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. Abstract

Deutsch:

Die Bestimmung des Lichtschutzfaktors (LSF) von Sonnenschutzmitteln erfolgt aktuell durch
ein invasives Verfahren, bei dem Proband*innen genau den UV-Strahlen ausgesetzt werden,
vor denen die Testprodukte sie eigentlich schiitzen sollten. Eine alternative in-vitro Methode
ist derzeit nicht verfugbar. Mithilfe eines Hybridverfahrens konnte in den letzten Jahren
jedoch gute Ergebnisse erzielt werden: Dabei wird das von der Haut reflektierte Licht vor und
nach dem Auftragen eines Sonnenschutzmittels verglichen (DRS), um ein
Absorptionsspektrum im gesamten UV-Bereich zu bestimmen. Der UV-B-Bereich wird dabei
jedoch nicht ausreichend erfasst; deshalb wird die Form der UV-Absorptionskurve zuséatzlich
in-vitro bestimmt und das Spektrum anschliefend im UV A-Bereich an die in-vivo Messung
angepasst, sodass der UVB-Teil des in-vitro Spektrums mit den in-vivo DRS-Ergebnissen
kombiniert werden kann (HDRS). Hier wird ein neues LED-basiertes Testsystem zur
Bestimmung des LSF und UV-A-Schutzes (UVA-PF) vorgestellt, das sowohl fir HDRS- als
auch fur reine in-vivo Anwendungen gepriift wurde.

Daflr wurden insgesamt 11 Testprodukte mit je 10 Proband*innen untersucht. Die in-vivo
Messungen wurden mit einer multi-lambda-LED-Lichtquelle, einer Glasfasersonde mit sieben
Messpositionen und einem Spektrographen mit 84 Kanélen durchgefihrt. Es wurden
unterschiedliche Berechnungsmethoden zur Anwendung des HDRS-Verfahrens miteinander
verglichen und schlief3lich ein Ansatz ausgewéhlt, der valide Ergebnisse mit guter
Ubereinstimmung zur Referenzmethode erzeugte (LSFHprs: R? = 0,86; UVA-PF: R2 = 0,92).
Dabei wurde das in-vivo Spektrum mit dem in-vitro Spektrum der nicht photogealterten
Creme verkniipft. Die Alterskorrektur erfolgte anschlieBend fiir das Hybrid-Spektrum mithilfe
eines Wellenlédngen-abhingigen Faktors. Fiir Sonnenschutzmittel mit LSF <26 wurde im
reinen in-vivo Modus ebenfalls eine gute Korrelation (R? = 0,78) erzielt.

Bei dem LSFuprs-LED-Verfahren handelt es sich um eine schnelle, nicht-invasive Methode
zur Beurteilung des LSF von Sonnenschutzmitteln auf der menschlichen Haut. Die
eingesetzte UV-Dosis betragt maximal 0,2 der MED. Das kompakte LED-basierte Testsystem
bietet im Vergleich zu anderen HDRS-Verfahren ein hohes Mal? an zeitlicher und spektraler
Flexibilitat. Zusatzlich sind auch reine in-vivo Messungen im UV-A- und im UV-B-Bereich

moglich. Diese lassen sich zu Forschungszwecken verwenden.



English:
Sun protection factor (SPF) values are currently determined using an invasive procedure, in

which subjects are exposed to high doses of ultraviolet (UV) light. There is no alternative in-
vitro method available yet. But in the last years good results could be obtained by a hybrid
approach: By measuring the amount of reflected light before and after the application of
sunscreen, an absorption spectrum in the UV-range is calculated (DRS). Yet, the UVB-range
cannot be captured sufficiently. Therefore the shape of the UV-absorption curve is
additionally determined in vitro and scaled to the in-vitro spectrum in the UVA-range, so that
the UVB-part of the in-vitro spectrum can be combined with the in vivo DRS-results (HDRS).
Here, we present a novel LED-based test system for the determination of SPFs and UVA-PFs,
that was examined using a pure in vivo and the HDRS approach.

Each of the 11 test products was investigated with 10 test subjects. The in vivo measurements
were performed with a multi-lambda-LED light source, a fiber optic probe with seven
detection subunits and an 84-channel imaging spectrograph. Having examined various
approaches to apply the HDRS principle, the method we present was found to produce valid
results, that were in good accordance with the reference method (LSFors: 1? = 0.86; UVA-
PF: r? = 0.92). The preexposure in vitro spectrum was fitted to the in vivo spectrum and a
wavelength-dependent scaling factor of photodegradation was calculated. Pure in vivo values
showed a good accuracy (r? = 0,78) in sunscreen products with SPF 26 and lower.

The LSFHprs-LED approach is a fast, non-invasive method for the determination of LSF
values on the human skin. The UV-dose never exceeded 0,2 of the MED. The compact LED-
based test system offers a high flexibility in terms of spectrum and time, compared to other
HDRS methods. Additionally, pure in-vivo measurements can be performed in the UVA and

the UVB range, which can be used for research purposes.



I1. Manteltext

Nicht-invasive Bestimmung des Lichtschutzfaktors von Sonnenschutzmitteln auf
der menschlichen Haut mithilfe eines spektroskopischen Untersuchungsger:its im
gesamten UV-Bereich

von Carolin Maria Throm

1. Einleitung

1.1. UV-Licht

Ultraviolettes (UV)-Licht ist elektromagnetische Strahlung. Es lasst sich in die Unterbereiche
UV-A (400 - 320 nm), UV-B (320 - 290 nm) und UV-C ((290 - 100 nm)einteilen. Eine
naturliche Quelle von UV-Licht ist Sonnenstrahlung. Durch Reflexion und Absorption in der
Erdatmosphére und der Ozonschicht dringt vom Sonnenlicht dabei nur UV-A (circa 5%) und
ein wenig UV-B (circa 0,1%) zur Erdoberflache, wobei die UV-B-Exposition durch
Schédigung der Ozonschicht zum Beispiel (z.B.) durch Fluorchlorkohlenwasserstoffe

(FCKW) stellenweise zunehmen kann [1].

1.2. Biologische Effekte von UV-Licht

UV-Licht spielt fur den menschlichen Organismus eine grof3e Rolle. Trifft es auf die Haut,
kommt es in der Epidermis zu einer photochemischen Verénderung des dort gespeicherten 7-
Dehydrocholesterols zu Colecalciferol, das tiber weitere biochemische Reaktionen in der
Leber und in den Nieren zu Calcitriol, dem biologisch aktiven Vitamin D3, umgewandelt wird
[2, 3]. Dieses lipophile Hormon steigert die retinale und intestinale Calcium-Resorption sowie
die retinale Phosphat-Resorption und bewirkt einen gesteigerten Calciumeinbau in den
Knochen [4, 5]. Eine unzureichende Zufuhr von Vitamin D3 flihrt zu einem Ungleichgewicht
im Calcium-Haushalt, wodurch es im Kindesalter zu Rachitis und im Erwachsenenalter zu
Osteomalazie kommen kann [6, 7]. Ist die endogene Synthese z.B. durch einen Mangel an
Sonneneinstrahlung eingeschrénkt, sollte daher eine alimentére Substitution des Vitamin D3
erfolgen [8]. Es liegen zudem zahlreiche Assoziationsstudien vor, die einen Vitamin-D-
Mangel mit einem erh6hten kardiovaskuldren Risiko [9-11] sowie einer erhéhten Inzidenz
von onkologischen [12-14] und Autoimmunerkrankungen [15-17] in Verbindung bringen. Es

gibt jedoch bisher keine schliissige Evidenz, dass betroffene Patient*innen von einer Vitamin-
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D-Supplementation profitieren [18, 19]. Gut belegt sind hingegen therapeutische Effekte einer
Lichttherapie bei einigen Hauterkrankungen wie z.B. Psoriasis [20] und atopischer Dermatitis
[21]. Bekannt ist auch, dass Keratinozyten bei Kontakt mit UV-Licht vermehrt Beta-
Endorphin exprimieren und produzieren, welches Wohlbefinden und eine erhohte
Stresstoleranz vermittelt [22-24].

Neben der Produktion von Vitamin D und Beta-Endorphin, induziert eine UV-Exposition
verschiedene hauteigene Schutzmechanismen, um lichtbedingte Hautschadigungen zu
verhindern: Die Zellteilung im Stratum basale wird angeregt. Es kommt zu einer Verdickung
des Stratum corneum (,,Lichtschwiele*), sodass mehr Sonnenlicht gebrochen bzw. absorbiert
wird [25]. In den Melanozyten wird die Ausschittung von Melanin (Braunung) induziert, das
sich um die Zellkerne der Keratinozyten legt, UV-Strahlung absorbiert und in Wéarme
umwandelt [26, 27].

