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1 Einleitung

Die Haut ist das groRte Sinnesorgan des Menschen. Mit einer Flache von 1,5-2 m?
und einem durchschnittlichen Gewicht von 11 kg schiitzt sie den Korper vor auf3eren
Einflissen wie Hitze, Licht und Ubermaflligem Feuchtigkeitsverlust [1]. Aus
pharmazeutischer Sicht stellt die Haut ein vielversprechendes Ziel fur die Applikation
von Arzneistoffen dar, da die unerwinschten Arzneimittelwirkungen bei lokaler,
topischer Applikation weniger stark ausgepragt sind, als bei systemischer
Applikation. Allerdings ist die Wirkstoffkonzentration am Wirkort nach topischer
Applikation wesentlich geringer als nach systemischer Applikation. In der Regel
gelangen nur 1-2% der aufgetragenen Dosis in bzw. durch die Haut an den
tatsachlichen Wirkort [2].

Demnach ist es ein nach wie vor aktuelles Ziel der pharmazeutischen Forschung, die
physiologische Barrierefunktion der Haut zu senken, um eine gesteigerte Penetration
und Permeation der Arzneistoffe durch die Haut zu bewirken. Dies ermdéglichen unter
anderem so genannte Penetrationsforderer, wie beispielsweise R-(+)-Limonen,
Olsaure oder SDS (sodium dodecyl sulfate) [3]. Diese Penetrationsforderer
erleichtern zwar den Stofftransport durch die Haut, fihren aber gleichzeitig zu einer
Schadigung der Haut in deren Folge ein Feuchtigkeitsverlust und Erkrankungen wie
Ekzeme und Psoriasis auftreten kénnen [2]. Somit ist ein weiteres Ziel der Forschung
definiert: die Forderung der Penetration und Permeation von Arzneistoffen durch die
Haut, bei gleichzeitigem maximalen Schutz und Erhalt der Barrierefunktion.

Zusammengefasst ist es das Ziel die Haut zu durchdringen, ohne sie zu schadigen.

Aktuell stehen selbstorganisierende nanostrukturierte Emulsionen im Fokus der
Betrachtung. Sie bestehen unter anderem aus ambiphilen Monoglyzeriden, die sich
spontan und selbststéandig zu organisierten Nanostrukturen zusammensetzen. Diese
Nanostrukturen kdnnen wiederum unter Energieaufwand zu Isasomen, wie z.B.
Kubosomen, Hexasomen oder emulgierten Mikroemulsionen dispergiert werden [4].
Diese Nanopartikel finden bereits erfolgreich Anwendung im technischen Bereich und
bringen mehrere positive Eigenschaften mit sich: sie besitzen eine grof3e Oberflache

und eine hohe Aufnahmekapazitét fur hydrophile, hydrophobe und ambiphile Stoffe.



Die emulgierten Mikroemulsionen sind thermodynamisch stabile Systeme vom Typ
Wasser-in-Ol-in-Wasser (W/O/W) und stellen optimale nanostrukturierte Vehikel fiir
den Transport verschiedenster aktiver Bestandteile, wie z.B. Arzneistoffe dar [4, 5].

Gegenstand dieser Arbeit war daher die in vitro Untersuchung des Effekts der
verschiedenen selbstorganisierenden, nanostrukturierten Partikel hinsichtlich ihrer
Eignung als Abgabesystem fiir topisch applizierte Arzneistoffe. Wichtig war hierbei
die Frage, ob die internen Strukturen Einfluss auf den Transport des Arzneistoffs
zeigen. Als Modellwirkstoffe wurden die haufig angewendeten nicht steroidalen
Antiphlogistika (non steroidal anti inflammatory drugs, NSAID) Diclofenac-Natrium
und Flufenaminsaure ausgewahlt. Die in vitro Methoden zur Charakterisierung der
Eigenschaften als Abgabesystem fur topisch applizierte Arzneiformen waren Franz-
Zell- und Tape-Stripping-Versuche.

Des Weiteren wurde die Auswirkung einer 6lreichen nanostrukturierten Formulierung
auf die intakte Beschaffenheit der Haut in vivo untersucht, um zu klaren ob die
Applikation mit einer Schadigung oder Austrocknung der Haut einhergeht. Als
Methoden wurden hierfiir die konfokale Raman Spektroskopie in Kombination mit

den Messgeraten Derma Unit® und Aquaflux® verwendet.

Insbesondere die Raman Spektroskopie als nicht-invasive, hochspezifische und gut
reproduzierbare Methode eignet sich hervorragend zur Bestimmung der
Beschaffenheit der Haut [6].

Ziel dieser Arbeit war es demnach sowohl die Eignung der selbstorganisierenden
Emulsionssysteme flir den Arzneistofftransport in vitro, als auch die Auswirkung der

Anwendung solcher Systeme auf die Beschaffenheit der Haut in vivo zu untersuchen.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Die Haut

Die Funktion der Haut ist es, den Koérper vor schadlichen Umwelteinflissen zu
schitzen und UberméRigen Feuchtigkeitsverlust zu verhindern [3, 7]. Zudem schiitzt
die Haut vor mikrobiellem Befall [1]. Fur diese Barrierefunktion ist vor allem die
aulerste Hautschicht, das Stratum corneum (SC) verantwortlich [8]. Der Grol3teil der
topisch applizierten Arzneistoffe kann das Stratum corneum nicht durchdringen und
somit den Wirkort nicht erreichen [3]. Um die notwendigen Mechanismen zur
Beeintrachtigung der Barrierefunktion des Stratum corneum und zur Steigerung der
Penetration von Wirkstoffen in die Haut verstandlich zu machen, ist die genaue

Kenntnis des Aufbaus der Haut essentiell.

2.1.1 Aufbau der Haut

Der histologische Aufbau der menschlichen Haut umfasst mehrere Schichten. Von
aulRen nach innen gliedert sie sich in Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut,

Cutis, Corium) und Subcutis (Unterhaut, Hypodermis) [1, 9].

Stratum corneum
Stratum granulosum Epidermis
Stratum spinosum
Stratum basale

——  Talgdriise .
Dermis

——— Schweissdriise

Haarfollikel

Fettgewebe Subcutis

Abbildung 1: Schematische Darstellung der menschlichen Haut [10].

Die Subcutis besteht zum Grol3teil aus in Bindegewebe eingelagerten Fettzellen und
trdgt malRgeblich zur Isolation des Korpers gegen Kélte und Warme bei. Zudem ist
sie durch grol3e Mengen an Fettzellen ein wichtiges Energiereservoir des Korpers
[11]. Der Ubergang von Subcutis zu Dermis ist nicht scharf abzugrenzen, sondern
verlauft flieRend [12].



Die Dermis wiederum besteht vor allem aus Kollagenfasern und Bindegewebe. Sie
verleiht der Haut ihre Stabilitat und Elastizitat. In ihr befinden sich neben den Blut-
und LymphgefalBen die Hautanhangsgebilde der Haarfollikel, Talg- und
Schweil3drusen [13].

Die Epidermis setzt sich aus mehreren Unterschichten zusammen. Dazu gehdren
Stratum corneum (Hornschicht), Stratum lucidum (Glanzschicht), Stratum
granulosum (Koérnerschicht) und Stratum germinativum (Keimschicht). Das Stratum
germinativum lasst sich wiederum in Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und
Stratum basale (Basalschicht) gliedern [1]. Die Epidermis besteht zu tber 90% aus
Keratinozyten [12, 14]. Diese werden im Stratum basale gebildet und gelangen dann
mit zunehmender Differenzierung und Verhornung in Richtung des toten Stratum
corneum, von wo sie als Hautschuppen abschilfern [12].

Die wichtigste Rolle fur die Barrierefunktion der Haut spielt das Stratum corneum
[15]. Es besteht aus ca. 20 Lagen toter Keratinozyten, mit einer jeweiligen Dicke von
etwa 0,5 um und einer Lange von etwa 30-40 um [1]. Die effiziente Funktion erlangt
das Stratum corneum durch seinen charakteristischen Aufbau, der sich vereinfacht

durch das Ziegelstein-Moértel-Prinzip nach Elias [16] darstellen lasst:

” [
{ ﬂ

Abbildung 2: ,Ziegelstein-Mortel” Modell nach Elias [16].

In diesem Modell stellen die abgestorbenen, verhornten und mit dem Stltzprotein
Keratin geflllten Korneozyten die ,Ziegelsteine“ dar. Diese dienen als physikalische
Barriere [17]. Die interzellularen Lipide stellen den ,Mortel” dar. Sie bestehen zum

Grol3teil aus equimolaren Mengen von Ceramiden, Fettsduren und Cholesterol [16].



Die enorme mechanische Stabilitat erlangt das Stratum corneum vor allem durch 4
Faktoren: durch die hakenfoérmige Struktur der Korneozyten, durch die punktférmigen
molekularen Verbindungsstellen zwischen den Zellen (Corneodesmosomen), durch
die Doppelschichtstrukturen (bilayer) der Lipide des Stratum corneum, sowie durch
die Schlussleisten  (tight junctions) zwischen den lebenden und den toten
Hautschichten [16]. Bemerkenswert ist zudem die F&higkeit zur standigen
Selbsterhaltung des Stratum corneum durch konstante Selbsterneuerung seiner
Bestandteile [17]. Das Stratum corneum ist im Gegensatz zu allen anderen

biologischen Membranen frei von Phospholipiden [2].

2.1.2 Penetrationswege durch die Haut

Bei intakter Haut liegen prinzipiell drei Mdoglichkeiten der Penetration vor:
transepidermal, transfollikular oder transglandular [1]. Der transglandulare Weg
beschreibt das Eindringen der Substanz Uber Drisenausfuhrgange, der
transfollikulare Uber Haarschéfte [18]. Diese beiden Wege sind von untergeordneter,
aber nicht ohne Bedeutung [19, 20]. Der transepidermale Weg lasst sich weiter
differenzieren in die transzellulare, die hydrophile und die hydrophobe Route.
Wahrend die transzellulare Route umstandlich erscheint, da der Weg der Penetration
und Diffusion abwechselnd durch lipo- und hydrophile Strukturen verlauft, stehen vor
allem der hydrophile Weg Uber corneodesmosomale Strukturen, sowie der lipophile
Weg uber Diffusion entlang der Kohlenwasserstoffketten der Stratum corneum Lipide
im Fokus der Betrachtung [16].

Wiasserschicht  michtpolace Region

0,6 rm 28nm
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Abbildung 3: lipophile und hydrophile Route durch das Stratum corneum Bilayer [16].
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Abbildung 4: Transportwege durch das Stratum corneum; 1: interzellularer Weg; 2:

unwahrscheinlicher transzellularer Weg; 3: corneodesmosomaler Weg [16].

