab, 

die besonders beim DHM eine Rolle spielten.  

Für die klinische Anwendung in vivo am Menschen müssen einige Punkte bei der 

Wirkstoffpenetration beachtet werden, die in vitro keine Rolle spielen:  

- Es kommt zu einer Veränderung der Genexpression in der Epidermis unter 

äußerem Stresseinfluß [Marionett 2003]. 

- Eine dermatologische Behandlung ist umso tiefenwirksamer, je stärker die 

Abdunstung verhindert wird [Ring 1985]. Das kann z.B. durch eine okklusive 

Salbengrundlage entstehen.  

- Ist die Hornschicht - wie bei vielen Krankheiten - zerstört, so sind auch die 

Reservoirfunktion und die Barrierefunktion gestört. Resultat davon ist, dass sich die 

Wirkstoffkonzentration in kranker Haut stark erhöht und aufgetragene Substanzen 

bevorzugt in kranke Gebiete einziehen [Schäfer 1978]. Nebenwirkungen, auch bei 

lokaler Behandlung, resultieren oft aus zu hohen Dosen und langer Behandlungszeit, 

die bei gestörter Barrierefunktion und Reservoirfunktion bei der erkrankten Haut oft 

nicht nötig sind.  

- Die Art der gewählten Salbengrundlage hat außerdem großen Einfluss auf die 

Wirkung.  

 

Die eingangs aufgestellten Thesen sollen im Folgenden zusammenfassend diskutiert 

werden:  

These 1: Die Penetrationsrate des SBM sollte die Bezugsgröße 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 gegenüber den anderen 

Modellen erhöht sind. 

Bewahrheitet hat sich diese These nur für die tieferen Hautschichten, nicht jedoch für 

das SC. Im SC wurden beim SBM zu allen drei Zeiten niedrigere Werte als im DHM 

gemessen, was mit einer Kompression des SC begründet 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 Akzeptorflüssigkeit abdiffundieren kann. 

Die niedrigeren Werte an FS-Konzentration in den Hautschichten der FDZ im 

Gegensatz zum SBM, die wegen der Möglichkeit des Abtransportes in die 

Akzeptorflüssigkeit erwartet wurden, bestätigten sich bei der längsten 

Einwirkungszeit von 21 Stunden. Es wurden sogar durchweg höhere Werte in der V-

FDZ im SC gemessen, was durch den Hydratationsdruck und der dadurch 

geringeren Aufnahme in die DSL erklärt 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 besaß im Gegensatz zum SBM 

und DHM die Möglichkeit zur Permeation. Nach 21 Stunden ließ 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 verstärkte Abnahme im SC. Das beweist, dass die Entleerung des SC-

Reservoirs von der Abflussmöglichkeit relativ unbeeinflusst blieb. Da die Entleerung 

des SC-Reservoirs in allen 4 Modellen ähnlich verlief ist es denkbar, dass die 

Sättigung der Dermis im SBM und DHM nach 21 Stunden noch nicht erreicht war 

und somit die Abflussmöglichkeit keine entscheidende Veränderung für die 

Entleerung des SC brachte. 

These 4: Für das Modell der Spalthaut in der FDZ wurde dagegen angenommen, 

dass die Wirkstoffkonzentration in der Akzeptorflüssigkeit höher ausfallen als im V-

FDZ und die FS-Konzentrationen etwa denen der anderen Modelle entsprechen. 

Dabei war unklar inwieweit die angeschnittenen Haarfollikel und die Schweißdrüsen 

in einer Spalthaut das zu erwartende Penetrationsergebnis beeinflussen können?  
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Es konnte eine deutlich höhere Konzentration von FS im S-FDZ im Vergleich zum V-

FDZ in der Akzeptorflüssigkeit gemessen werden. Dabei wird angenommen, dass 

sich die angeschnittenen Follikel wie Löcher verhielten, durch welche die Substanz 

direkt in die Akzeptorflüssigkeit gelangen konnte. Schon nach einer Stunde fielen 

deutliche FS-Konzentrationen in der Akzeptorflüssigkeit beim S-FDZ auf. Die 

angeschnittenen Schweißdrüsen und Haarfollikel haben also großen 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 bestätigt, dass die 

Reservoirfunktion und deren Entleerung hauptsächlich vom SC und von der 

lebenden Epidermis abhängen.  