Zusétzlich kann bei gesunder Erndhrung eine Anreicherung von Antioxidantien UV-protektiv
wirken. Vitamin C und E sowie Betacarotin konnen freie Radikale neutralisieren, bevor diese
ihre schadigende Wirkung entfalten kdnnen. [28, 29]

Diese Eigenschutz-Mechanismen des Korpers konnen die Zeit, die jemand ohne Schéden in
der Sonne verbringen kann, nur auf bestimmte Zeit verlangern. Zudem tritt die Schutzwirkung
nicht sofort ein. So kommt es bei anhaltender oder hoher UV-Exposition nach 6 bis 24 h
zunachst zu einer Erythembildung [30]. Die UV-Strahlung induziert Gber Mediatoren wie
Histamin, Prostaglandin und Zytokine eine Entziindungsreaktion mit Geféalierweiterungen,
Rubor und Uberwarmung durch verstarkte Durchblutung [31]. Die Schwere eines
Sonnenbrands ist abhangig von der Gesamtenergie des Sonnenlichts, der die Hautareale
ausgesetzt waren [32], sowie vom Hauttyp der betroffenen Person [33].

Auf langfristige UV-Exposition reagiert die Haut mit strukturellen und funktionellen
Schédigungen. Diese lichtbedingte Hautalterung zeigt sich durch Falten, Hyperkeratosen,
Hyperpigmentierungen und einen Elastizitatsverlust. UV-A-Strahlung dringt bis in die Dermis
und schédigt u.a. durch Aktivierung von Metalloproteasen die Kollagenfasern sowie die
Mikrozirkulation der Haut. Dies kann zu einer permanenten Erweiterung von kleinen
BlutgeféaRen fiihren, die als Teleangiektasien zu sehen sind. [34] UV-Exposition ist ein
entscheidender Risikofaktor bei der Entstehung von malignem und nicht-malignem Hautkrebs
[35, 36]. UV-B-Strahlung kann direkte DNA-Schaden wie Pyrimidin-Dimerisierungen
verursachen. Je mehr dieser DNA-Schdden auftreten, umso hoher wird die
Wahrscheinlichkeit, dass zellulédre Reparaturmechanismen wie die Nukleotid-/Basen-

Exzisions-Reparatur versagen, und geschadigte DNA repliziert wird. [37, 38] Dieser



Mechanismus wird oft durch UV-induzierte Mutationen im Tumorsuppressor p53 verstarkt
[39]. UV-A-Strahlung hat eine indirekte kanzerogene Wirkung: Sie wird von intrazelluléren
Chromophoren absorbiert. Durch die Anregung dieser Atome kommt es zur Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS). Diese kénnen Uber die Modifikation von Basen DNA-Schaden
verursachen. [40] Auch die immunsuppressiven Eigenschaften von UV-Strahlung, z.B. die
Reduktion der Langerhans-Zellen und eine vermehrte Zytokin-Produktion, tragen zur
Kanzerogenese bei [41, 42].

Es l&sst sich zusammenfassen, dass die hauteigenen Schutzmechanismen oft nicht ausreichen,
um UV-induzierte Schaden zu vermeiden. Die Inzidenz von Hautkrebs ist in den letzten
Jahrzehnten weltweit stetig gestiegen [43, 44]. Mdgliche Grunde dafiir sind das moderne
Schénheitsideal eines gebraunten Kérpers, vermehrtes Reisen, sowie die steigende
Lebenserwartung, aber auch eine vermehrte Detektion durch préventive Screening-
Programme [45]. In manchen Regionen kénnte auch die Reduktion der Ozonschicht dazu
beigetragen haben [1].

In Deutschland erkrankten laut Robert-Koch-Institut (RKI) im Jahr 2016 23.200 Menschen
am Malignem Melanom der Haut und rund 230.000 Menschen erstmalig an nicht-
melanotischem Hautkrebs. Seit den 1970er Jahren hat sich die Inzidenz des malignen
Melanoms mehr als verfunffacht, und auch fir hellen Hautkrebs ist von einem deutlichen
Anstieg der Erkrankungsh&ufigkeit in den letzten Jahrzehnten auszugehen. Der wichtigste
exogene Risikofaktor fur malignen und nicht-melanotischem Hautkrebs ist UV-Strahlung.
[46, 47]

1.3. Der Lichtschutzfaktor (LSF) von Sonnencreme

Um sich vor akuten Entzundungsreaktionen und langfristig vor Hautkrebs zu schutzen, wird
empfohlen, die Mittagssonne zu meiden, protektive Kleidung zu tragen, und
Sonnenschutzmittel zu verwenden [48]. Die Effektivitat eines Sonnenschutzmittels muss
dabei quantifizierbar sein. Je nach Auswahl und Menge der verwendeten UV -Filter [49], der
Trégersubstanz [50, 51] und der F&higkeit des Produkts einen kontinuierlichen Film auf der
Haut zu bilden [52], hélt die Schutzwirkung unterschiedlich lange vor.

Nachdem der Chemiker Franz Greiter 1962 begonnen hatte, Sonnenschutzmittel zu
verkaufen, denen er einen Lichtschutzfaktor (LSF) zugeordnet hatte, fiihrte die US Food and
Drug Administration (FDA) 1978 erstmals eine standardisierte Methode zur Bestimmung des

LSF ein [53]. Dabei ist der LSF ein relatives MaR dafir, wie viel langer sich eine Person



durch Anwendung von Sonnenschutzmitteln der Sonne aussetzten kann, ohne dabei ein
Erythem auszubilden, als dies allein durch die individuelle Eigenschutzzeit méglich wére
[54]. Urspringlich ist natirliches Sonnenlicht fir die LSF Bestimmung verwendet worden.
Da die Intensitit von Sonnenlicht jedoch stark von der Jahres- und Uhrzeit, wie auch von der
Messposition auf der Erde abhangig ist, ist man bald zur Verwendung von Sonnensimulatoren
ubergegangen, um LSF-Testungen unter standardisierten Bedingungen im Labor zu
ermdglichen. [53] Dabei wird heutzutage in der Regel eine Xenonbogenlampe verwendet. Fir
jede Testperson wird die Hautrotungsschwelle, auch minimale Erythemdosis (MED),
bestimmt. Jedes Produkt wird dabei an mindestens 10 Proband*innen getestet und ein
Mittelwert berechnet. Da es hauptsachlich UV-B-Strahlung ist, die eine Erythembildung
verursacht, bleibt die UV-A-Strahlung dabei weitgehend unberticksichtigt [55].

In Deutschland gelten Sonnenschutzmittel als Kosmetika und unterliegen der européischen
und der ergédnzenden deutschen ,,Verordnung iiber kosmetische Mittel* [56, 57]. Fir die
Bestimmung des LSF gilt die Richtlinie der International Organisation for Standardization
(1SO), in der das Bestrahlungsspektrum (290 - 400 nm), Endpunkte, sowie Kriterien zur
Auswahl von Testpersonen genau definiert sind, um Unterschiede zwischen verschiedenen
Testlaboren moglichst gering zu halten. [54] Das in-vivo Verfahren fur die Bestimmung des
LSF ist schon lange umstritten, da die Proband*innen dabei den UV-Strahlen ausgesetzt sind,
vor denen Sonnenschutzmittel sie ja eigentlich schiitzen sollen. So hat die Europdische
Kommission bereits 2006 zur Entwicklung eines nicht-invasiven Verfahrens aufgerufen [58].
Das Sortiment an Sonnenschutzmitteln weitet sich ferner weiter aus. Es werden stetig
Produkte mit immer hoheren LSFs und verbesserter Wasserfestigkeit entwickelt, aber auch
spezielle Praparate fur S&uglinge, Kinder und Menschen mit Hautkrankheiten hergestellt [59].
Zusétzlich missen neue umweltfreundliche UV-Filter entwickelt werden. In ersten
Urlaubsregionen sind Octinoxat und Oxybenzon, die in 70 bis 80 % aller Sonnenschutzmittel
enthalten sind, aufgrund ihrer potentiell schadlichen Wirkung auf Korallenriffe verboten
worden [60]. Dabei muss fiir jedes neue Produkt der LSF mit dem MED-basierten Verfahren
bestimmt werden.