Der passive transepidermale Transport gehorcht dem 1. Fick’schen Diffusionsgesetz:
Demnach ist der Massenstrom (flux) J abhangig von der Masse M, die eine Flache A
pro Zeiteinheit durchwandert. Der Massenstrom J ist direkt proportional zum
Konzentrationsgefalle dC entlang der Diffusionsstrecke x [21]. Je grol3er der
Diffusionskoeffizient D, die Flache A und die Konzentrationsdifferenz dC, desto
schneller die Diffusion. Je weiter die Diffusionsstrecke x desto langsamer die
Diffusion [12].

7 dM :—D-£
A-dt dx

Abbildung 5: Ficksches Diffusionsgesetz [21].

Anzumerken ist, dass die Diffusionsstrecke auf dem interzellularen Weg wesentlich
langer ist als der direkte, transzellulare Weg. Dieser wirde der Dicke des Stratum
corneum und damit etwa 20 um entsprechen. Schatzungen zufolge kann sich die
Diffusionsstrecke jedoch auf bis zu 300 um und damit das Funfzehnfache des

transzellularen Weges erstrecken [2].



2.1.3 Penetrationsfordernde Substanzen

Je nach Penetrationstiefe der applizierten Substanzen werden epidermale,
endodermale (diadermale) und transdermale Formulierungen unterschieden.
Epidermale Substanzen verbleiben auf der Hautoberflache, endodermale oder
diadermale Formulierungen verbleiben in der Epidermis oder Dermis und

transdermale Formulierungen gelangen bis in den systemischen Blutkreislauf [3].

Bereits seit Jahrzehnten werden Maoglichkeiten untersucht um die Aufnahme von
Arzneistoffen zur dermalen und transdermalen Therapie zu steigern, bzw. diese

Uberhaupt erst zu ermoglichen [16].

Eine Steigerung der Penetration durch das Stratum corneum kann mit Hilfe
verschiedener chemischer und physikalischer Malinahmen erreicht werden [3]. Eine
einfache physikalisch anzuwendende Mal3nahme ist die Okklusion, also das Luft-
und wasserundurchléassige Abdichten der Haut [1]. Durch Okklusion lasst sich der
Wassergehalt des Stratum corneum von 5-10% auf bis zu 50% steigern, wodurch die
Korneozyten anschwellen und die Penetration erleichtern [3]. Somit fungiert Wasser

als Penetrationsfoérderer [3].

Als chemische MalRnahme stehen weitere Penetrationsférderer (penetration
enhancers) zur Verfugung: Alkohol, DMSO (Dimethylsulfoxid), Azone, Pyrrolidone,
Urea, Propylenglycol, Tenside, Terpene, Terpenoide, Fettsauren, Ester und
Cyclodextrine fordern die Penetration. Durch Interaktion mit den polaren Képfen oder
den apolaren Ketten der Lipide wird die dichte Bilayer-Struktur gestért und in Folge

die Penetration verbessert [3].

Der ideale Penetrationsforderer sollte pharmakologisch inert, nicht toxisch und nicht
allergen sein. Er sollte nicht reizen, jedoch schnell und lange wirken. Zudem sollte
bei der Anwendung von Penetrationsférderern auf Inkompatibilitdten mit anderen

Bestanteilen der jeweiligen Formulierung geachtet werden [2].

In den Formulierungen zu dieser Arbeit war das Terpen R-(+)-Limonen enthalten.
Terpene sind lipophile, nichtaromatische Bestandteile &therischer Ole, welche die
hydrophobe Route (vgl. 2.1.2) positiv beeinflussen. Sie sind kaum irritierend fur die

Haut und erhielten von der FDA GRAS (generally recognized as safe) - Status [3].
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Abbildung 6: R-(+)-Limonen [22].

2.1.4 Porzine Haut

Zur Untersuchung der Penetration von Arzneistoffen eignet sich neben humaner
Haut auch die Haut von hellhdautigen Schweinen [23, 24]. Dabei hat porzine Haut den
Vorteil, dass keine Genehmigung einer Ethik-Kommission notwendig ist und, bedingt
durch den hohen Schweinefleisch Konsum wund die damit verbundenen
Schlachtabfalle, reichlich preiswertes Ausgansmaterial vorhanden ist [25, 26].
Insbesondere die dorsale Seite porziner Ohren hat sich als geeignet erwiesen: dort
ist die Haut stabil, fein und der Struktur der menschlichen Haut sehr &hnlich [23, 24,
27]. Auch unter dem hochsensiblen Raman-Spektroskop konnte die porzine Haut
dem direkten Vergleich mit menschlicher Haut Stand halten [26, 28].

2.2 Selbstorganisierende nanostrukturierte Emulsionen

2.2.1 Definition und Zusammensetzung

Fur die vorliegende Arbeit wurden von der Arbeitsgruppe Otto Glatter (Technische

Universitat Graz) bereits genau charakterisierte Proben zur Verfigung gestellt.

Die Strukturen wurden von Glatter et al. nach Bestimmung mittels SAXS (small angle
X-ray scattering) und Mikroskopie als bikontinuierlich-kubische, hexagonale und

mizellar-kubische Phasen oder als Mikroemulsionen angegeben [61].

Bei den verwendeten Formulierungen handelt es sich um Monoglyzeride enthaltende

Dispersionen, die sich in wassriger Phase spontan selbst organisieren.



Die entstehenden Nanostrukturen wurden unter Energieaufwand zu Isasomen
dispergiert. Der Aufbau der Isasomen war abhéngig vom R-(+)-Limonengehalt der

Formulierung. Details hierzu unter 2.2.2 ,Interne Strukturen®.

Die acht verwendeten Formulierungen bestanden jeweils zu 20% aus einer Olphase
aus Monoglyzeriden (62% Linoleate, 25% Oleate) mit 0-60% R-(+)-Limonen in der
Olphase, 1% Arzneistoff (Diclofenac-Natrium oder Flufenaminsaure) entsprechend

5% Arzneistoff in der Olphase und 80% Wasser.

Die vier Formulierungen mit Diclofenac-Natrium unterschieden sich durch den R-(+)-
Limonengehalt von jeweils 0%, 10%, 45% und 60% in der Olphase. Die vier
Formulierungen mit Flufenaminsdure unterschieden sich durch den R-(+)-

Limonengehalt von jeweils 0%, 10%, 30% und 45% in der Olphase.

2.2.2. Interne Strukturen

Durch die Variation des R-(+)-Limonengehalts bei der Herstellung der
Formulierungen im Vorfeld dieser Arbeit wurden verschiedene nanostrukturierte
selbstorganisierende wassrige Dispersionen mit unterschiedlichen internen
Strukturen erhalten [4]. Es ergaben sich in Abhangigkeit vom R-(+)-Limonengehalt
folgende Strukturen: 0% R-(+)-Limonengehalt ergab bikontinuierlich-kubische
Strukturen, 10% R-(+)-Limonengehalt ergab hexagonale Strukturen, 30% R-(+)-
Limonengehalt in Formulierungen mit Flufenaminsaure und 45% R-(+)-
Limonengehalt in Formulierungen mit Diclofenac-Natrium ergaben mizellare kubische
Phasen, 45% R-(+)-Limonengehalt in Formulierungen mit Flufenaminsaure und 60%
R-(+)-Limonen in Formulierungen mit Diclofenac-Natrium ergaben emulgierte W/O/W

Mikroemulsionen [29, 62].



2.2.3 Anwendung

Bisher fanden selbstorganisierende nanostrukturierte Dispersionen vor allem im
technischen Bereich Anwendung. Sie sind sowohl in der Grundlagenforschung von
grol3er Bedeutung, als auch in der praktische Anwendung. Diese den biologischen
Membranen ahnlichen Phasen zeigten bereits groRes Potential als Vehikel fir

verschiedene empfindliche Wirkstoffe, wie zum Beispiel Peptide [4].

2.3 Grundlagen Raman Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie ist eine auf Lichtstreuung basierende, zur IR-
Spektroskopie komplementare Analysenmethode [30]. Analog zur IR-Spektroskopie
regt monochromatisches Licht Molekulgruppen zur Schwingung an, wodurch
charakteristische Raman-Banden detektiert werden kdnnen. Benannt wurde die
Raman-Spektroskopie nach dem indischen Physiker C. V. Raman. Der zugrunde
liegende Effekt, auch ,Smekal-Raman-Effekt* genannt, wurde zudem nach dem
Osterreichischen Physiker A. G. Smekal benannt [31]. Raman-Spektroskopie wird im
europdischen Arzneibuch (EuAB) unter 2.2.48 [7.0/2.02.48.00] als Methode der
Physik und der physikalischen Chemie beschrieben [30].

Aufgrund der besonderen Empfindlichkeit der Raman-Spektroskopie fir unpolare
Bindungen, wie z.B. C-C-Einfach- und vor allem Mehrfachbindungen und die daraus
resultierende Unempfindlichkeit fur polare Bindungen eignet sich die Raman-
Spektroskopie hervorragend zur Analyse der Haut [6, 26, 30].

Wahrend Wasser bei der IR-Spektroskopie intensive Spektren erzeugt, ist es fir die
Raman Spektroskopie durch die schwache Lichtstreuung unproblematisch [30].
Beachtet werden muss jedoch, dass die mit dem Raman-Spektrometer vermessenen
Proben nicht fluoreszieren dirfen und auch keine fluoreszierenden Verunreinigungen
enthalten durfen [31]. (Siehe dazu auch 2.3.1)

Der technische Fortschritt und die Entwicklung von immer leistungsfahigeren Lasern
und Detektoren wird die Raman-Spektroskopie in der Zukunft immer mehr an

Bedeutung gewinnen lassen [32].
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2.3.1 Theorie

Grundlage der Raman-Spektroskopie ist die unelastische Streuung von
monochromatischem Licht (in der Regel Laser-Licht). Gemessen wird, nach der
Bestrahlung mit dem Laser, die Frequenzverschiebung des an der untersuchten
Substanz gestreuten Lichts [30, 31].

Unterschieden werden muss die Streuung des Lichts unter Anderung der Wellenzahl
(Raman-Streustrahlung, unelastische Streuung) von der Streuung des Lichts in alle
Raumrichtungen ohne Anderung der Wellenzahl (Rayleigh-Streuung, elastische
Streuung, Tyndall-Effekt) [31, 33]. Denn trotz der Parallelen zur IR-Spektroskopie
bestehen wesentliche Unterschiede: Nur ein geringer Teil ( <1%) der Lichtquanten
des Lasers gibt bei der Streuung einen Teil ihrer Energie an die Probenmolekiile ab.
Die Probenmolekille werden durch diese Energie zur Schwingung oder Rotation
angeregt und die Lichtquanten treten, um den Ubertragenen Energiebetrag armer,
wieder aus der Probe aus. Die Lichtquanten werden als Raman-Streustrahlung
emittiert und die Verschiebung ihrer Wellenzahl kann detektiert werden. Die Differenz
zwischen den Wellenzahlen der emittierten Raman-Streustrahlung und der des
eingestrahlten Lasers entspricht exakt der Energie, die zur Anregung der Molekile
zur Schwingung notwendig war. Diese charakteristische Energiedifferenz wird
photoelektronisch registriert und definierten Molekilschwingungen zugeordnet [31,
33]. Eine umgekehrte Ubertragung der Energie ist ebenfalls moglich: trifft die
Anregungsstrahlung auf bereits angeregte Molekile, so geben diese einen Teil lhrer
Schwingungsenergie auf die eintreffende Strahlung aus und es treten

energiereichere Quanten aus der Probe aus als hinein gestrahlt wurden.