Zusammenfassend zeigte sich das Saarbrückenmodell als geeignetes Modell, um 

das Reservoir des SC und deren Umverteilung in die tieferen Hautschichten in 

Abhängigkeit der Zeit zu untersuchen. Besonders günstig erscheint es für die 

Untersuchung einer leicht zu verdunstenden Substanz und deren Penetration in die 

Haut. Beachtet werden muss der Effekt der Okklusion, der zu einem verstärkten 

Eindringen der Substanz in tiefere Hautschichten führt. Dies machte sich schon nach 

kurzer Einwirkungszeit bemerkbar.  

Das Direkthautmodell ist gut geeignet für Untersuchungen von Substanzen, die in 

den unterschiedlichen Hautschichten wirken sollen. Hautschädigende 

Einflussfaktoren wie Hydratation, Druck, Beschädigung der Hautstruktur durch zuvor 

stattfindende Aufbereitung des Gewebes sind beim DHM am geringsten. Die beste 

Übereinstimmung der Reservoirfunktion des SC und seiner Entleerung wurde beim 

Vergleich dieser Daten mit In-vivo-Untersuchungen beim DHM gefunden [Jacobi 

2005].  

Die bewährte Franzdiffusionszelle zeigte sich als wichtiges Modell für die 

Untersuchung von Wirkstoffen, bei denen eine systemische Wirkung erwünscht ist. 

Beachtet werden muss dabei, dass im Vergleich mit anderen In-vitro-Modellen ein 

unnatürlicher Hydratationszustand der Hautprobe mit zunehmender Zeit entsteht.  

Für die Spalthaut gilt dabei im Besonderen, dass sie zur Untersuchung des 

Reservoirs des SC ausreicht, da sie für das SC die selben 

Penetrationseigenschaften und Entleerungstendenzen zeigt wie die Vollhaut in der 

FDZ. Für diese begrenzten Anwendungsmöglichkeiten bietet das DHM jedoch 
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wesentlich einfachere Versuchsbedingungen. Es konnte zudem gezeigt werden, 

dass sich bei den drei gewählten Zeitmodellen die Umverteilung aus dem Reservoir 

des SC in die tieferen Hautschichten nicht wesentlich zwischen den vier Modellen 

unterschied und die Möglichkeit des Abflusses in die Kompartmentflüssigkeit keine 

zusätzliche Entleerung des SC brachte. Einen Vergleich der vier Modelle hinsichtlich 

verschiedener für die tägliche Praxis relevanter Parameter liefert Tabelle 13.  

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

Modell SC–

Reservoir- 

Kapazität 

Epidermis 

Speicherfähigkeit 

Dermis 

Speicherfähigkeit 

Kosten Versuchsaufbau Penetrationsbe- 

einflussende  

Faktoren 

Vergleich 

mit 

menschl. 

Haut in 

vivo 

SBM ++ 

(komprimiert) 

++ 

(komprimiert) 

+++ gering einfach Okklusion, Druck ++ 

 

DHM +++ +++ +++ gering sehr einfach Dehydratation, 

Spreiten 

+++ 

V-FDZ +++ ++ 

(hydriert) 

++ 

(hydriert) 

hoch kompliziert Hydratation= 

Aufquellung,  

pH-Wert-

Verschiebung 

++ 

S-FDZ +++ ++ 

(hydriert) 

nicht vorhanden hoch kompliziert angeschnittene 

Follikelöffnungen, 

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 erhöht 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 können 

durch die unterschiedliche SC-Dicke erklärt werden. Das SC des Schweins wies eine 

durchschnittliche Dicke von 19 µm auf [Meyer 2002], während das menschliche SC 

eine Dicke zwischen 5,5 und 9,8 µm an der Bauchhaut zeigte, welche in den In-vitro-

Studien genutzt wurde, und 5,5 bis 22 µm am Unterarm [Holbrook 1974, Pirot 1998, 

Schwindt 1998], welcher für die In-vivo-Untersuchungen genutzt wurde.  