In den vergangenen Jahrzehnten sind zahlreiche Bemihungen unternommen worden, um ein
in-vitro Verfahren fir LSF-Testungen zu entwickeln. Dafur wurden Versuche mit
unterschiedlichen Substraten gemacht, die der menschlichen Haut in ihren optischen und
physikalisch-chemischen Eigenschaften mdglichst nahekommen. Oft wurden aufgeraute
Polymethylmethacrylat (PMMA)- oder Quartz-Platten, Mause-Epidermis, Transpore™ und

Vitro-Skin® verwendet. [61, 62] Keine dieser Methoden zur Bestimmung des LSF konnte sich



bis jetzt durchsetzen [63]. Zwar entsprach die Form der Absorptionskurve der der
Sonnenschutzmittel; jedoch wurde das eigentliche Absorptionsniveau teils zu hoch und teils
zu niedrig eingeschatzt. Dieses ist namlich stark abhéngig von einer makroskopisch und
mikroskopisch homogenen Verteilung des Sonnenschutzmittels [50, 64]. Zwei
Sonnenschutzmittel mit den gleichen UV-Filtern, aber unterschiedlicher Galenik kénnen
deshalb verschiedene LSF aufweisen. Bisher konnte kein kiinstliches Substrat die Interaktion
zwischen der menschlichen Haut und der grof3en Vielfalt existierender Sonnenschutz-
Formulierungen addquat imitieren [53].

Fir die Bestimmung des UV-A-Schutzes (UVA-PF) hat sich hingegen ein in-vitro Verfahren
mit aufgerauten PMMA-Platten durchgesetzt [65]. Dieses setzt jedoch die Kenntnis des LSF
voraus. Wahrend der LSF die Effektivitat eines Sonnenschutzmittels gegeniiber UV-B-
Strahlung bestimmt, gibt der UVA-PF die Schutzwirkung gegentiber UV-A-Strahlung an. Der
Anteil an UVA-PF muss, entsprechend den Richtlinien der europdischen Kommission, in
kommerziellen Sonnenschutzmitteln mindestens ein Drittel betragen [66]. UV-A hat zwar im
Vergleich zu UV-B einen sehr geringen Anteil an der Entstehung von Sonnenbrand [55],
verursacht aber wie in 1.2. erldutert eine lichtbedingte Hautalterung und wirkt indirekt
kanzerogen. Im Rahmen des in-vitro Verfahrens zur Bestimmung des UV-PFs wird zundchst
ein Absorptionsspektrum ermittelt. Um das eigentliche Absorptionsniveau zu bestimmen, das
sich wie oben erléutert auf Substraten nicht zuverldssig messen lasst, wird der anhand des in-
vitro Spektrums berechnete LSF so skaliert, dass er dem in-vivo gemessenem LSF entspricht
[65].

1.4. Diffuse Reflexionsspektroskopie (DRS)

Ebenfalls zur Bestimmung des UVA-PFs wurde von Gillies et al. ein in-vivo Ansatz mittels
diffuser Reflexionsspektroskopie (DRS) vorgestellt [67]. Dabei wird das von der Haut
reflektierte Licht vor und nach dem Auftragen eines Sonnenschutzmittels verglichen, sodass
ein Absorptionsspektrum im UV-A-Bereich erstellt werden kann. Ruvolo et al. zeigten 2009
mit einem BestimmtheitsmaB R?= 0,99 eine sehr gute Korrelation zwischen dem DRS-Ansatz
und Referenzmethoden [68]. Im UV-B-Bereich wird viel Licht von Proteinen und DNA in der
Epidermis absorbiert, sodass eine nur schwer detektierbare Menge an Licht reflektiert wird
[69]. Deshalb entwickelten Ruvolo et al. 2014 einen Hybrid-Ansatz (HDRS): Dabei wird die
Form der UV-B-Absorptionskurve in-vitro bestimmt und anschlieRend skaliert, sodass sie an
die in-vivo DRS-Ergebnisse geknupft werden kann. [70] Mithilfe von HDRS kann also der



LSF und der UVA-PF durch eine nicht-invasive Messung direkt auf der menschlichen Haut
bestimmt werden. Mittlerweile haben auch Rohr et al. 2018 und Cole et al. 2019 HDRS-

Ansatze mit sehr guter Korrelation zu Referenzmethoden verdffentlicht [71, 72].

1.5. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, ein neues DRS-Verfahren zu entwickeln, bei dem die in-vivo
Messungen nicht wie bisher mit zwei Monochromatoren oder einem Polychromator, sondern
mit einer multi-lambda-Leuchtdioden (LED)-Lichtquelle durchgefiihrt werden. Daraus
ergeben sich mehrere Vorteile: LEDs kdnnen gepulst betrieben werden und erlauben es, das
UV-A- und das UV-B-Spektrum getrennt voneinander zu adjustieren. Zudem kann der
Gerateaufbau sehr kompakt gehalten werden.

Gepruft wurde, ob sich das multi-lambda-LED-Gerat zur Bestimmung des LSF und des UVA-
PFs von Sonnenschutzmitteln eignet. Dabei wurden sowohl verschiedene Varianten der

Anwendung des HDRS-Verfahrens, aber auch die reinen in-vivo Ergebnisse untersucht.

2. Methoden

2.1. DRS-Aufbau

Das DRS-Gerét verfigt Gber eine multi-lambda-LED-Lichtquelle, die sich aus 8 LEDs mit
Wellenlangen von 290 bis 400 nm zusammensetzt. Das ausgesendete Licht durchquert die
Sonnencremeschicht auf der Hautoberflache, wird in den oberen Schichten der Epidermis
zerstreut und zurtickgeworfen, wobei es erneut durch die Sonnencreme tritt. Das reflektierte
Licht wird von einer Glasfasersonde aufgenommen, die simultan an sieben verschiedenen
Messpositionen mit jeweils zwei verschiedenen Erfassungsabstianden, also insgesamt mit 14
Kanalen, arbeitet, siehe Abbildung 1. Zur Detektion des reflektierten Lichts dient ein
Spektrograph mit 84-Kanélen. Der Aufbau des DRS-Gerdts ist in Abbildung 2 dargestellt. Um
eine hohe Bestrahlung an Positionen mit hoher Reflexion zu verhindern, wurde an jeder
Messposition die optimale Belichtungszeit (max. 4s) durch eine kurze Probemessung
bestimmt. Die effektive Erythemdosis war dabei insgesamt auf unter 30 J/m? beschrénkt. Das
entspricht einer relativen Dosis von etwa 0,2 der MED bei Hauttyp | [33, 73]. Werden vier
Sonnenschutzmittel an einem Probanden getestet, betragt die Gesamtdosis 160 mJ und die

bestrahlte Hautoberflache etwa 22 mm?. Die gewahlten LED-Einstellungen, und somit auch
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das gesamte UV-Bestrahlungsspektrum, stellten ein optimales Signal-Rausch-Verhaltnis
sicher. Da das reflektierte Licht zweimal durch die Sonnencremeschicht tritt, wurde aus den
Reflexionswerten die Quadratwurzel gezogen, um eine transmissionsahnliche Wichtung der
Werte vorzunehmen. Die Reflexionswerte mit und ohne Sonnencreme wurden jeweils tber
alle Messpositionen gemittelt, um flr jedes Testprodukt und jede Testperson ein robustes
durchschnittliches Transmissionsspektrum zu erhalten. Jenes wurde anhand folgender
Gleichung berechnet, in der R flr die diffuse Reflexion nach dem Auftragen des Testprodukts

und Ro flr die diffuse Reflexion vor dem Auftragen des Testprodukts steht:

TA) = |= (1)

Ro

Abbildung 1: Glasfasersonde mit 7 Messpositionen.

Aus Wiora, G.R., Carina; Lademann, Jiirgen; Schanzer, Sabine; Kobylinski, Susanna; Throm, Carolin; Karrer,
Hans; Khazaka, Georg; Meinke, Martina C, Development of a fast non-invasive in vivo measurement of UVA-PF
and SPF with new Diffuse Reflectance Spectroscopy device. IFSCC.[74].

multi-lambda-LED-
Lichtquelle

e

Glasfasersonde
SpektrOgraph mit 7 Messpositionen

Abbildung 2: Aufbau des multi-lambda-LED-Gerats.

Nach Throm, C. M.; Wiora, G.; Reble, C.; Schleusener, J.; Schanzer, S.; Karrer, H.; Kolbe, L.; Khazaka, G.;
Meinke, M. C.; Lademann, J. ,, In vivo sun protection factor and UVA protection factor determination using
(hybrid) diffuse reflectance spectroscopy and a multi-lambda-LED light source *“; Journal of Biophotonics, 2020
[75].
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2.2. In-vivo Messungen

Dem Studiendesign wurde von der Ethik-Kommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin
zugestimmt (EA1/161/18). Jedes Testprodukt wurde mit zehn Proband*innen untersucht.
Diese wurden entsprechend der VVorgaben aus der 1SO 24444 - Richtlinie [54] ausgewahlt. So
wurden Personen im Alter von 18 bis 70 Jahren eingeschlossen, die Hauttyp I, 11 oder 111 [33]
haben, keine disqualifizierenden Hauterkrankungen wie Pigmentstérungen aufweisen, und auf
dem Rucken ungebrdunt sind. Alle Proband*innen haben im Vorfeld ihre schriftliche,
informierte Einwilligung zur Teilnahme an der Studie gegeben. VVor jeder Messreihe wurde
das DRS-Gerét kalibriert, um eine gleichmafige Lichtemission sicherzustellen. Pro
Testperson wurden vier Sonnenschutzmittel gemessen. Auf jedem Testfeld a 10x10 cm
wurden fiinf native Messungen durchgefiihrt. Es wurde eine Auftragsmenge von 2,0 mg/cm?
verwendet. Nach einer Einwirkzeit von 25 bis 30 min wurden je 20 Messungen pro Testfeld
vorgenommen. Es zeigten sich wahrend und nach der Durchfiihrung der Messungen keine

Veranderungen auf dem Rucken der Proband*innen.