Diese treten im Spektrum als ,anti-Stokes-Linien“ auf, wahrend die in den
langwelligeren, also energetisch niedrigeren Bereich verschobenen Banden als

~otokes-Linien® bezeichnet werden [33].

Um aktuelle Probleme, wie zum Beispiel die Analyse fluoreszierender Stoffe, besser
handhaben zu kodnnen, kann ein Raman-Spektrometer auch in der Fourier-
Transformations-Methode (FT-Mode) betrieben werden. Hierbei wird die Probe nicht
mit monochromatischem Licht angeregt und die aus der Probe austretende
Lichtintensitat wird als Interferogramm registriert. Ein Interferogramm bezeichnet ein

Intensitat-pro-Zeit-Diagramm.
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Statt der Funktion der Wellenzahl wird hier die Lichtintensitat als Funktion der Zeit
detektiert. So werden Wellenzahlgenauigkeit und Auflésung erhéht und die
Storanfalligkeit durch Fluoreszenz vermindert [31, 32, 34].

Zu den groRBen Vorteilen der Raman-Spektroskopie zahlen die unkomplizierte
Probenvorbereitung, die genaue Erfassung unpolarer Substanzen und die

Unempfindlichkeit gegentber Wasser [33].

Fur die Anwendung im Bereich der Dermatologie zeichnet sich die Raman-
Spektroskopie sowohl durch die unkomplizierte, nichtinvasive Anwendung zur
spezifischen Bestimmung von diversen Hautparametern in vivo aus, als auch durch
die bisher einzigartige Moglichkeit der detaillierten und hochauflésenden Analyse der
molekularen Zusammensetzung der Haut. Zudem kénnen die mit dieser Technologie
erfassten Parameter erstmals in vivo und nicht invasiv als Funktion der Konzentration
in Relation zur Tiefe in der Haut dargestellt werden [6]. Fir die Bestimmung der
Dicke des Stratum corneum gilt die konfokale Raman Spektroskopie mittlerweile

sogar als ,Goldstandard® [35].

2.3.2 Aufbau des Spektrometers

Grundvoraussetzung fur ein funktionsfahiges Raman-Spektrometer und damit das
Herzstick des Gerates ist eine aulerst intensive Lichtquelle, da wie bereits
beschrieben nur weniger als 1% der Anregungsstrahlung unelastisch gestreut und
anschlieend detektiert wird [31].

Speziell bei der Anwendung zur in vivo Bestimmung von Hautparametern muss
jedoch darauf geachtet werden, dass die Laserpower nicht Uberdimensioniert ist und

keine Verbrennungen der Probanden bewirkt werden [26].

Ein handelsibliches Raman-Spektrometer setzt sich zusammen aus einer
monochromatischen Lichtquelle, einer geeigneten Optik zur Leitung der Strahlen,
einer Vorrichtung zur spektralen Zerlegung und einem Mehrfachkanaldetektor.
Angeschlossen wird das Spektrometer an eine Datenverarbeitungseinheit, in der

Regel ein handelsublicher Computer mit entsprechender Software [30].
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Der Strahlenweg verlauft ausgehend von der monochromatischen Lichtquelle durch
einen Filter zu einem Objektiv, das die Strahlen auf die Haut fokussiert. In der Haut
kommt es zum beschriebenen Raman-Effekt. Das Raman-Streulicht wird vom selben
Objektiv gebuindelt und reflektiert bis es auf einen optischen Filter gelangt, von dem
aus es in ein Mehrkanal Spektrometer mit einer CCD-Einheit (charged coupled

device) geleitet wird [6].

Erfolgt der Aufbau in Kombination mit einem Konfokalmikroskop als fokussierende
Optik, bezeichnet man die Apparatur als konfokales Raman-Spektroskop (confocal

Raman microscopy, CRM bzw. confocal Raman spectroscopy, CRS) [26, 35].

spectrometer CCD PC
detector

Abbildung 7: Schematischer Aufbau Raman-Spektrometer [6]

Fiur diese Arbeit wurde ein Raman-Spektrometer des Fabrikats Skin Composition
Analyzer gen2-SCA, River Diagnostics BV, Rotterdam, Niederlande verwendet. Dies
umfasste neben den zuvor bereits erwédhnten Bestandteilen eine Power Supply Unit
zur Energieversorgung der Komponenten. Die verwendete Software zur Steuerung

des Spektrometers war die River Icon® control-software.

Zur Datenverarbeitung und Auswertung wurde das Programm Skin Tools® 2.0,
sowie Microsoft Excel 2007® verwendet. Das Skin Tools® Programm stammt

ebenfalls von River Diagnostics BV, Niederlande.
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Abbildung 8: Komponenten des Skin Composition Analyzer gen2-SCA [36]

2.3.3 Fingerprint-Spektren

Raman-Spektren lassen sich in zwei charakteristische Regionen unterteilen: die
Fingerprint-Region (fp) und die High-wavenumber-Region (hwvn, siehe 2.3.4). Die
Fingerprint Region umfasst den Spektralbereich von 400-1800 cm™ [36]. Anregung
erfolgt hier Uber einen Laser mit einer Wellenlange von 785 nm [35, 36]. Uber das
Fingerprint-Profil kbnnen diverse Parameter der Haut, wie beispielsweise der Natural
Moisturizing Factor (NMF), semiquantitativ bestimmt werden. Der NMF umfasst die
Konzentrationen von Serin, Gylcin, Pyroglutaminsaure, Arginin, Ornithin, Citrullin,
Alanin, Histidin und Urocaninsaure und ist ausschlie3lich im Stratum corneum zu
finden [6, 37]. Neben dem NMF kodnnen bereits von Haus aus Keratin, Urea,
Ceramide und Cholesterol quantifiziert werden. Des Weiteren kann jede beliebige
exogene Substanz nach Aufnahme in die Haut bestimmt werden. Zur Erstellung
eines Differentialspektrums muss zuvor lediglich die Reinsubstanz vermessen

worden sein.
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Abbildung 9: Beispielhaftes Ergebnis einer Messung des Stratum corneum unter
Verwendung des Raman Profils ,fingerprint template®,

Screenshot aus River lcon® Software [36]
2.3.4 Wasser-Spektren

Die high-wavenumber-region (hwvn) umfasst den Spektralbereich 2500-4100 cm™
[36]. Die Anregung erfolgt hier Uber einen Laser mit einer Wellenlange von 671 nm
[35, 36]. Dadurch wird die Messung der Wasserkonzentration im Stratum corneum
und die Darstellung der Konzentration als Funktion zur Entfernung von der
Hautoberflache mdoglich [6]. Die Quantifizierung wird (ber die Integration des
Verhéltnisses des Wasser-Peaks (3350-3550 cm™) zum Protein Peak (2910-
2965 cm™) berechnet [35].

E 30

2500 3000 31500
Raman shift, cm’

Olo 510/ 20 30 40
Depth, um

Abbildung 10: Bestimmung der Wasserkonzentration in der Haut [38]
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Von Bedeutung ist der Feuchtigkeitsgehalt der Haut sowohl fur die Bestimmung der
Integritat der Haut, als auch fir die Barrierefunktion der Haut, die wiederum
malfigeblich die Penetration und Permeation von Arzneistoffen beeinflusst [26]. Durch
ihre Zuverlassigkeit und Unkompliziertheit hat sich diese Methode zur nichtinvasiven

Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts der Haut langst etabliert [26].
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Abbildung 11: Beispielhaftes Ergebnis einer Messung des Stratum corneum unter
Verwendung des Raman Profils ,high wvn template®,

Screenshot aus River Icon® Software [36]

2.4. Grundlagen Derma Unit® und Aqua Flux®

Fur die nichtinvasive Untersuchung der physiologischen Hautparameter
Feuchtigkeitsgehalt, = Sebumgehalt, pH-Wert und des transepidermalen
Wasserverlustes (transepidermal water loss, TEWL) sind die dermatologischen
Messgerate Derma Unit® und AquaFlux® von gro3er Bedeutung. Mit Hilfe dieser
Messgerdte und der gewonnenen Daten lassen sich Aussagen dber die

Unversehrtheit und die Funktion der Haut treffen [39].

Die Derma Unit® (Derma Unit SSC3, Courage + Khazaka Electronic GmbH , Koln,
Deutschland) ist ein Gerat, das mehrere Messinstrumente in einem Gehause vereint:
Corneometer®, Sebumeter® und Skin-pH-Meter® [40].
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Eine einfache Handhabung, sowie die zuverlassigen und akkuraten Messergebnisse

mit einer Fehlerbreite von nur = 5% zeichnen dieses Gerat aus [41].

Abbildung 12: Derma Unit®

Der AquaFlux® (Biox AquaFlux® AF200, Biox Ltd., GroRbritannien) ist ein
Kondensator-Kammer-Geréat zur Messung des TEWL [42]. Das System basiert auf
einer geschlossenen Kammer. Diese zylinderformige Messkammer mit einem
Durchmesser von etwa 1 cm ist am oberen Ende durch einen Kondensor
verschlossen. Am unteren Ende ist die Kammer offen und wird durch aufpressen auf
die zu messende Hautstelle zum geschlossenen System. Der Kondensor halt die
Temperatur in der Kammer unter dem Gefrierpunkt und beseitigt so den von der Haut
abgegebenen Wasserdampf. Dadurch entsteht ein Wasserdampfgradient der eine
kontinuierliche Diffusion des Wasserdampfs von der Haut zum Kondensor hin
bewirkt. Zudem halt der Kondensor die Luftfeuchtigkeit in der Kammer konstant und

schitzt vor externen Einflissen wie Temperatur und Wind [42].

Beeinflusst werden die Messergebnisse von der Temperatur der Haut und der
Umgebung, von der Transpiration des Probanden, der Luftfeuchtigkeit der
Umgebung, der Lichteinstrahlung, der untersuchten Korperstelle, der Jahreszeit und

des jeweiligen circadianen Rhythmus des Probanden [43].
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2.4.1 Sebumeter®

Mit dem Sebumeter® wird der Sebumgehalt an der Hautoberflache und somit die

Abbildung 13: Biox AquaFlux®

Aktivitat der Talgdrisen bestimmt [39]. Wichtig ist die Sebumsekretion fur die

Ausbildung des ,Saureschutzmantels® der Haut und die Aufrechterhaltung des pH-
Werts von 4,2-5,6 [1].