Trotz der größeren SC-Dicke des Schweins wurden auch in den tieferen 

Hautschichten des Schweins größere Substanzmengen im Gegensatz zur 

menschlichen Bauchhaut in der FDZ und dem SBM gefunden [Wagner 2000]. Eine 

Erklärung kann in der Größe und Dichte der Follikel und der Lipidzusammensetzung 

des SC gesucht werden. Am menschlichen Rumpf ist die Dichte der Follikel mit 22-

29/cm² angegeben [Otberg 2004], während sie am Schweineohr durchschnittlich 

30/cm² [Meyer 2001] beträgt. Der Durchmesser eines menschlichen Haares am 

Rumpf beträgt 17-18 µm [Otberg 2004], wohingegen beim Haar des Schweins ein 

Durchmesser von 38-71 µm gemessen wurde [Meyer 1986]. Da die Follikel beim 

Schwein größer 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 höhere Werte von 

Cholesterolestern und Keramid 6 und niedrigere Konzentrationen von Triglyzeriden 

und Keramid 2 im Gegensatz zum SC des Schweins [Jacobi 2005]. Außerdem 

unterscheiden sie sich deutlich in der Zusammensetzung und Anordnung der freien 

Fettsäuren [Bouwstra 1992]. Diese Unterschiede im follikulären und interzellulären 

Penetrationsweg könnten der Grund für die höhere Substanzkonzentration in vitro 

bei Schweinhaut im Gegensatz zu menschlicher Bauchhaut sein.  

Der FS-Wert der tieferen Hautschichten war beim DHM ähnlich dem des SBM bei 

der Verwendung von menschlicher Bauchhaut. Die Werte beider In-vitro-Modelle 

entsprachen ungefähr dem Doppelten derjenigen in vivo [Wagner 2002b]. Bei der 

Verwendung von Schweinehaut in vitro zeigten sich deutlich höhere Werte in den 

tieferen Hautschichten beim SBM im Gegensatz zum DHM, was durch den erhöhten 
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Druck des SBM erklärt werden konnte, der bei der Hautstruktur des Schweins mit 

höherer Follikeldichte und Follikelgröße eine größere 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. Dafür wurden Faktoren untersucht, 

die bei jeder dieser Methoden Einfluss auf das Penetrationsverhalten der 

verwendeten Modellsubstanz Flufenaminsäure (FS) nehmen. Verwendet wurde dazu 

das Saarbrücken-Penetrationsmodell, welches hier die Bezugsgröße für die anderen 

Modelle (das Direkthautmodell und das Modell der Franz-Diffusionszelle mit Vollhaut 

und mit Spalthaut) darstellte.  

Untersucht wurde die Reservoirkapazität des Stratum corneum (SC) in Abhängigkeit 

von der Zeit. Dafür wurden die Konzentrationen der FS nach einer Stunde, nach vier 

Stunden und nach 21 Stunden gemessen, da diese Zeitintervalle für die 

dermatologische Praxis relevant erschienen.  

Insgesamt wurden die Versuche an sechs Präparaten durchgeführt. An einem Ohr 

konnte die Haut für eine Serie, die jeweils 3 Zeitmodelle an jeweils 4 

Untersuchungsmodellen entspricht, entnommen werden. Eine Stunde nach 

Aufbringen der Untersuchungssubstanz Flufenaminsäure, 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/cm² berechnet. Anschließend 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 gegenüberstellen zu können.  

 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragestellungen klären: 

In welcher Weise können Druck und/oder Okklusion die Penetration beeinflussen?  

Während der Untersuchungen wurde der Einfluss der Okklusion bei allen Modellen 

so gering wie möglich 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 Saarbrückenmodell 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 tatsächlich 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) 

höhere Werte der Testsubstanz in den tieferen Hautschichten und sogar darunter im 

Filter. Der Druck, der über 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 Ausmaß reduziert die Möglichkeit 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 möglich ist zeigte sich sehr viel weniger ausgeprägt 

als anfänglich vermutet. Der stärkere Abfluss der FS aus der Epidermis und der 

Dermis bestätigte sich nur bei einer sehr langen Umverteilungsdauer von 21 

Stunden. Einerseits könnte dies auch dadurch erklärt werden, dass die Sättigung der 