2.3. HDRS-Berechnung und Photodegradation

Die in-vitro Daten wurden vom Hersteller der Sonnenschutzmittel zur Verfligung gestellt.
Im Rahmen der Datenanalyse wurden verschiedene Varianten des HDRS-Verfahrens
untersucht. Dabei wurde die Wellenlange variiert, bei der die in-vitro und in-vivo Spektren
miteinander verknipft wurden und verschiedene Methoden zur Berticksichtigung der
Photodegradation verglichen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird hier zunachst nur das
Verfahren mit den stabilsten Ergebnissen und der besten Ubereinstimmung der LSF-Werte
zur Referenzmethode detailliert dargestellt. Dabei erfolgt die Verkniipfung des in-vivo
Spektrums mit dem in-vitro Spektrum der nicht photogealterten Creme zwischen 320 und 330
nm und die Photodegradation wird anschlief’end durch eine spektral abhangige
Alterskorrektur berticksichtigt. Fur die anderen HDRS-Varianten siehe Tabelle 2.

Die in-vivo Transmissionswerte Tors(A) werden zwischen den Wellenlangen 320 und 330
nm durch die entsprechenden Transmissionswerte des in-vitro Spektrums der nicht
photogealterten Creme geteilt, womit der Skalierungsfaktor Crprs’, bestimmt wird. Der
Skalierungswert Chprs’o ist das arithmetische Mittel dieser 11 Skalierungsfaktoren CHprs’s..

Die Transmissionswerte Temma(A) zwischen den Wellenldangen 290 und 320 nm werden mit
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dem Skalierungswert Cxprs’o multipliziert und mit den Transmissionswerten Tprs(A)
zwischen 321 und 400nm zusammengefiigt, sodass sie das Transmissionsspektrum Trprs())
formen, das die Wellenlangen 290 und 400 nm (THbrs(A)290-400nm) abdeckt. In Abbildung 3
sind die einzelnen Schritte des HDRS-Verfahrens optisch aufbereitet.

Um die Photodegradation des Testprodukts zu beriicksichtigen, werden die in-vitro
Transmissionswerte nach der Bestrahlung T’pmma()) durch die in-vitro Transmissionswerte
vor der Bestrahlung Temma()) auf jeder Wellenlédnge zwischen 290 und 400 nm einzeln
geteilt. Daraus ergibt sich ein wellenlangen-abhéngiger Skalierungsfaktor fur die
Photodegradation Cpp’(A).

Trprs(L)290-200 nm Wird mit Cep’(A) multipliziert, bevor der SPFHprs anhand der folgenden
Formel (2) berechnet werden kann. Dabei ist E(L) = Erythem-Wirkungsspektrum, I(A) =
spektrale Bestrahlungsstérke nach 1SO 24443 , T’(A) = Transmission nach Bestrahlung und

Tpors(A)290-400 nm, und d(1) = Wellenlangenintervall.

fx=4oo
— A =290
SPF = % =400

fx=290

EQI()dA

)

EQ)IQ)Tr(A)dA

§ 1t
%_
1=
=]
w
=]
< 05
— == in-vivo Spektrum A
----- in-vitro Spektrum der nicht photogealterten Creme (1) *d
in-vitro Spektrum der photogealterten Creme (2)
0 — — —in-vitro Spektrum (1) verkniipft mit in-vivo Spektrum
e SPF-HDRS-LED
_05 L 1 1 L | 1 -
280 300 320 340 360 380 400

Wellenlange in nm

Abbildung 3: Das in-vitro Spektrum vor der Bestrahlung (orangene, dicke, gepunktete Linie) wird
zwischen den Wellenldngen 320 und 330 nm auf das Absorptionsniveau des in vivo Spektrums
gehoben (blaue, gestrichelt-gepunktete Linie), sodass die violette, gestrichelte Linie entsteht. Um die
Photodegradation zu berticksichtigen, wird ein Skalierungsfaktor, der mithilfe der in vitro Spektren

vor und nach der Bestrahlung (gelbe, dinne, gepunktete Linie) berechnet wird. So kann der LSFprs -
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LED (grine, kontinuierliche Linie) bestimmt werden. Dies wird hier fiir eine Lotion mit LSF 30
gezeigt.

Abbildung und Text Ubersetzt aus Throm, C. M.; Wiora, G.; Reble, C.; Schleusener, J.; Schanzer, S.; Karrer, H.;
Kolbe, L.; Khazaka, G.; Meinke, M. C.; Lademann, J. ,, In vivo sun protection factor and UVA protection factor
determination using (hybrid) diffuse reflectance spectroscopy and a multi-lambda-LED light source “; Journal of
Biophotonics, 2020 [75].

2.4. Testprodukte

Es wurden 11 kommerziell verfligbare Testprodukte untersucht, die die Vielfalt des Angebots
an Sonnenschutzmitteln abbilden sollten. Die Produkte hatten einen LSF zwischen 12 und 73
und einen UVA-PF zwischen 5,8 und 36,6 und unterschieden sich auch in ihrer
Photostabilitat. Unter den Sonnenschutzmitteln waren Lotionen, Sprays, Produkte ohne
physikalische Filter und ein Produkt mit Titandioxid (nano) und Zinkoxid. Siehe dazu auch
Tabelle 1. Sowohl die Testprodukte als auch die Testprotokolle von zertifizierten

Testinstituten wurden vom Hersteller zur Verfligung gestellt.

3. Ergebnisse

Die LSF- und UVA-PF-Werte, die mithilfe des multi-lambda-LED-Gerats bestimmt worden
sind, wurden mit Referenzwerten von zertifizierten Testinstituten verglichen. Siehe dazu
Abbildung 4 und 5. Die lineare Einfachregression ohne Interzept von den LSF-
Referenzwerten auf die LSFHprs-LED-Werte hat eine Steigung von 1,43 und R? = 0,86. Die
lineare Einfachregression ohne Interzept von den UVA-PF-Referenzwerten auf die UVA-PF-
LED-Werte hat eine Steigung von 1,29 und R? = 0,92. Die Fehlerbalken der Referenzwerte
entsprechen dem maximalen Standardfehler von 17%, der laut 1SO 24444 [54] zuléssig ist.
Die Fehlerbalken der UVA-PF-LED- und LSFHprs-LED-Werte entsprechen der
Standardabweichung (n = 10).
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Abbildung 4: Korrelation der LSFrprs-Werte, die mithilfe des multi-lambda-LED-Gerats bestimmt
worden sind, und den LSF-Referenzwerten, die von Testinstituten mit der MED-basierten Methode
gemessen worden sind. Die Fehlerbalken der Referenzwerte entsprechen einem maximalen
Standardfehler von 17%. Die Fehlerbalken der LSFnprs-LED-Werte entsprechen der
Standardabweichung (n = 10).

Abbildung und Text Ubersetzt aus Throm, C. M.; Wiora, G.; Reble, C.; Schleusener, J.; Schanzer, S.; Karrer, H.;
Kolbe, L.; Khazaka, G.; Meinke, M. C.; Lademann, J. ,, In vivo sun protection factor and UVA protection factor

determination using (hybrid) diffuse reflectance spectroscopy and a multi-lambda-LED light source“; Journal of
Biophotonics, 2020 [75].
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Abbildung 5: Korrelation der UVA-PF-Werte, die mithilfe des multi-lambda-LED-Gerats bestimmt
worden sind, und den UVA-PF-Referenzwerten, die von Testinstituten nach 1SO 24443 [65] bestimmt
worden sind. Die Fehlerbalken der Referenzwerte entsprechen einem maximalen Standardfehler von
17%. Die Fehlerbalken der UVA-PF-LED-Werte entsprechen der Standardabweichung (n = 10).
Abbildung und Text Ubersetzt aus Throm, C. M.; Wiora, G.; Reble, C.; Schleusener, J.; Schanzer, S.; Karrer, H.;

Kolbe, L.; Khazaka, G.; Meinke, M. C.; Lademann, J. ,, In vivo sun protection factor and UVA protection factor
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determination using (hybrid) diffuse reflectance spectroscopy and a multi-lambda-LED light source*; Journal of
Biophotonics, 2020 [75].