Richtwerte bei 20 °C und 40-60% Luftfeuchtigkeit werden vom Hersteller wie folgt

angegeben [40]:

Tabelle 1: Richtwerte Sebumgehalt It. Hersteller (in pg Sebum/cm?Haut)

Kopfhaut, Wange, Hals, Ricken, | Arme, Beine,
Hautstatus | Stirn, T- Haare @ Schléafe, Oberkdorper, Hand,
Zone Augenlied | Mundwinkel Ellenbogen
trocken <100 <40 <70 <55 0-6
normal 100-220 40-100 70-180 55-130 > 6
fettig > 220 > 100 > 180 > 130 -
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2.4.2 Corneometer®

Mit dem Corneometer® wird der Feuchtigkeitsgehalt der Haut Uber die Messung der
Kapazitdt der Hautoberflache bestimmt. Im Gegensatz zur Bestimmung Uber die
Impedanz hat die Kapazitatsmessung den Vorteil, unabhangig vom Elektrolytgehalt

zu verlaufen [44].

Richtwerte bei 20 °C und 40-60% Luftfeuchtigkeit werden vom Hersteller wiederum

wie folgt angegeben [40]:

Tabelle 2: Richtwerte Feuchtigkeitsgehalt It. Hersteller (rel. Werte 0-130)

Hautstatus Unterarm (Innenseite)
sehr trocken <30
trocken 30-45
ausreichend feucht > 45

2.4.3 Skin-pH-Meter®

Mit dem Skin-pH-Meter® wird der pH-Wert der Haut bestimmt. Dieser liegt im
gesunden Zustand zwischen 4,2 und 5,6 [1]. Die Messung ist unabhangig von den
Umgebungsparametern, kann jedoch durch uUbermafiges Schwitzen oder die
Anwendung von Kosmetika auf der zu messenden Stelle verfalscht werden [40]. Ein

erhohter pH-Wert lasst auf einen pathologischen Zustand der Haut schlieRen [2, 45].

Richtwerte bei 20 °C und 40-60% Luftfeuchtigkeit werden vom Hersteller wiederum

wie folgt angegeben [40]:

Tabelle 3: Richtwerte Haut-pH It. Hersteller

pH-Wert <3,5-4,0 4,3 4,5-55 57->6,5
(? saurer Bereich normaler Bereich basischer Bereich
9 saurer Bereich normaler Bereich basischer Bereich
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2.4.4 Transepidermaler Wasserverlust

Obwohl das Stratum corneum eine nur schwer zu durchdringende Barriere ist, findet
ein konstanter transepidermaler Wasserverlust durch Verdunstung auf der Haut statt.
Der TEWL beschreibt die Wassermenge in Gramm, die stiindlich pro Quadratmeter
Haut an die Umgebung abgegeben wird [46]. Als Normwerte gelten 10,00-
13,16 g/m?/h [39]. Wahrend niedrige TEWL-Werte eine intakte Hautbarriere und eine
damit verbundene niedrige Permeation durch die Haut anzeigen, weisen erhohte
TEWL-Werte auf eine nicht mehr intakte Barrierefunktion der Haut hin [2].

Je nach gemessener Korperregion kdonnen die TEWL-Werte zum Teil erheblich
voneinander abweichen [47]. Analog zur Wirkstoffaufnahme durch die Haut unterliegt

die Wasserabgabe durch die Haut ebenfalls dem 1. Fick’schen Diffusionsgesetz [47].

2.5 Grundlagen der verwendeten Arzneistoffe

In die zu untersuchenden Formulierungen wurden die beiden nicht-steroidalen
Entzindungshemmer (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAID)
Flufenaminsdure und Diclofenac-Natrium eingearbeitet. Wahrend Diclofenac auch
systemisch Anwendung findet, wird Flufenaminsdure nur mehr topisch angewandt
[48].

2.5.1 Flufenaminsaure

Flufenaminsdure ist ein  Anthranilsdurederivat. Der  zugrundeliegende
Wirkmechanismus ist, wie bei allen NSAIDs, die Hemmung der Cyclooxigenasen
(COX) 1und 2 [48, 49]

COOH

%

CF3

Abbildung 14: Flufenaminséaure [30]
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Eigenschaften von Flufenaminsaure [30]:

2-[[3-(Trifluormethyl)phenyllamino]benzoesaure mit der Summenformel C14H10F3NO;
ist ein schwach gelbes, kristallines Pulver oder Nadeln. Das Molgewicht betragt
281,2 g/mol. Es ist praktisch unlgslich in Wasser und leicht 16slich in Ethanol 96%.
Die Schmelztemperatur betragt 132-135 °C.

2.5.2 Diclofenac-Natrium

Diclofenac-Natrium ist ein saures (pK, 3,5-5), antipyretisch und analgetisch
wirkendes NSAID. Es handelt sich dabei um ein Arylessigsaurederivat. Der
Wirkmechanismus ist analog zur Flufenaminsaure die unspezifische Hemmung der
COX 1und 2 [9, 50, 51].

cod>
H
Na@ N
i Cl i

Abbildung 15: Diclofenac-Natrium [30]

Eigenschaften von Diclofenac-Natrium (Diclofenacum natricum) [30]:

Natrium[[2-[(2,6-dichlorphenyl)amino]phenyl]acetat] mit der  Summenformel
C14H10CI2NNaO, ist ein weildes bis schwach gelbliches kristallines Pulver. Das
Molgewicht betragt 318,1 g/mol. Es ist wenig loslich in Wasser, leicht I6slich in
Methanol, I6slich in Ethanol 96% und schwer |loslich in Aceton. Die

Schmelztemperatur betragt 280 °C unter Zersetzung.
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3 Methoden

3.1 Charakterisierung der untersuchten Formulierungen

Die Charakterisierung der Nanostrukturen der untersuchten Formulierungen wurde
zuvor extern von der Arbeitsgruppe Otto Glatter (Technische Universitat Graz) mittels
Kleinwinkel-Rontgenstreuung (small angle x-ray scattering, SAXS) und

mikroskopischen Untersuchungen durchgefuhrt [4, 29].

3.2 In Vitro Hautstudien

Die in vitro Hautstudien umfassten sowohl Franz-Zell-, als auch Tape-Stripping-
Versuche. Die Quantifizierung der Modellarzneistoffe erfolgte mittels Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC).

3.2.1 Franz-Zell-Versuche

Die Untersuchungen zur Permeation der Formulierungen mit Diclofenac-Natrium und
Flufenaminsaure wurden mittels Diffusionszellen nach Franz durchgefiihrt. Diese
Methode gilt als anerkanntes Modell zur Permeationsanalyse von Formulierungen

zur topischen Applikation [52].

PARAFILM

FORMULIERUNG

OFFNUNG ZUR

GLASAUFSATZ PROBENENTNAHME

GLASKAMMER

MAGNETRUHRSTABCHEN AKZEPTORMEDIUM

Abbildung 16: Schematische Darstellung Franz-Zelle

Die Diffusionszelle nach Franz ist ein, aus einer oberen Donorkammer und einer
unteren Akzeptorkammer aufgebautes, Zwei-Kompartimentsystem. Im unteren Tell
befand sich das Akzeptormedium mit Rihrstabchen, wahrend im oberen Teil die
topische Arzneiform aufgebracht wurde.
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Zwischen Ober- und Unterteil wurde die Modellmembran, fur die vorliegende Arbeit
exzidierte porzine Abdominalhaut mit einer Dicke von 700 pum mit der epidermalen
Seite nach oben hin eingespannt. Die Permeationsflache der Haut betrug 0,95 cm?.
Fixiert wurden die beiden Teile mit einer Schraubzwinge. Um Verdunstung zu
vermeiden, wurde die Oberseite mdglichst Luftdicht mit Parafim® und Alufolie
verschlossen. Die fertig zusammengesetzte Franz-Zelle wurde in einer extra daflr

vorgesehenen Halterung auf einem Magnetriihrer im Wasserbad bei 32 °C gerihrt.

Pro Formulierung wurden jeweils sechs Franz-Diffusionszellen (n=6) angesetzt. Als
Akzeptormedium wurde ein 0,012 M Phosphatpuffer mit pH7,4 (1,70¢g
Kaliumdihydrogenphosphat, 1,78 g Dinatriumhydropgenphosphat, 4% bovines
Serumalbumin (BSA) und destilliertes Wasser ad 1000) verwendet. Die verwendete
porzine Abdominalhaut wurde zuvor mit einem Dermatom® (GB 228R, Aesculap) auf
700 um Dicke zugeschnitten und zur besseren Haltbarkeit bei -18 °C tiefgefroren.
Vor dem Einspannen in die Franz-Zelle wurde die Haut sorgfaltig aufgetaut und in
1x1 cm grof3e Stiicke zurechtgeschnitten. Nach dem Zusammensetzen der Franz-
Zellen wurden diese luftblasenfrei mit 2 ml Phosphatpuffer pH 7,4 befllt und im
Glaszylinder des Oberteils genau 500,0 mg Formulierung aufgebracht. Die

Ruhrgeschwindigkeit des Magnetrihrstabchens im Wasserbad betrug rund 800 rpm.

Jeweils nach 2, 4, 6, 8 und 24 Stunden wurden Uber die dafir vorgesehene Offnung
aus jeder Franz-Zelle 2 ml Probe gezogen. Dazu wurde die Franz-Zelle aus dem
Wasserbad genommen und das Akzeptormedium wurde in mit Pasteurpipetten in
2 ml Eppendorfgefal3e pipettiert und durch frisches Medium ersetzt.

Die entnommenen Proben wurden 6 Minuten lang bei 12000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert (Hermle Z323K, Bartelt GmbH, Osterreich) und anschlieRend
wurde 1 ml der Probe in Glas HPLC-Vials tberfuihrt und verschlossen. Die Analyse
erfolgte mittels HPLC (siehe 3.2.3).

Nach 24 Stunden erfolgte die Extraktion des im Hautstlick verbliebenen Wirkstoffes
folgendermal3en: die Franz-Zellen wurden getffnet, die Gbrige Formulierung entfernt
und jedes Hautstiick eine Stunde lang mit 4 ml Methanol in Plastikeprouvetten
stehen gelassen.
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Nach 12 Minuten im Ultraschallbad (Star Sonic® 60, Liarre, Italien) wurden 2 ml
entnommen, in 2 ml Eppendorfgefal3e Uberfihrt und fir 6 Minuten bei 12000 rpm
zentrifugiert. Davon wurde wiederum 1 ml in Glas HPLC-Vials uberfuhrt und mittels
HPLC analysiert (siehe 3.2.3).

3.2.2 Tape-Stripping Versuche und NIR-Densitometrie

Tape-Stripping gilt als einfache anzuwendende und effiziente Methode zur
Bewertung von Qualitat und Wirksamkeit von Formulierungen zur topischen
Applikation [53].