Dermis auch in den anderen Modellen nicht erreicht war und daher keine 

Behinderung für den Abfluss aus oberen Hauschichten darstellte. Andererseits kann 

es zeigen, dass bei zunehmender Hydratation der Dermis durch die 

Akzeptorflüssigkeit, die nach 21 Stunden deutlich ausgeprägt war, eine Abnahme der 

Speicherkapazität der Dermis hervorruft, die nach einer oder vier Stunden noch nicht 

so deutlich ins Gewicht fällt. Dieser mit der Zeit zunehmende Hydratationsdruck von 

dermaler Seite kann auch erklären, warum höhere Werte von FS im SC bei der FDZ 

im Gegensatz zu den anderen Modellen gefunden worden sind.  

Welcher Anteil an der Barriere fällt der Epidermis zu?  

Die Ergebnisse bestätigen, dass der größte Anteil an der Barriere der oberen 

Epidermis zufällt. Eine Barrierefunktion der Epidermis ließ 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 hauptsächliche Bedeutung zukommen, da 

die FS-Konzentrationen des SC und der Epidermis trotz Verlust großer Teilen der 

Dermis gut übereinstimmten. Auch im Gegensatz zum Direkthautmodell (DHM) 

zeigte sich bei der FDZ kein verstärkter Abfluss aus dem SC trotz erweiterter 
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Umverteilungsmöglichkeit in die Akzeptorflüssigkeit. Bestätigt wird ebenfalls, dass 

die größte Penetrationsbarriere im SC liegt. Wie die Ergebnisse der FDZ deutlich 

zeigten, funktioniert diese Barriere in beide Richtungen, da sich Flüssigkeit unter 

dem SC bei permanenter Hydratation von Kompartmentseite ansammelte und die 

Durchführung der Abrisse dadurch behinderte. 

Spielen die angeschnittenen Follikelöffnungen für die Penetration am 

Spalthautmodell eine Rolle?  

Bei dem Modell der Spalthaut in der FDZ wurde Haut einer Stärke von 300 µm 

verwendet. Es wurde angenommen, dass Haarfollikel und Drüsen angeschnitten 

waren und wie Löcher 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 

Akzeptorflüssigkeit wiederfinden ließen, wurde diese Vermutung bestätigt.  

Welchen Einfluss hat die Akzeptorflüssigkeit durch die Hydratation der Modellhaut 

von dermaler Seite? 

Die Akzeptorflüssigkeit 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 ähnlich, jedoch fanden sich 

durchweg höhere Werte im Modell der Vollhaut in der FDZ im SC, welches mit dem 

Hydratationsdruck erklärt 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 Saarbrückenmodell (SBM). Außerdem machte sich die 

Hydratation der Haut bei den SC-Abrissen bemerkbar, bei denen sich oft das 

gesamte SC nach wenigen Abrissen ablöste, da sich vermutlich durch die 

Hydratation die Kohäsionskräfte 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 durchgeführt 

[Jacobi 2005, Wagner 2000, 2002b]. Die Werte in vitro waren durchgehend höher als 

in vivo, was mit den Ergebnissen aus anderen Studien übereinstimmt [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 zusätzlich erhöht. 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 für die Untersuchung der Reservoirkapazität 

und der Umverteilung der lipophilen Substanz FS in die verschiedenen 

Hautschichten. Ob dies auch für hydrophile Substanzen der Fall ist, wird sich in 

weiteren Untersuchungen feststellen lassen. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Haut des Schweineohrs und die 

Modellsubstanz Flufenaminsäure gut geeignet waren, um die Reservoirkapazität des 

SC darzustellen. Die Umverteilung in die tieferen Schichten in den vier gewählten 

Modellen ließ sich gut beobachten und miteinander vergleichen. Dabei hat sich für 

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 zusätzliche Hydratation bei prolongierter Einwirkungszeit und der große 

Einfluss des Drucks und der Okklusion nach minimaler Einwirkungszeit beim SBM 

herauskristallisiert. Das DHM zeigte sich als günstiges, wenig aufwendiges und 

einflussgrößenarmes Modell zur Untersuchung von topisch applizierbaren 

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