In Tabelle 1 sind alle Testprodukte mit ihren Referenzwerten und den UVA-PF-LED- und

LSFrprs-LED-Werten zusammengefasst.

Tabelle 1: Die getesteten Sonnenschutzmittel mit ihren LSFuprs-LED und UVA-PF-LED, wie auch den

Referenzwerten. Ubersetzt aus Throm, C. M.; Wiora, G.; Reble, C.: Schleusener, J.; Schanzer, S.; Karrer, H.;

Kolbe, L.; Khazaka, G.; Meinke, M. C.; Lademann, J. ,, In vivo sun protection factor and UVA protection factor

determination using (hybrid) diffuse reflectance spectroscopy and a multi-lambda-LED light source “, Journal of
Biophotonics, 2020 [75].

Sonnenschutzmittel | Type of | UV-Filter Referenz-LSF LSF +/-SD* | Referenz- UVA-PF  +/-SD*
Nr. formulation des gemessen mit dem | UVA-PF des | gemessen mit dem
rezeptur Testinsituts (n, | multi-lambda- Testinsituts multi-lambda-
Zahl der | LED-Gerét, LED-Gerét,
Testpersonen) korrigiert auf korrigiert auf
Photodegradation Photodegradation
1 O/W Lotion | Organisch 12 (n=10) 24,6+/-3,8 5,8 10,3 +/-1,3
2 O/W Lotion | Organisch 12 (n=10) 26,2+/-6,7 6 10,6+/-2,1
3 O/W Spray Organisch 21 (n=11) 41.6+/-7,2 12,2 17,0+/-2,6
4 O/W Lotion | Organisch 26 (n=10) 46,4+/-13,8 12,1 18,8+/-4,2
5 Ol-Spray Organisch 30,4 (n>10) 34,0+/-6,4 17,4 15,64/-3,2
6 O/W Lotion | Titandioxid | 31,4 (n=11) 30,8+/-7,8 11,8 12,3+/-3,1
(nano) und
Zinkoxid
7 O/W Lotion | Organisch 39 (n=10) 54,9+/-14,0 12,7 17,0+/-2,7
8 O/W Spray Organisch 39 (n=10) 68,1+/-15,4 17,4 20,9+/-3,4
9 O/W Lotion | Organisch 64 (n =10) 102,9+/-16,2 24,2 30,5+/-3,4
10 O/W Spray Organisch 64 (n =10) 86,7 +/-26,9 24,2 28,1+/-7,0
11 O/W Lotion | Organisch 73 (n=10) 93,0+/-15,7 36,6 52,2+/-6,5

*Standardabweichung

Neben den LSFrprs-LED-Werten wurden auch die reinen in-vivo LSF-LED-Werte mit den

Ergebnissen der Testinstitute verglichen. Die lineare Einfachregression ohne Interzept von
den LSF-Referenzwerten auf die LSF-LED-Werte hat eine Steigung von 1,41 und R? = 0,78

fir Sonnenschutzmittel mit einem LSF < 26, wie in Abbildung 6 zu sehen ist. Werden nur
Proband*innen (n = 2 - 4) mit Hauttyp | beriicksichtigt, ist R> = 0,9.
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Abbildung 6: Korrelation der in-vivo LSF-Werte, die mithilfe des multi-lambda-LED-Gerats
bestimmt worden sind, und den LSF-Referenzwerten der Testinstitute fiir die Testprodukte mit LSF <
26. Die Fehlerbalken der Referenzwerte entsprechen einem maximalen Standardfehler von 17%. Die
Fehlerbalken der LSF-LED-Werte entsprechen der Standardabweichung (n = 10).

Abbildung und Text Ubersetzt aus Throm, C. M.; Wiora, G.; Reble, C.; Schleusener, J.; Schanzer, S.; Karrer, H.;
Kolbe, L.; Khazaka, G.; Meinke, M. C.; Lademann, J. ,, In vivo sun protection factor and UVA protection factor

determination using (hybrid) diffuse reflectance spectroscopy and a multi-lambda-LED light source “; Journal of
Biophotonics, 2020 [75].

4. Diskussion

4.1. Berechnungsmethoden fiir das HDRS-Verfahren

Wie in 2.3. erwahnt, wurden im Rahmen der Datenauswertung verschiedene
Berechnungsmethoden fur das HDRS-Verfahren verglichen. Das Hybridspektrum wurde aus
dem in-vivo Spektrum und alternativ dem in-vitro Spektrum der photogealterten oder der
nicht photogealterten Creme zusammengesetzt. Die Adaptierung erfolgte in den
Wellenlangenbereichen von 320 - 330 nm oder von 340 - 350 nm. Es wurden auch
verschiedene Ansétze flr die Alterungskorrektur untersucht: In einer ersten Variante wurde
die Photodegradation nicht berticksichtigt, in einer zweiten wurde der Ratio of
Photodegradation (RPD) nach Rohr et al. [71], also ein Alterungsfaktor aus dem Verhaltnis
zwischen den in-vitro Spektren der photogealterten und der nicht photogealterten Creme,
berechnet. Eine dritte Variante stellte die Bestimmung eines Wellenldngen-abhangigen

Skalierungsfaktors (C), siehe 2.3., dar. Dieser wurde sowohl fiir die Absorption als auch fir
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die Transmission berechnet. BestimmtheitsmaRe flr alle diese HDRS-Varianten sind in
Tabelle 2 zusammengefasst.

Wird die individuelle Photodegradation eines Sonnenschutzmittel nicht bei der Bestimmung
seines LSFs berucksichtigt, kann es dazu kommen, dass seine Schutzwirkung Gberschétzt
wird. Daher ist eine Alterungskorrektur im HDRS-Verfahren notwendig. Die validesten
Ergebnisse mit guter Ubereinstimmung der LSF-Werte zur Referenzmethode wurden mit dem
in 2.3. erléuterten Ansatz erzielt. Anders als in anderen Varianten blieb das Bestimmtheitsmal
hier recht stabil, wenn einzelne Testprodukte in die Berechnung der Korrelation eingefiigt
oder aus der Berechnung herausgenommen wurden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
das multi-lambda-LED-Gerét fiir die Bestimmung des LSFrprs und des UVA-PFs geeignet

ist. Ein externes Gerét, um die Photoalterung zu bestimmen, ist jedoch notwendig.

Tabelle 2: BestimmtheitsmaRe flr verschiedene HDRS-Varianten gegenuiber den Referenzwerten. Der
fett gedruckte Wert gehért zu dem von uns gewahlten Ansatz.

Tabelle und Text Ubersetzt aus Throm, C. M.; Wiora, G.; Reble, C.; Schleusener, J.; Schanzer, S.; Karrer, H.;
Kolbe, L.; Khazaka, G.; Meinke, M. C.; Lademann, J. ,, In vivo sun protection factor and UVA protection factor
determination using (hybrid) diffuse reflectance spectroscopy and a multi-lambda-LED light source“; Journal of
Biophotonics, 2020 [75].

Ohne Alterung | Alterung mit RPD Wellenldngen-abhéngige Alterung (C)
In-vitro Pr&-UvV | Post- Pra-UV | Post-UV | Pr&-UV in-vitro Daten Post-UV in-vitro Daten
Spektrum, das | in-vitro | UV in- | in-vitro | in-vitro
fur das Daten vitro Daten Daten
HDRS- Daten
Spektrum
verwendet
wird
Spektrum, das Basierend | Basierend | Basierend | Basierend
fur das auf Ab- auf Trans- | auf Ab- auf Trans-
HDRS- sorptions- | missions- sorptions- | missions-
Spektrum und werten werten werten werten
die Alterung
verwendet
wird
320-330nm | 0,81 0,76 0,76 0,81 0,88 0,86 0,85 0,83
340-350nm | 0,8 0,78 0,55 0,79 0,78 0,79 0,84 0,84

4.2 Vergleich des LSFHprs-LED-Verfahrens mit der MED-basierten Referenzmethode

In erster Linie liegt der VVorteil des LSFrprs-LED-Verfahrens gegentiber der MED-basierten
Referenzmethode darin, dass dadurch nicht-invasive Messungen direkt auf der menschlichen

Haut moglich sind. So kann die Interaktion zwischen Sonnenschutzmittel und Haut zumindest
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im UV-A-Bereich unverfélscht beurteilt werden, ohne eine Erythembildung bei den
Testpersonen zu provozieren. Das macht auch die Beurteilung der MEDs hinféllig. Das
,»MED reading® ist ein Soft Skill, der einerseits aufwéndig trainiert werden muss und
andererseits als mogliche Ursache daftr diskutiert wird, dass Testprodukte je nach
Untersucher mit unterschiedlichen SPF-Werten beziffert werden [76, 77]. Einige
kommerzielle Sonnenschutzmittel enthalten UV-Filter mit anti-inflammatorischen
Eigenschaften, sodass die Hautrotungsschwelle erhéht wird. Dies kann bei der MED-basierten
Bestimmung des LSF zu einer Uberschatzung der Schutzwirkung des Testprodukts fiihren.
[78] Biologische Reaktionen der Haut haben keinen Einfluss auf DRS-Messungen; daher
besteht diese Mdglichkeit im Rahmen des LSFrprs-LED-Verfahrens nicht. Auch unter
praktischen Gesichtspunkten bietet das LSFHprs-LED-Verfahren einen groRen Vorteil: Nach
dem Auftragen und dem Einwirken des Testprodukts dauern die in-vivo Messungen fur ein
Sonnenschutzmittel, unabhangig von dessen Formulierung, nur etwa 15 min. Vier
Testprodukte kdnnen insgesamt in etwa 1h 40 min untersucht werden. Dagegen muss bei der
MED-basierten Methode allein fur die Erythemantwort 16 bis 24h lange abgewartet werden
[54].