Beim Tape Stripping werden, nach dem Auftragen der Formulierung und einer
definierten Einwirkzeit, einzelne Zellschichten des Stratum corneum mittels
Klebestreifen abgezogen und anschlielend quantifiziert. Auf den Klebestreifen
befinden sich nach dem Abziehen eine gewisse Menge an Korneozyten, sowie der

entsprechende Gehalt an Formulierung [53].

Da jedoch die Menge an Korneozyten - und somit auch die enthaltene Menge an
Formulierung - pro Klebestreifen variabel ist, darf nicht von der Anzahl an
abgezogenen Klebestreifen auf die Anzahl an Korneozyten und damit auf die
maogliche Penetrationstiefe der aufgetragenen Formulierung geschlossen werden.
Denn in der Regel nimmt mit steigender Anzahl an abgezogenen Klebestreifen die
Menge an Korneozyten pro Klebestreifen ab [53]. Daher wurde im Zuge dieser Arbeit
die Menge an abgezogenen Korneozyten pro Klebestreifen mittels Nahfeld-Infrarot-
Densitometrie (near infrared densitometry, NIR) unter Verwendung des Squame
Scan® (Squame Scan® 850 A, Heiland Elektronik GmbH, Deutschland) quantifiziert:
Da eine lineare Abhangigkeit von Korneozytenmasse zu Proteingehalt besteht [54],
kann dber einen Proportionalitdtsfaktor auf die Dichte und somit auf die

Penetrationstiefe geschlossen werden.

Die Methode des Tape-Strippings unterliegt zahlreichen Einflussfaktoren, wie zum
Beispiel der aufgetragenen Formulierung, dem ausgeibten Druck beim Aufbringen
der Klebestreifen, der Art an verwendeten Klebestreifen, der Abziehgeschwindigkeit

der Streifen und dem Hautzustand.
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Fur die optimale Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist es daher wichtig, dass die
Durchfiihrung der Arbeiten stets von derselben Person, mit demselben Material und
unter Einhaltung eines streng regulierten Arbeitsprotokolls erfolgt [53, 56].

Fur diese Arbeit fanden Standard Corneofix® F 20 Klebestreifen (Courage +
Khazaka GmbH, Kéln, Deutschland) mit einer Klebeflache von ca. 4 cm? (1,9 cm x
2,0 cm) Verwendung. Als in vitro Modell wurden exzidierte Schweineohren (EU-
Schlachthof Gantner, Hollabrunn, Osterreich) verwendet, da diese sich als
geeignetes Modell erwiesen haben [55]. Die gleichen Formulierungen wie in den

Franz-Zell-Versuchen wurden auf die dorsale Seite der porzinen Ohren aufgetragen.

Die bei -18 °C tiefgefrorenen Ohren wurden vorsichtig unter kaltem Wasser
abgespdlt, abgetrocknet und aufgetaut. Danach wurde der Knorpel entfernt.
AnschlieRend wurden pro Ohr vier reprasentative Stellen & 9 cm? markiert und mit
einer Schere von Haaren befreit. Dann wurden pro Feld 45 mg (entsprechend 5 mg
pro cm?) Formulierung aufgetragen und 1 Stunde inkubiert. Daraufhin wurden jeweils
20 Klebestreifen pro Feld nacheinander mit einem Druck von ca. 10 kg auf die
markierten Stellen aufgedriickt und gleichmaRig abgezogen. Zur Kontrolle des
Drucks wurde eine Waage verwendet. Von jedem Streifen wurde danach sofort
mittels NIR-Densitometrie die Pseudoabsorption bestimmt. Anschlie3end wurde jeder
Klebestreifen mit 2 ml Methanol in ein 2 ml Eppendorfgefal? gegeben und fir 12 min
im Ultraschallbad behandelt. Danach wurde 6 min bei 12000 rpm zentrifugiert. 1 ml
davon wurde schliel3lich in Glas HPLC-Vials Uberfuhrt und mittels HPLC analysiert
(siehe 3.2.3).
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3.2.3 HPLC-Analyse

Die Analyse der beiden Modellwirkstoffe erfolgte mittels HPLC.

Apparatur: Perkin Elmer (US) mit Series 200 column oven und Series 200 Ic pump
Detektor: Perkin EImer Diode Array Detector 235 C dual channel 255/280 nm
Autosampler: Perkin ElImer ISS 200

Software: Totalchrom Navigator 6.2.0

Saule: EC 250/4 Nucleosil 100-5 C18 (Macherey Nagel, Deutschland)

Vorsaule: SS 8,0/4,0 mm (Macherey Nagel, Deutschland)

METHODEN FLUFENAMINSAURE

Fur die Analyse von Flufenaminséaure wurden folgende Parameter gewabhlt:

Mobile Phase: Methanol/Wasser/Eisessig (80/20/1) pH 3,5, entgast
Flussrate: 0,8 ml/min

Kalibrierung: externer Standard

Ofentemperatur: 50 °C

Injektionsvolumen: 20 pl

Wellenlange: 245 nm

Es wurde eine Eichlésung in Methanol (1090 pg/ml) hergestellt und jeweils 1:2
verdinnt. Wie im Anhang in Abbildung Al ersichtlich, ergab sich daraus eine lineare
Abhangigkeit fur den Konzentrationsbereich von 0,27-545,0 pug/ml.
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METHODE DICLOFENAC-NATRIUM

Fur die Analyse von Diclofenac-Natrium wurden folgende Parameter gewahlt:

Mobile Phase: Methanol/Wasser (80/20)
Flussrate: 0,8 ml/min

Kalibrierung: externer Standard
Ofentemperatur: 50 °C
Injektionsvolumen: 20 pl

Wellenlange: 245 nm

Es wurde eine Eichlésung in Methanol (980 pg/ml) hergestellt und jeweils 1:2
verdunnt. Wie im Anhang in Abbildung A2 ersichtlich, ergab sich daraus eine lineare

Abhangigkeit fur den Konzentrationsbereich von 0,12-490,0 ug/ml.

Die genauen Daten und Abbildungen zu den erstellten Eichgeraden finden sich im

Anhang unter 8.1 ,Tabellen zu in vitro Hautstudien®.
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3.3. In Vivo Hautstudien

Fur die in vivo Hautstudien wurde eine Formulierung verwendet, die nicht den in vitro
untersuchten Formulierungen entsprach. Diese war zusammengesetzt aus 50%
Olphase, bestehend aus Monolinolein, Mandel6l und Benzylalkohol, sowie aus 50%

Wasserphase, bestehend aus Wasser und 2% Agarose zur Stabilisierung.

3.3.1 Individuelle Probanden- und Umgebungsparameter

Fur die in vivo Pilotstudie wurden sieben Probanden Uber einen Zeitraum von einer
Woche untersucht. Zu Beginn des Tages trugen die Probanden jeweils 500,0 mg
Formulierungen auf eine markierte Stelle auf der Innenseite des Unterarms auf. Bei
Rechtshandern wurde auf den linken, bei Linkshandern auf den rechten Unterarm
aufgetragen. Der markierte Bereich auf der Innenseite des Unterarms war ca. 50 cm?
(10x5 cm) grof3. Nach jeweils zwei und sechs Stunden wurden die Messungen mit
DermaUnit® und AquaFlux® durchgefihrt. Die Messungen mit dem Raman-
Spektrometer erfolgten neben der Blank und der Recovery-Messung lediglich am
ersten und am letzten Behandlungstag.

Die Messungen gliederten sich in die ,Blank‘-Messung am ersten Tag, wobei alle
Parameter an beiden Arm bestimmt wurden, in vier Standard Messtage inklusive
aufgetragener Formulierung nach zwei / sechs Stunden Einwirkzeit und schlief3lich,
eine Woche nach Beendigung der Versuche, die ,Recovery“-Messung. Gemessen
wurde jeweils am behandelten Arm und am unbehandelten Arm. Jeder Parameter,
mit Ausnahme des Sebumgehalts und der Raman-Messungen, wurde drei Mal

bestimmt.

Die Probanden wurden darauf hingewiesen, an den fur das Auftragen der
Formulierung markierten Stellen keine Pflege- oder Kosmetikprodukte anzuwenden.
Zudem wurden sie angewiesen nach dem Auftragen der Formulierung moglichst
keine Kleidung uber der behandelten Stelle zu tragen um Abrieb zu vermeiden. Vor
den Messungen wurde auf eine ausreichende Akklimatisierung der Probanden
geachtet, sodass die Werte nicht durch Stress oder Schweil3produktion beeinflusst
wurden. Wéhrend der Messungen waren die Probanden angehalten worden

maoglichst still zu sitzen und nicht zu sprechen.
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Durchgefiihrt wurde diese Pilotstudie zu Sommerbeginn im Mai 2015. Die
Raumtemperatur betrug 23 + 2 °C, die Luftfeuchtigkeit etwa 20-40%. Bei den
Probanden handelte es sich um fanf Frauen und zwei Manner, alle frei von

Erkrankungen der Haut und alle im Alter zwischen 25 und 30 Jahren.

3.3.2 Raman Messungen

3.3.2.1 Durchfuhrung der Messungen

Aufgrund der hohen intra- und interindividuellen Variabilitat der vermessenen Stellen,
bedingt durch die Komplexitat des biologischen Hautgewebes, ist eine ausreichende
Anzahl an Messungen fir alle Hautstudien maf3geblich [26]. Daher wurden die Werte
zur Bestimmung des NMF pro Proband und Arm je mindestens funfmal und die

Werte zur Bestimmung des Wassergehalts je mindestens dreimal gemessen.

Zur Messung mussten die Probanden lediglich den Arm mit der markierten
behandelten Stelle auf das Objektiv des Raman-Spektrometers legen und moglichst
still halten. Mit dem unbehandelten Arm wurde analog verfahren. Das weitere
Geschehen fand ausschlie3lich innerhalb der Riverlcon®-Software am Computer
statt. Vor Beginn der Messungen wurde auf eine ausreichende Akklimatisierungszeit
der Probanden geachtet.

Abbildung 17: Positionierung Unterarm auf Objektiv des Raman-Spektrometers [36]
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Die fingerprint-Spektren wurden zur Bestimmung des Gehalts an NMF am

behandelten / unbehandelten Arm mit folgenden Parametern bei 785 nm gemessen:

CCD-Parameter:

Exposure Time (s): 5
Number of Frames: 1
Cycle Time (s): 1

Dabei legt die Exposure Time (0,1-60 sec) die Dauer der Signaldetektion wahrend
einer Belichtung fest. Die Number of Frames (1-999) legt die Anzahl an separaten
Belichtungen pro Messposition fest. Die Cycle Time bezeichnet die Dauer der
Signaldetektion im Cycle Mode [36].

Positions-Parameter:

Track: 1

Z Offset (um): Focus - 1
Start (um): 0

Stop (um): 50

Step (um): 4

Ein Track definiert unterschiedliche Belichtungszeiten fur die unterschiedlichen
Tiefenbereiche in der Haut. Dabei wird der Track fur die jeweilige Tiefe in der Haut
durch Start- und Stopposition, die Entfernung der Messpunkte zueinander und die
Belichtungszeit definiert. Hintergrund ist, dass die Raman-Signalintensitat mit
zunehmender Messtiefe in der Haut abnimmt. Dem wird versucht Uber
voreingestellte Tracks mit entsprechend angepassten Parametern
entgegenzuwirken. Grundsatzlich gilt: je tiefer die Messung, desto sinnvoller ist eine
verlangerte Belichtungszeit und eine Vergrol3erung der Entfernung zwischen den
einzelnen Messpunkten (Stept + Exposuretimet). Der Z Offset Wert legt den
Startpunkt der Messung vor Beginn des Profils fest. Soll eine Messung
beispielsweise bei 5 um Hauttiefe beginnen wird der Z Offset Wert mit 4 um oder

weniger angegeben.
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Dies erleichtert dem System das Auffinden der Hautoberflache und garantiert, dass
das volle Profil bereits vom ersten relevanten Wert (hier: 5 pum) an gemessen werden
kann. Start, Stop und Step legen das Profil fest: Start legt fest ab welcher Tiefe das
Messprofil begonnen wird, Stop legt das Ende der Messstrecke fest und Step legt
den Abstand zwischen den einzelnen Messpunkten fest. So wéren die Werte fur ein
Messprofil von 3-30 um Hauttiefe in Messchritten von 4 um der Start Wert 3, der Stop
Wert 30 und der Step Wert 4 [36].

Die high-wavenumber-Spektren (hwvn) wurden zur Bestimmung des Gehalts an
Wasser am behandelten / unbehandelten Arm mit folgenden Parametern bei 671 nm

gemessen.

CCD-Parameter:

Exposure Time (s): 2
Number of Frames: 1
Cycle Time (s): 1

Positions-Parameter:

Track: 1

Z Offset (um): Focus - 1
Start (um): 0

Stop (um): 40

Step (um): 2

Die Auswahl der jeweiligen Parameter wurde im Zuge mehrerer, in dieser Arbeit nicht
dokumentierter Vorversuche getroffen. Bei den Messungen erwies es sich als
sinnvoll, die Z Offset Werte etwas niedriger als Focus-1 zu wahlen und den Bereich
des Messprofils etwas grol3zligiger zu wahlen. Somit konnte garantiert werden, dass
die relevanten Bereiche (0-15 pum, entsprechend der Dicke des Stratum corneum) fur

die Messungen des NMF- und Wassergehalts prazise erfasst wurden.

31



Vor Beginn der Messung wurden im Cycle Modus des Riverlcon® Programms eine

geeignete Hautstelle gesucht und mit dem Focus so lange variiert, bis

a) Im Falle der NMF-Messung das Quarzglas-Signal im Spektrum zu

erkennen war

b) Im Falle der Wasser-Messung die Intensitat des Keratinpeaks im Spektrum

etwa 200 Einheiten betrug.

Als geeignete Hautstelle erwiesen sich Stellen mit sattem Kontakt zwischen Haut und
Objektiv. Diese stellten sich im Bild der CCD-Kamera dunkel dar. Die durch
Reflektionen hell erscheinenden Stellen waren fir eine prazise Messung ungeeignet.

Abbildung 18: Hautbild der CCD-Kamera; deutlich zu sehen sind die dunklen, fir die

Messung geeigneten Stellen [36]

Nachdem eine vielversprechende Stelle gefunden wurde und mit dem Fokus auf das
Quarzglas, bzw. auf die entsprechende Intensitat des Keratin-Peaks fokussiert

wurde, konnte der Cycle-Modus beendet und die Messung gestartet werden.
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Zwischen den einzelnen Messungen wurden jeweils neue ,dunkle Stellen“ im Cycle
Modus ausgewahlt. Dabei wurde darauf geachtet, ausreichend Abstand zum
vorherigen Messpunkt einzuhalten um einen mdglichst reprasentativen Querschnitt
der gesamten behandelten Flache zu erhalten. Nach Beendigung der Messungen
und zwischen jedem Probanden wurde das Raman-Spektrometer gereinigt und mit
Ethanol 96% desinfiziert.

3.3.2.2 Auswertungen der Messungen

Der erste Schritt der Auswertung war die Auswahl der Daten der einzelnen
Messungen und die Darstellung im SkinTools® Programm. Dies war wichtig um zu
Uberprufen, ob alle Messungen erfolgreich waren und verwertbare Ergebnisse
vorlagen. Nachdem dies Uberprift war wurden die Daten im ASCII-Multi-Format als
Textdatei exportiert und in Microsoft Excel® weiter verarbeitet. Das ASCII-Multi-
Format umfasst alle gemessenen Ergebnisse, Spektren und Tiefenprofile, sortiert
nach Bezeichnung und Analyt. Die tatsachliche Auswertung der Messergebnisse
erfolgte in Microsoft Excel® 2007 Uber die Mittelwerte der funf fingerprint-Messungen

und der drei hwvn-Messungen.

3.3.3 DermaUnit® und AquaFlux® Messungen

Unter Verwendung der DermaUnit® und des AquaFlux® wurden der
Feuchtigkeitsgehalt und der Haut-pH je drei Mal pro Arm bestimmt. Der TEWL wurde
je zwei Mal pro Arm bestimmt und der Sebumgehalt wurde jeweils nur ein Mal pro
Arm bestimmt. Die Messungen erfolgten an Tag eins bis vier, jeweils zwei und sechs
Stunden nach dem Auftragen. Es wurde jeweils sowohl der behandelte Arm
vermessen, als auch der Unbehandelte. Zu Beginn der Pilotstudie fand eine Blank-
Messung statt. Eine Woche nach Beendigung der Studie fand eine Recovery-

Messung statt.
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3.3.3.1 Sebumeter®

Zur Messung des Sebumgehalts wurde die daflr vorgesehene Kassette aus der
DermaUnit® entnommen, durch Zurlckziehen des Schlittens ein neues Stick
Messband Uber den Sensor gezogen und ein Nullabgleich vorgenommen. Dazu
wurde die Kassette fir etwa drei Sekunden in den daflr vorgesehenen Schacht im
Gehéause der DermaUnit® gepresst, bis das Gerat den Nullabgleich optisch und
akustisch bestatigte. Anschlieend wurde die Kassette mit dem Mal3band fur
30 Sekunden auf die behandelte Stelle am Unterarm der Probanden gepresst, um
unmittelbar danach wieder in den Schacht am Gehéuse eingefihrt zu werden. Dort
wurde dann photometrisch die Zunahme der Transparenz des Messbands im
Vergleich zum Nullwert gemessen und angezeigt. Wahrend der Messung wurde auf
ein gerades und gleichméafiges Andriicken der Kassette geachtet. Analog wurde am

unbehandelten Arm verfahren.

3.3.3.2 Corneometer®

Das Corneometer wurde zur Messung des Feuchtigkeitsgehalts (ber die
Kapazitatsmethode aus der Halterung im Gehéause der DermaUnit® genommen und
gleichmaflig und gerade auf die behandelte Stelle am Unterarm der Probanden
gepresst. Die GleichméaRigkeit des Drucks wurde hierbei durch eine unter dem
Messfeld platzierte Feder mit einer Kraft von <1 N unterstutzt. Die erfolgreiche
Messung wurde vom Gerat optisch und akustisch bestatigt. Um Okklusion zu
vermeiden wurden die Messungen an jeweils verschiedenen Stellen innerhalb des
markierten Bereichs vollzogen. Am unbehandelten Arm wurde jeweils analog

verfahren.

3.3.3.3 Skin-pH-Meter®

Der pH-Wert der Haut wurde bestimmt, in dem die feuchte Messsonde auf die
markierte behandelte Hautstelle der Probanden am Unterarm gepresst wurde und
der Knopf am Griff der Sonde betatigt wurde. Der Knopf wurde solange gehalten, bis
das Gerat die erfolgreiche Messung optisch und akustisch bestéatigte.
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Vor den Messungen wurde die Sonde in Pufferlésungen mit pH 7 und pH 4 kalibriert.
Zwischen den Messungen wurde die pH-Sonde in destilliertem Wasser gelagert um
eine Austrocknung zu verhindern. Am unbehandelten Arm wurde jeweils analog

verfahren.

3.3.3.4 Transepidermaler Wasserverlust

Entsprechend den bisherigen Messvorgangen wurde auch der TEWL an der
Innenseite des Unterarms im markierten und mit Formulierung behandelten Bereich,
sowie am Referenzarm gemessen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden jeweils
zwei TEWL-Werte pro Unterarmseite bestimmt. Es wurde dabei darauf geachtet nicht
auf BlutgefalRen zu messen, da dies die Messergebnisse verfalschen hatte konnen.
Dazu wurde die Kammer der Messsonde mdglichst senkrecht und gleichmaRig auf
die Haut der Probanden aufgepresst und die Messung durch Betatigung des roten
Knopfs am Handteil gestartet. Diese Position wurde so lange gehalten, bis die
Software AquaFlux® V6.2 am Computer die erfolgreiche Messung optisch bestatigte.

3.3.3.5In vivo Messschema

Zur Verdeutlichung der einzelnen in vivo Messungen ist in der folgenden Tabelle das

Messschema ubersichtlich dargestellt:

Tabelle 4: Messschema der in vivo Messungen

Blank! | Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Recovery®
Raman X 0] 0] X
Sebumeter® X o] o] o] o] X
Corneometer® X o] o] o] o] X
Skin-pH-Meter® X 0 0 0 o] X
TEWL X o] o] o] o] X

! Blank bezeichnet die Referenzmessung ohne Formulierung vor Beginn der Hautstudie (100%-Wert)
2 Recovery bezeichnet die Messung ohne Formulierung eine Woche nach der letzten Applikation
X bezeichnet Messungen, die einmalig und ohne zuvor aufgetragene Formulierung durchgefiihrt wurden

O bezeichnet Messungen, die jeweils nach zwei und vier Stunden Einwirkzeit durchgefiihrt wurden
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung von mindestens drei
Experimenten angegeben. Die statistische Datenanalyse wurde mit dem Programm
GraphPadPrism 3 (GraphPad Software, San Diego, USA) mit p < 0,05 als
Signifikanzniveau durchgefiihrt. Parametrische Daten wurden mit dem Student’s
t-Test oder ANOVA mit post hoc Tukey Test analysiert. Der Mann-Whitney oder
Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn's Test wurde fir die Analyse nicht-

parametrischer Daten verwendet.

4.1 In vitro Hautstudien

Der jeweilige maximale R-(+)-Limonengehalt in der Olphase der verschiedenen
Formulierungen mit Arzneistoffen (60% bei Diclofenac-Natrium, 45% bei
Flufenaminsaure) erklart sich dadurch, dass die Formulierungen bei hdheren
Konzentrationen von R-(+)-Limonen und dem jeweiligen NSAID nicht mehr stabil

waren.