Mit einer relativen Dosis von 0,2 MED bei Hauttyp I bietet die LSFHprs-LED-Methode
folglich ein nicht-invasives, schnelles Verfahren zur Bestimmung des LSF, das eine gute

Korrelation (R?= 0,86) mit der Referenzmethode zeigt.

4.3. Vergleich des LSFrprs-LED-Verfahrens (Throm et al.) mit anderen HDRS-Verfahren

In Tabelle 3 werden die Charakteristika der verschiedenen HDRS-Verfahren von Ruvolo et al.
[70], Rohr et al. [71], Cole et al. [72] und Throm et al. [75] gegenlibergestellt. Ein
wesentlicher Unterschied ergibt sich aus dem gewahlten Testsystem: Ruvolo et al. und Rohr
et al. verwenden zwei (Doppel-)Monochromatoren. Daraus ergibt sich ein teurer, komplexer
Aufbau. Das Messspektrum wird sequentiell aufgenommen. Das kostet mehr Zeit, als wenn
das gesamte Spektrum, wie bei Cole et al. und Throm et al., auf einmal aufgezeichnet wird.
Um Streulicht zu unterdriicken, wird ein hohes MaR an Filtration angewandt. Dies kann zu
einem Signalverlust beitragen [72]. Das multi-lambda-LED-Gerat bietet eine hohe spektrale
und zeitliche Flexibilitat. Die Belichtungsintensitat und -dauer kann je nach Zielsetzung
angepasst werden. Auch die einzelnen LEDs kdnnen adjustiert oder herausgenommen
werden, um Wellenlangenbereiche auszuklammern oder zu tunen. Dies konnte z.B. hilfreich

sein, um bestimmte Wellenldngen-abhangige Eigenschaften von Sonnenschutzmitteln zu
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untersuchen. Bei Cole et al. werden keine in-vivo Messdaten im UV-B-Bereich gesammelt.

Bei den anderen HDRS-Ansétzen wird das in 1SO 24444 [54] vorgeschriebene Spektrum von
290 bis 400 nm abgedeckt.
Alle Ansétze zeigen eine hohe Korrelation mit der Referenzmethode. Dies kdnnte erwarten

lassen, dass LSF-Testungen in Zukunft nicht mehr MED-, sondern HDRS-basiert

durchgefuhrt werden kénnten.

Tabelle 3: Die HDRS-Verfahren im Vergleich.

Ruvolo et al. [70] (2014)

Rohr et al. [71] (2018)

Cole et al. [72] (2019)

Throm et al. [75]

(2020)
in-vivo | Licht- 450 Watt 450 Watt UV-A Sonnensimulator | multi-lambda-LED-
Aufbau | quelle Xenonbogenlampe Xenonbogenlampe Lichtquelle
Geréte- - Doppel-Monochromator - Monochromator zur - Photomultiplier - Spektrograph
aufbau zur Emission Emission - Lichtleitersonde (84-Kandle)
- Doppel-Monochromator - Monochromator zur - Glasfasersonde
zur Extinktion Extinktion
- Photomultiplier - Photomultiplier (-20°C
- Lichtleitersonde gekahlt)
- Lichtleitersonde
Mess- 290 - 400 nm; 290 - 405 nm; 320 - 400 nm 290 - 400 nm
spektrum in Schritten von 2 nm; in Schritten von 1 nm;
Integrationszeit: 100 ms Integrationszeit: 100 ms
Mes- 3 3 4 20
sungen
pro Test-
gebiet

in-vitro Verfahren

nach COLIPA Richtlinien
[66]; ohne Photoalterung

nach 1SO 24443 [65]

nach ISO 24443 [65]

in-vitro Daten
bezogen vom
Hersteller (dort
gemessen nach ISO
24443 [65])

Testpersonen pro 10 (Hauttyp I, I1, 111) 8-15 (Hauttyp I, 11, 111) 8-10 (Hauttyp I, 11, 111) 10 (Hauttyp I, II,

Testprodukt 1)

Testprodukte 17 (LSF 15,4 - 58,7) 80 (LSF 5 - 120) 10 (LSF 4 - 85; 11 (LSF 12 - 73;
UVA-PF 1,25 - 22) UVA-PF 5,8 - 36,6)

Verknlpfung der in- | 340 - 350 nm 340 - 350 nm 330 - 340 nm 320 - 330 nm

vivo und

in-vitro Spektren

HDRS-Verfahren Mithilfe eines Mithilfe eines Das in-vitro Spektrum Mithilfe eines

und

Photodegradation

Skalierungsfaktors wird das
in-vivo Spektrum mit dem
in-vitro der nicht
photogealterten Creme
Spektrum verkniipft. Eine
Alterskorrektur wird nicht
vorgenommen.

Skalierungsfaktors wird das
in-vivo Spektrum mit dem
in-vitro Spektrum der
photogealterten Creme
verkniipft. Aus den UVA-
PFs und SPFs, die sich pra-
und post-UV ergeben, wird
ein

Ratio of Photodegradation
(RPD) bestimmt. Mit
diesem wird das HDRS-
Spektrum multipliziert.

der nicht
photogealterten Creme
wird auf das Niveau des
in-vivo Spektrums
skaliert (320-400 nm).
Aus der Differenz der
UVA-PFs pra- und
post-UV wird ein
Photostability Factor
(PSF) bestimmt, mit
dem das skalierte in-
vitro Spektrum
Wellenlange fir
Wellenlange auf
Photodegradation
korrigiert wird.
Daraufhin wird es mit
dem in-vitro Spektrum
der photogealterten

Skalierungsfaktors
wird das in-vivo
Spektrum mit dem
in-vitro Spektrum
nicht der
photogealterten
Creme verkniipft.
Die Alterskorrektur
erfolgt mithilfe
eines Wellenlangen-
abhéngigen Faktors
(C), der aus den in-
vitro Spektren der
photogealterten und
der nicht
photogealterten
Creme berechnet
wird.

20




Creme (290-340 nm)

verknupft.
Korrelation mit LSF: R2= 0,98 LSF: R2=0,97 LSF: R2=0,97 LSF: R2= 0,86
Referenzmethoden UVA-PF: R?=0,98 UVA-PF: R?=0,98 UVA-PF: R?=0,92

4.4. Einordung der LSF-LED-Ergebnisse

Neben den LSFHprs-LED-Ergebnissen wurden auch die reinen in-vivo LSF-LED-Daten auf
Photodegradation korrigiert und mit der Referenzmethode verglichen. Dabei wurden fur
Sonnenschutzmittel mit LSF < 26, insbesondere bei Probanden mit Hauttyp I, gute Ergebnisse
erzielt, wobei die kleine Stichprobe an Testprodukten (n = 4) zu berticksichtigen ist. Dessen
ungeachtet stehen diese Ergebnisse in guter Ubereinstimmung mit friiheren Studien: So
zeigten DRS-Messungen mit einer Xenonbogenlampe auf Schweineohrenhaut, die eine hohe
Reflexion aufweist, iberwiegend eine gute Korrelation mit LSF-Referenzwerten [79]. Auch
mit einer einzelnen UV-B-LED wurden reine in-vivo Messungen zunachst auf
Schweineohrenhaut [80], dann bei Testpersonen (R? = 0,57) [81] durchgefiihrt. Mit dem
multi-lambda-LED-Gerét, das das volle UV-A- und UV-B-Spektrum abdeckt, sind nun viel
prazisere Messungen moglich. Es eignet sich fiir Versuche, bei denen nicht die absoluten
LSF-Werte untersucht werden, sondern deren Reproduzierbarkeit unter realen
Umweltbedingungen, so z.B. durch den Kontakt mit Wasser, Schmutz und Schweil3, aber
auch Reibung durch Kleidung [82]. Es kann auch bestimmt werden, ob Sonnenschutzmittel
gleichmalig verteilt sind [52], und welche Schutzeffekte sich durch eine Reapplikation
ergeben [83]. Die Laborbedingungen, unter denen die Bestimmung des LSF stattfindet,
unterscheiden sich in der Regel deutlich von der Anwendung der Verbraucher. So wird statt
der vorgesehenen 2 mg/cm? im Schnitt nur 0,39 - 1,0 mg/cm? des Produkts verwendet und die
Effektivitat der UV-Filter ist haufig durch eine inhomogene, liickenhafte Verteilung
zusétzlich eingeschrankt [84]. Daher wéren Untersuchungen dieser Art besonders hilfreich,
um zu bestimmen, in welchem Mal3e die Schutzwirkung der Produkte tberschatzt wird.

Fir die Entwicklung von neuen Sonnenschutzmitteln konnte es von Vorteil sein, dass sich
anhand der in-vivo Spektren die Interaktion zwischen Haut und Sonnenschutzmittel sowohl
im UV-A- als auch im UV-B-Bereich abbilden l&sst. Auch Unterschiede in der nativen
Reflexion von lichtexponierten und nicht exponierten Kérperregionen wéren ein interessanter
Untersuchungsgegenstand, um den Effekt von Eigenschutzmechanismen der Haut weiter zu
erforschen [85].
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Aus den LSF-LED-Ergebnissen kann geschlossen werden, dass ein nicht-invasives, reines in-
vivo Verfahren zur Bestimmung des LSF von Sonnenschutzmitteln grundsatzlich moglich ist.
Es sollte auch angestrebt werden, Produkte méglichst entsprechend ihrer spateren Anwendung
zu testen, im Fall von Sonnenschutzmitteln also auf der menschlichen Haut. Nur tiber ein
reines in-vivo Verfahren lassen sich die tatsdchlichen Schutzeffekte tber das gesamte
Wirkspektrum der Testprodukte aufzeichnen. Fir Sonnenschutzmittel mit LSF > 26 ist die
Menge an reflektiertem Licht jedoch zu gering, um LSF-Werte zuverléssig zu bestimmen.
Daher wird aktuell an einem multi-lambda-LED-Gerat gearbeitet, das uber eine Kuhlung

verfiigt, um noch kleinere Mengen an reflektiertem Licht detektieren zu kénnen.

5. Schlussfolgerung

Bei dem HDRS-Verfahren handelt es sich um eine schnelle, nicht-invasive Methode zur
Beurteilung des LSF von Sonnenschutzmitteln auf der menschlichen Haut. Das multi-lambda-
LED-Gerét bietet ein kompaktes und anpassungsfahiges Testsystem, um LSFHprs- und UVA-
PF-Werte zu bestimmen. Die Ergebnisse zeigen eine gute Korrelation mit der MED-basierten
Referenzmethode. Zusétzlich sind auch reine in-vivo Messungen im UV-A- und im UV-B-

Bereich moglich. Diese lassen sich zu Forschungszwecken verwenden.
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1 | INTRODUCTION

Skin cancer is the most common cancer worldwide and
incidences have been increasing steadily over the last
decades [1, 2]. Beside seeking shade and wearing protec-
tive clothing, applying sunscreen products is an impor-
tant strategy of photoprotection [3]. The efficacy of a
sunscreen product is dependent on the type and amount
of UV-filters [4], the vehicle of the product [5, 6], as well
as its quality to create a continuous film over the surface
of the skin [7]. Commercial sunscreen formulations are
constantly being adapted to the state of research and cus-
tomized to target susceptible groups like children or der-
matological patients.

The sun protection factor (SPF) value quantifies the
degree of protection of an individual sun protection prod-
uct. It is a relative measure of how much longer a person
can stay in the sun before developing an erythema
response to the solar ultraviolet (UV) rays. For each new
sunscreen product, the SPF value must be tested. Guide-
lines, such as those from the International Organization
for Standardization (ISO) define an in vivo procedure, in
which the ratio between the UV dose leading to a mini-
mal erythemal response (MED) on protected skin and on
unprotected skin, is calculated with a minimum of 10 vol-
untary test subjects [8].

Consequently, the current procedure requires that the
tested volunteers are being intentionally exposed to UV
irradiation, raising ethical concerns. Sufficient evidence
shows that UV radiation is the main environmental cause
of non-melanoma skin cancer [9]. It is considered to be
the main environmental cause of cutaneous melanoma,
too [10]. Therefore, the European Commission for safety
of non-food products has advised the development of a
non-invasive method for the determination of SPFs [11].

In the past decades, efforts have been made to
develop an in vitro procedure: However, no approach
measuring the transmission of the sunscreen on rough-
ened polymethylmethacrylate (PMMA) plates has been
broadly accepted, yet [12, 13]. While the shape of the
absorption curve represents the effectiveness of the sun-
screen filters reliably, the magnitude of the absorbance is
often either over- or underestimated, because artificial
substrates cannot imitate the interaction between sun-
screen formulations and skin [5, 14, 15].

Therefore, a method is required, which allows mea-
surements directly on the human skin without inducing
damage due to irradiation.

SPF determination via hybrid diffuse reflectance spec-
troscopy (HDRS) fulfills these criteria.

By comparing the skin's remitted light before and
after the application of a sunscreen, the absolute UVA
absorption spectrum can be evaluated. Due to high light

extinction in the UVB range, the shape of the UVB absor-
bance spectrum can be measured using an in vitro
transmission spectrum and then adjusted to the in vivo
diffuse reflectance spectroscopy (DRS) measurements.
Different approaches using two monochromators or a
polychromatic light source showed a good correlation
with conventional SPF testing [16-18].

In the following, a new DRS device for SPF and UVA-
PF measurements is presented that uses an LED-based
light source, thus providing an adjustable and compact
test system, since LEDs can be pulsed, and the UVA and
the UVB range can be individually adapted.

2 | MATERIALS AND METHOD

21 |
setup

Diffuse reflectance spectroscopy

The in vivo measurements were performed with a DRS
device, using a customized multi-lambda-LED light source
with 8 LEDs at wavelengths from 290 to 400 nm. A custom-
ized 84-channel imaging spectrograph was used for detec-
tion. A customized fiber optic probe captured 7 measuring
positions and two detection distances simultaneously (= 14
channels). At every probe position, the optimal exposure
time (max. 4 seconds) was evaluated by a sample measure-
ment with short exposure time. Thereby, overexposure at
positions with high reflectance was avoided, while the total
erythema effective dose was limited to below 30 J/m?. This
corresponds to about 20% of the MED of skin type I and a
lower fraction for skin types II and III (e.g. ~#10% for skin
type II) [19, 20]. The LED settings (and thus the overall UV
illumination spectrum) chosen ensured an optimal signal
to noise ratio of the skin reflectance.

Reflectance values for each of the 84 detection fibers
were derived from the reflectance image. On this level, a
square root was applied in order to achieve a “transmis-
sion-like” weighting of values before robust averaging was
used for calculation of values on the level of individual
channels, measurement position, and probe position,
respectively. Reflectance values without sunscreen were
averaged over all measurement positions. The transmis-
sion was obtained dividing the reflectance measured with
sunscreen by the reflectance measured without sunscreen.
The result of the measurement was a robust average trans-
mission spectrum for each volunteer and each sunscreen.

2.2 | Invivo measurement

The test subjects met the criteria defined in ISO 24444
[8], having skin phototypes I, II and III and no
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disqualifying skin conditions, such as, sun damage or pig-
mentation marks. A positive vote for the study design
had been obtained from the ethics committee of the
Charité-Universitdtsmedizin Berlin, and all test subjects
had provided their written informed consent. 10 subjects
were tested for each test sample. Before starting a new
measurement series, the device was calibrated for the
specific volunteer to check the constancy of the light
emittance. Five measurements per test area (10 X 10 cm)
were performed before test product application. A total of
20 spectra of all 4-test areas was used for further calcula-
tion. An amount of 2.0 mg/cm?* was applied to the back
of the test subjects. 25 to 30 minutes after the application
20 measurements were carried out in the test area.

2.3 | Hybrid diffuse reflectance
spectroscopy procedure

With the resulting DRS signals, the transmission can be
calculated as according to Equation (1), where R, is the
diffuse reflectance after product application and R, the
diffuse reflectance before product application.