Die den Abbildungen und Diagrammen im Ergebnisteil zu den in vitro Hautstudien

zugrunde liegenden Daten finden sich im Anhang unter Kapitel 8.1.

4.1.1 Franz-Zell-Versuche

Es wurden pro Arzneistoff jeweils sechs Franz-Diffusionszellen mit abdominaler
porziner Haut als Modellmembran angesetzt. Die Ergebnisse nach 24 Stunden
zeigen den Trend, dass mit steigendem R-(+)-Limonengehalt der Formulierungen die
Permeation ebenfalls zunimmt. Die Permeation von Formulierungen mit Diclofenac-
Natrium war tendenziell hoher als die Permeation der Formulierungen mit
Flufenaminsaure. Die Permeation von Diclofenac-Natrium und Flufenaminsaure
korreliert mit der internen Struktur der nanostrukturierten Emulsionen. Am hdchsten
war die Permeation der emulgierten W/O/W Mikroemulsionen, entsprechend einem
R-(+)-Limonengehalt von 45% in den Formulierungen mit Flufenaminsaure, bzw.

60% in den Formulierungen mit Diclofenac-Natrium.
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In absteigender Reihenfolge nach Permeation geordnet folgten danach die mizellar
kubische Phasen mit einem R-(+)-Limonengehalt von 30% (Flufenaminsaure), bzw.
45% R-(+)-Limonen (Diclofenac-Natrium), die hexagonalen Dispersionen mit einem
R-(+)-Limonengehalt von 10% und schliel3lich die Ilimonenfreien kubischen
Dispersionen. Im Vergleich zwischen der limonenfreien Formulierung und der
emulgierten W/O/W Mikroemulsion mit 60% R-(+)-Limonengehalt hat sich die

Permeation des Modellarzneistoffs Diclofenac-Natrium um den Faktor 5,3 gesteigert.

Je hoher also der R-(+)-Limonengehalt war, desto héher war auch die Permeation.
Dies spiegelt sich auch in der Menge an Arzneistoff wieder, die nach 24 Stunden aus

der Haut extrahiert werden konnte.
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Abbildung 19: Permeation der Formulierungen unterschiedlichen R-(+)-

Limonengehalts mit Diclofenac-Natrium in Relation zur aufgetragenen Menge
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Abbildung 21: Permeation der Formulierungen unterschiedlichen R-(+)-

Limonengehalts mit Flufenaminséure in Relation zur aufgetragenen Menge
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extrahiert werden konnte

4.1.2 Tape-Stripping Versuche

Dieselben Formulierungen der Franz-Zell-Versuche wurden einer Analyse durch
Tape-Stripping unterzogen. Fur jede Formulierung wurden finf reprasentative Stellen
auf porziner Ohrhaut ausgewahlt, von denen jeweils 20 Tape Strips abgezogen und
mittels HPLC quantifiziert wurden. Die Korneozytenmenge wurde mittels NIR-

Densitometrie zur Korrektur bestimmt.

Die Penetration der Diclofenac-Natrium- und der Flufenaminsaure-Formulierungen
nahm analog zu den Franz-Zell-Versuchen mit steigendem R-(+)-Limonengehalt im
Vergleich zur limonenfreien Formulierung signifikant zu. Die Penetration von

Diclofenac-Natrium war der von Flufenaminsaure unterlegen.
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Abbildung 23: Permeation von Flufenaminsdure ins Stratum corneum

35 4

30 4

25 -

20 -

.

Menge an Diclofenac-Natrium im
Stratum corneum [ug cm?]

OLim 10Lim 45Lim 60Lim

Abbildung 24: Permeation von Diclofenac-Natrium ins Stratum Corneum

4.2 In vivo Hautstudien

Die den Abbildungen und Diagrammen im Ergebnisteil zu den in vivo Hautstudien

zugrunde liegenden Daten finden sich im Anhang unter Kapitel 8.2.

Die Werte der Messungen sind auf den Ausgangswert der unbehandelten Haut des
jeweiligen Probanden bezogen, daher erfolgt die Angabe in Prozent. Insbesondere
bei interindividuell stark abweichenden Parametern wie TEWL oder pH ist dieses
Vorgehen sinnvoll. Lediglich der Sebumwert wird als Absolutwert angegeben (siehe
dazu 4.2.2.1).
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Der Ausganswert wurde vor Beginn der Applikation des Produkts bei der so
genannten ,Blank-Messung® erfasst. Eine Woche nach der letzten Applikation der

Formulierung wurde in einer finalen Messung der ,Recovery-Wert" erfasst.

4.2.1 Raman Messungen

Die Ergebnisse der Raman Messungen unterteilen sich in die Ergebnisse der
Messungen in der fingerprint-region und der high-wavenumber-region. Mit der
Messung der fingerprint-region wurde der NMF Gehalt der Haut bestimmt. Mit der

Messung der high-wavenumber-region wurde der Wassergehalt der Haut bestimmit.

4.2.1.1 Fingerprint Messungen

In Abbildung 25 sind die NMF-Werte aus den verschiedenen Raman-Messungen
gegenubergestellt. Die jeweiligen Bezeichnungen sind in der Legende zu Tabelle 4
erklart. Wie ersichtlich scheint der NMF-Wert im Vergleich zu der Blank-Messung vor
Studienbeginn vor allem an der Hautoberflache zwei Stunden nach Behandlung
vermindert zu sein. Dies konnte auf Formulierungsreste an der Hautoberflache
zurtckzufihren sein. Dem gegeniber zeigt der unbehandelte Arm konstante NMF-
Werte bis 8 ym Hauttiefe. Die Abweichungen der Recovery Messung eine Woche
nach der Behandlung zwischen behandeltem und unbehandeltem Arm sind nicht
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Abbildung 25: NMF Gehalt der Haut (n=7)
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4.2.1.2 Messungen des Wassergehalts

Analog zum NMF-Wert ist in Abbildung 26 deutlich zu erkennen, dass der
Wassergehalt an der Hautoberflache der behandelten Haut zwei Stunden nach
Applikation der Formulierung geringer ist, als jener an der Oberflache der
unbehandelten Haut bei der Blank-Messung. Eventuell ist auch dieser Sachverhalt
auf lipophile Reste des Produktes auf der Haut zurlickzuftihren. Interessant ist, dass
eine Woche nach Beendigung der Applikation eine Erhdhung des Wassergehaltes an
der Hautoberflache des behandelten Armes im Vergleich zum unbehandelten Arm
nachgewiesen werden konnte, auch wenn diese statistisch nicht signifikant ist.
Maglicherweise ist dies auf eine positive Beeinflussung durch das angewendete

Produkt zurtickzufiihren.
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Abbildung 26: Wassergehalt der Haut (n=7)

4.2.2 Derma Unit® und Aqua Flux® Messungen

Die Ergebnisse der Messungen mit der Derma Unit® unterteilen sich in die
Ergebnisse des Sebumeter®, Corneometer® und Skin-pH-Meter®. Die Ergebnisse
der Messungen mit dem Aqua Flux® sind unter transepidermalen Wasserverlust
(4.2.2.4) aufgefihrt.
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4.2.2.1 Sebumeter®

Als Ausnahme der in vivo Messungen beziehen sich die Werte des Sebumgehalts
nicht auf den Ausgangswert des jeweiligen Probanden, sondern werden als
Absolutwert in pg/cm? angegeben. Anlass dafiir ist die Tatsache, dass die
Referenzwerte des unbehandelten Arms stets nur zwischen 0-1 pg/cm? lagen und
die Werte unmittelbar nach Auftragen der dlhaltigen Formulierung sehr hoch waren.
Der niedrige Initialwert ist darauf zurickzufiihren, dass im Bereich der Messungen

am Unterarm die Anzahl an Talgdrisen nur sehr gering ist [57].

In Abbildung 27 ist ersichtlich, dass der Fettgehalt auf der Hautoberflache zwei
Stunden nach dem Auftragen der Formulierung deutlich erhdht war. Sechs Stunden
nach Applikation war der Sebumwert nur noch leicht erhéht. Eine Woche nach der
letzten Applikation war der Sebumwert wieder auf dem urspringlichen Niveau der
Blank-Messung. Auch hier liegt der Schluss nahe, dass Formulierungsreste auf der
Hautoberflache fur die Initiale Erh6hung verantwortlich waren.
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Abbildung 27: Sebumgehalt der Haut (n=7)
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4.2.2.2 Corneometer®

Abbildung 28 zeigt eine positive Beeinflussung der Hautfeuchtigkeit zwei Stunden
nach Applikation der Formulierung, die jedoch nicht statistisch signifikant ist. Dies
bestatigt die Untersuchungen des NMF mittels Raman-Spektroskopie.
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Abbildung 28: Feuchtigkeitsgehalt der Haut (n=7)

4.2.2.3 Skin-pH-Meter®

Die gemessenen pH-Werte erstreckten sich tber einen physiologischen Bereich von
pH 4 bis pH 6. Die Messungen auf der Hautoberfliche haben keine signifikanten

Anderungen nach Auftragen der Formulierung aufgezeigt.
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Abbildung 29: pH-Wert der Haut (n=7)
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4.2.2.4 Transepidermaler Wasserverlust

Der mittels Aqua Flux® bestimmte transepidermale Wasserverlust war im Vergleich

zur Referenz leicht erh6ht, jedoch nicht signifikant.

180

160

140

120

100

[%] des Blankwertes

80

60

—4#— Behandelt 2h
Behandelt 6h

1 == Unbehandelt 2h

== Unbehandelt 6h

Abbildung 30: TEWL der Haut (n=7)
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5 Diskussion

Die in vitro Franz-Zell- und Tape Stripping-Versuche konnten zeigen, dass ein enger
Zusammenhang zwischen der internen Struktur der selbstorganisierenden
nanostrukturierten Emulsionen und deren Potential als Vehikel zum Transport von
Arzneistoffen besteht. Die Formulierungen mit einem R-(+)-Limonengehalt von
mindestens 30% und den daraus entstehenden Mikroemulsionsstrukturen konnten
die Barriere des Stratum Corneum am effektivsten tberwinden. Verantwortlich dafur
kbnnte sowohl die VergroRerung der Oberflache durch Ausbildung von
Mikroemulsionsstrukturen  sein, als auch der steigende Gehalt des
Penetrationsforderers R-(+)-Limonen [3, 58]. Schlie3lich sind Mikroemulsionen
aulBerst vielversprechende Vehikel, mit hervorragenden Solubilisierungs-
eigenschaften [59]. Die Kombination aus R-(+)-Limonen als Penetrationsférderer und
Formulierungen auf Basis von emulgierten W/O/W Mikroemulsionen erscheint

vielversprechend.