T0)=\/n 1)

The in vitro data were provided by the sunscreen
manufacturers. The transmission values of the in vivo
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FIGURE 1 The preexposure in vitro spectrum (orange dotted
thick line) is shifted to the level of the in vivo spectrum (blue dash-
dotted line) at 320 to 330 nm, resulting in the dashed purple line.
For the correction of photodegradation a wavelength-dependent
scaling factor based on the ratio of pre- and postexposure (yellow
dotted fine line) in vitro spectra is calculated. Now SPFyprs-LED
(green continuous line) can be determined. This is shown here for a
sunscreen lotion with SPF 30

DRS measurement Tpgs(A) are divided by the pre-
exposure in vitro value at each wavelength between
320 and 330 nm, to determine the scaling factor Cypgs's
at each wavelength. The scaling value Cyprso is the
arithmetic mean of these 11 Cypgrs’y Values. The values of
Tpamma(d) from 290 to 320 nm are multiplied by the scal-
ing value Cyprso and combined with Tpgs(A) values
from 321 to 400 nm to form the transmission spectrum
Tuprs(x) from 290 to 400 nm (Tuprs(M)290-400nm)-
Figure 1 shows representative spectra of different stages
of the HDRS procedure.

In order to take the photostability of the test product
into account (photodegradation), the transmission values
of the postexposure in vitro measurements T'pya(A) are
divided by the preexposure in vitro values Tpya(M) at
each wavelength between 290 and 400 nm. This results
in the wavelength-dependent scaling factor of
photodegradation Cpp'(A).

T .
SPF=_—2=20 2
[ EQ)IO)T ()

A=290

Tuprs(M)200-400 nm 18 multiplied by Cpp'(A) before cal-
culating SPFyprs according to Equation (2), where E
(A) = erythemal action spectrum, I() = spectral irradi-
ance, T'(A) = postexposure transmission Typrs(A)200-400
am» and d(}) = wavelength interval.

We decided to apply the HDRS principle to the
in vivo and the preexposure in vitro spectra. Alterna-
tively, one could first correct the in vivo spectra for
photodegradation and then use the postexposure in vitro
spectra to obtain the HDRS spectra, see Table 2.

2.4 | Test products

Eleven commercially available test products with an SPF
ranging from 12 to 73 and a UVA-PF ranging from 5.8 to
36.6 were investigated. Included were lotions and sprays,
products without any physical filters as well as one prod-
uct with titanium dioxide (nano) and zinc oxide. The
samples also differed in their photostability. The test
products and test protocols from certified test institutes
were provided by the manufacturer.

3 | RESULTS

The SPF and UVA protection factor (UVA-PF) values
obtained by this new approach were compared with
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in vivo SPF results determined by certified test institutes,
as illustrated in Figures 2 and 3. A linear regression
through zero with a slope of 1.43 and a correlation coeffi-
cient R? = 0.86 for SPF and a slope of 1.29 and R* = 0.92
for UVA-PF was obtained. The error bars of the reference
values correspond to the 17% maximum standard error,
which is allowed according to ISO 24444 [8].

140

120 y=1.43x
R?=0.86

The sunscreens included in the evaluation with their
reference, SPFyprs-LED and UVA-PFyprs-LED values
are shown in Table 1.

In addition to the SPFypgs values, in vivo DRS data
obtained by the multi-lambda device were compared with
results determined by test institutes. Taking the photo-
stability into account, an R®> = 0.78 was calculated for
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FIGURE 2 Correlation of the

1 SPFyprs values determined by the
multi-lambda-LED device versus the
SPF reference method based on
MED. The error bars of the
reference values correspond to a
17% standard error. The error bars
of the SPFypgs Values correspond to
the standard deviation (SD n = 10)
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FIGURE 3 Correlation of the
UVA-PF values determined by the
multi-lambda-LED device versus the
UVA-PF reference method based on
1SO 24443 [21]. The error bars of the
reference values correspond to a
17% standard error. The error bars
of the UVA-PFypgs values
correspond to the standard
deviation (SD n = 10)
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FIGURE 4 Comparison of the
in vivo data determined by the
multi-lambda-LED device taking
photodegradation into account
versus conventional SPF testing
based on MED for creams with SPF
26 and lower. The error bars of the
reference values correspond to a
17% standard error. The error bars
of the SPFypgs values correspond to
the standard deviation (SD n = 4)
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TABLE 2 Correlation coefficients calculated for different approaches of the HDRS principle. The bold value is the result of the chosen approach

Aging with a wavelength

dependent factor

PHOTONICS

Aging with RPD

No aging

THROM ET AL.

Type of in vitro spectra used for Pre-exposure in Post-exposure in Pre-exposure in Post-exposure in Preexposure

Postexposure in vitro data

in vitro data

vitro data

vitro data

vitro data

vitro data

HDRS spectrum

Based on

Based on

Based on

Based on

Type of spectra used for calculation

transmission
values

0.83
0.84

absorption
values

0.85
0.84

transmission
values

0.86
0.79

absorption

of HDRS spectra and aging

values

0.88
0.78

0.81
0.79

0.76 0.76
0.55

0.78

0.81
0.8

320-330 nm

340-350 nm

sunscreen products up to SPF 26 (n = 4), as shown in
Figure 4. When considering only test subjects with skin
photo type I (n = 2-4), an R*> = 0.9 was calculated for
sunscreen products with SPF 26 and lower.

In addition to the SPFypgs values, in vivo DRS data
obtained by the multi-lambda device were compared with
results determined by test institutes. Taking the photo-
stability into account, an R? = 0.78 was calculated for
sunscreen products up to SPF 26 (n = 4), as shown in
Figure 4. When considering only test subjects with skin
photo type I (n = 2-4), an R* = 0.9 was calculated for
sunscreen products with SPF 26 and lower.

4 | DISCUSSION

During the project implementation, various approaches
to apply the HDRS principle have been examined. Each
of these approaches used a scaling factor C', of each
wavelength either between 320 and 330 nm or between
340 and 350 nm to adjust the in vitro spectrum to the
in vivo DRS measurements. Different approaches for
aging (correction for photodegradation) were investi-
gated. They included no aging at all, calculating the ratio
of photodegradation (RPD) based on Rohr et al. [17] and
determining a wavelength dependent scaling factor. The
correction for photodegradation was done after applica-
tion of the HDRS principle and alternatively before calcu-
lating a HRDS spectrum. In addition, both versions were
carried out using either transmission or absorption values
for all the calculation steps. The correlation coefficients
for all of these options are shown in Table 2.

The method presented above was found to produce
the most valid and best reproducible results, which indi-
cates that the multi-lambda device is suitable for SPF
testing based on the HDRS principle as well as for UVA-
PF measurements. An external device for testing photo-
stability is required, yet.

Compared to waiting 24 hours for erythema forma-
tion using conventional SPF determination, this
approach is much faster: Measuring one SPF takes about
15 minutes per volunteer plus the time of application and
incubation (independent of the formulation).

With an effective dose of less than 20% of the MED of
skin type I the technology is non-invasive. No erythemal
response is being induced. This makes MED reading, a
soft skill often discussed as an inter-grader variable factor
of SPF testing, obsolete [22, 23].

The spectroscopic measurements are independent of
a biological response and thus not influenced by anti-
inflammatory components of certain commercial sun-
screen formulations, which can otherwise lead to an
overestimation of SPF values [24].
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The compact LED-based setup offers a high flexibility
in terms of spectrum, light intensity and time. The dura-
tion of illumination can be adapted to measurement pur-
poses. Each LED can be individually adjusted in order to
tune and to omit specific wavelength ranges. This could
be beneficial, for example, to investigate particular
wavelength-dependent properties of sunscreen products.

Apart from SPF values based on the HDRS principle,
the multi-lambda-LED device produced DRS in vivo
values that showed a good accuracy in sunscreen prod-
ucts with SPF 26 and lower, especially when testing sub-
jects with skin type I. This is in accordance with previous
experiments using an older Xenon lamp-based spectro-
scopic DRS setup, where the comparably high reflectance
of pig ear skin was mostly in good agreement with SPF
values [25]. Pure in vivo measurements were also shown
for a setup using one UVB LED and a photodiode for
detection [26]. Now the multi-lambda-LED light source
with 8 LEDs covering the whole UV range allows more
spectrally resolved and thus accurate measurements.
These could be beneficial for testing the reproducibility
of SPF values, for example, to determine the sweat-
resistance or homogeneity of a sunscreen product [7, 27].
Furthermore, the in vivo spectra may be useful for
research purposes, since skin filter interactions are mea-
sured in the UVA and in the UVB range. For sunscreen
products with SPF values higher than 26 the remitted
light signal becomes insulfficient for the determination of
SPFs. In order to pursue a non-invasive, pure in vivo
method to determine high SPF values, too, a modified,
more powerful multi-lambda-LED device with a cooling
system will be developed.

5 | CONCLUSION

Overall, we present a compact and adjustable measure-
ment system using a multi-lambda-LED light source that
is suitable for non-invasive and fast SPF testing based on
the HDRS principle. In addition, DRS in vivo measure-
ments can be performed and used for research purposes.
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