Die Formulierungen mit Diclofenac-Natrium waren jenen mit Flufenaminsaure bei den
Franz-Zell-Versuchen uberlegen. Die hohere Permeation von Diclofenac-Natrium aus
den Formulierungen in das wassrige Akzeptormedium konnte sich durch zwei
madgliche Ursachen erklaren lassen: zum Einen die starker ausgepragte Hydrophilie
von Diclofenac-Natrium im Vergleich zu Flufenaminsaure und zum anderen, dass die
Barriere des Stratum corneum der verwendeten porzinen Abdominalhaut durch
Hitzebehandlung nach der Schlachtung geschadigt wurde und somit hydrophile
Stoffe leichter in das wassrige Akzeptormedium diffundieren konnten.

Analog dazu zeigten sich die Formulierungen mit Flufenaminsdure bei den Tape-
Stripping Versuchen Uberlegen. Durch die hdhere Lipophilie von Flufenaminséure im
Vergleich zu Diclofenac-Natrium ist es wahrscheinlich, dass Flufenaminsaure besser
in das intakte lipophile Stratum corneum der porzinen Ohrhaut penetrieren kann.
Denn die porzinen Ohren wurden nach der Schlachtung, im Gegensatz zur
Abdominalhaut, nicht mit Hitze behandelt. Damit koénnten sich die hdohere

Konzentration und tiefere durchschnittliche Eindringtiefe erklaren lassen.
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Eindeutig und unabhéngig vom beigegebenen Arzneistoff ist jedoch der Trend zur
zunehmenden Permeation und Penetration in Korrelation mit dem steigenden R-(+)-
Limonengehalt und der damit einhergehenden Organisation der Formulierungen als

Mikroemulsion.

Auf Grund der guten Ergebnisse der in vitro Versuche, bezuglich des
Wirkstofftransports mit diesen neuen Formulierungen, wurde zuséatzlich der Effekt
von derartigen Olreichen, selbstorganisierenden nanostrukturierten Emulsions-

systemen auf diverse Hautparameter in vivo mittels Raman-Spektroskopie bestimmt.

Die nichtinvasive in vivo Methode der Raman Spektroskopie lieferte aussagekraftige
und statistisch relevante Daten von hoher Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit. In
diesem konkreten Fall wurden vor allem die Hautfeuchtigkeit, sowie der NMF-Wert
als Parameter fur den Zustand der Haut herangezogen. Jedoch stellen diese beiden
Parameter nur einen kleinen Teil der mittels Raman Spektroskopie ermittelbaren
Parameter dar. Zwar sind Auswertung und Interpretation der gewonnenen Daten
zeitintensiv und setzen weitreichende Kenntnisse der Materie voraus, dafur sind die
Mdglichkeiten nahezu unbegrenzt, ohne dabei invasiv oder unter Anwendung von

Farbe- oder Kontrastmitteln arbeiten zu missen [6].

Sowohl bei der Messung des NMF, als auch bei der high-wavenumber Messung des
Wassergehalts der Haut zeigte sich Initial eine leichte Abnahme, die jedoch eine
Woche nach beendeter Anwendung bei der Recovery Messung nicht mehr signifikant
war. Ursache dafur kdnnte der hohe Fettgehalt durch lipophile Formulierungsreste
auf der Hautoberflache sein. Eine positive Wirkung der Formulierung auf die
Hautfeuchtigkeit war, wenn auch nicht statistisch signifikant, bei der Recovery-
Messung eine Woche nach der letzten Applikation festzustellen: Es zeigte sich ein
deutlicher Anstieg des Feuchtigkeitsgehaltes der Haut bis in eine Tiefe von 5 um.

Weiterfihrende Studien waren hier angebracht.

Der Initial stark erhohte Sebumwert untermauert die Vermutung der Beeinflussung
der Zwei-Stunden-Werte durch die lipophile Formulierung auf der Hautoberflache.
Aber auch hier konnte sich die anféangliche Uberproportionale Erhéhung nicht auf
Dauer halten. Diese Ergebnisse stimmen mit vorrangegangenen Arbeiten von
Mahrhauser et al Uberein [60]. Auch dort waren die Sebumwerte Initial erhéht, bei

nachfolgenden Messungen jedoch wieder auf das Ausgangsniveau gesunken.
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Die hohen Standardabweichungen des Sebumgehalts auf der Hautoberflache sind
eventuell darauf zurtickzufihren, dass einige der Probanden aus Unachtsamkeit die
Stellen mit aufgetragener Formulierung mit Kleidung abgedeckt oder durch

Aufstitzen abgewischt haben.

Die Hautfeuchtigkeit und der pH-Wert der Haut veradnderten sich nicht signifikant.
Nach zwei Stunden Einwirkzeit liel3 sich lediglich ein Trend zur leichten Erh6hung der

Feuchtigkeit und des pH-Werts erkennen.

Der transepidermale Wasserverlust verdnderte sich ebenfalls nicht signifikant.
Tendenziell liel3 sich eine leichte Erh6hung erkennen. Allerdings unterlag der TEWL-
Wert interindividuellen und zum Teil erheblichen Schwankungen. Ursachen hierfir
kénnte die Nervositdt von Probanden gewesen sein, obwohl auf ausreichende
Akklimatisierung und Ruhe geachtet wurde. Schwankungen von Raumtemperatur
und Luftfeuchtigkeit kdnnen ebenso Einfluss auf den TEWL-Wert haben [42].

Zusammenfassend lasst sich aus den in vivo Untersuchungen auf einen positiven,
wenn auch nicht statistisch signifikanten Effekt der getesteten Formulierung
schlieBen. Weiterflihrende Untersuchungen zur Ermittlung von Langzeittrends mit

einer Anwendung Uber mehrere Wochen wéren interessant.

Die untersuchten selbstorganisierenden nanostrukturierten Emulsionssysteme zeigen
im Hinblick auf die Anwendung als Vehikel zur dermalen Applikation von
Arzneistoffen groRes Potential. Vor allem die Mikroemulsionsstrukturen sind in
diesem Zusammenhang von Interesse, da in diesen Systemen nur geringe
Emulgatorenkonzentrationen vorhanden sind [61]. Dies verspricht, wie die in vivo
Versuche nahelegen, eine bessere Vertraglichkeit fir die Haut. Insbesondere in
Kombination mit nattrlichen, penetrationsférdernden Terpenen wie R-(+)-Limonen
sind die Ergebnisse sehr vielversprechend und sollten Kernpunkt weiterfihrender

und umfangreicher Studien mit anderen Wirkstoffen werden.

48



6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung selbstorganisierender Dispersionen im
Hinblick auf Ihre Fahigkeit als Abgabesystem fir Arzneistoffe und die Auswirkung der
Applikation dieser Formulierungen auf verschiedene Hautparameter. Dabei sollte
analysiert werden, ob die Vehikel die Barrierefunktion des Stratum corneum soweit
herabsetzen, dass eine Penetration der NSAIDs Diclofenac-Na und Flufenaminsaure
maoglich wurde. Gleichzeitig sollte untersucht werden, ob die Barriere des Stratum
corneum durch Applikation einer lipophilen Dispersion intakt blieb, sodass die Haut

nicht austrocknete oder beschadigt wurde.

Zur Untersuchung der Eignung als Abgabesystem fir Arzneistoffe wurde die
Penetration von Diclofenac-Natrium und Flufenaminsaure mit Franz-Zell- und Tape-
Stripping-Versuchen analysiert. Im Zuge der Franz-Zell-Versuche erwies sich die
Kombination aus Diclofenac-Natrium und einer Formulierung mit mindestens 45%
R-(+)-Limonen als vielversprechend. Mit steigendem R-(+)-Limonengehalt war ein
signifikanter Trend zur gesteigerten Penetration erkennbar. Die Diclofenac-Natrium
enthaltenden Formulierungen konnten tendenziell in den Franz-Zell-Versuchen
bessere Permeationswerte erzielen, als jene mit Flufenaminsaure. Die Tape-
Stripping-Versuche konnten die Trends aus den Franz-Zell-Versuchen bestétigen,
auch wenn sich hier die Flufenaminsaure und mindestens 30% R-(+)-Limonen

enthaltenden Formulierungen jenen mit Diclofenac-Natrium Gberlegen zeigten.

Zu den Formulierungen lasst sich sagen, dass sich ein klarer Trend abgezeichnet
hat: je hoher der R-(+)-Limonengehalt, desto eher haben die Formulierungen die
Nanostruktur einer Mikroemulsion eingenommen und desto effektiver wurde die
Permeation und Penetration der Arzneistoffe gesteigert. Der Zusammenhang
zwischen R-(+)-Limonengehalt und selbstorganisierenden Strukturen wurde zuvor
extern von der Arbeitsgruppe um Otto Glatter (Technische Universitat Graz)
bestimmt. Optimal erwies sich ein R-(+)-Limonengehalt von 60% und Diclofenac,
bzw. 40% und Flufenaminsaure und der damit verbundenen Selbstorganisation zu
W/O/W-Mikroemulsionen. In Abhéngigkeit von der Loslichkeit der Arzneistoffe zeigte
sich bei Diclofenac-Natrium eine verbesserte Permeation in das Akzeptormedium
wahrend der Franz-Zell-Versuche und bei Flufenaminsaure eine verbesserte

Penetration in das Stratum corneum wahrend der Tape-Stripping-Versuche.
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Ein Zusammenhang mit der jeweiligen Untersuchungsmethode und der Auswirkung
der hydrophilen, bzw. hydrophoben Umgebungsparameter dabei ist hier
wahrscheinlich.

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer olreichen, zur Hautpflege angedachten
selbstorganisierenden Dispersion auf unterschiedliche Hautparameter wurden
konfokale Raman Spektroskopie, DermaUnit® und AquaFlux® angewandt. Mittels
Raman Spektroskopie wurde der NMF und der Feuchtigkeitsgehalt der Haut
bestimmt. Bei der Analyse der fingerprint-region wurde Initial eine leichte, aber nicht
signifikante Erniedrigung des NMF festgestellt. Analog verhielt es sich bei der
Messung in der high-wavenumber-region. Dies konnte jedoch durch den
Uberproportional hohen Fettgehalt aus Formulierungsresten an der Hautoberflache
bedingt sein. Bei spateren Messungen war keine Verminderung des Wassergehalts
und des NMF mehr zur erkennen, sondern sogar eine leichte Erh6hung der

Hautfeuchtigkeit im Vergleich zum urspriinglichen Wert vor Beginn der Studie.

Unter Verwendung der DermaUnit® wurden Sebumgehalt, Feuchtigkeitsgehalt und
Haut-pH ermittelt. Es zeigte sich ein initialer Anstieg des Sebumgehalts bei der
Messung nach zwei Stunden. Dies konnte ebenfalls durch die aufgetragene,
fettreiche Formulierung zu erklaren sein. Hautfeuchtigkeit und Haut-pH wurden durch
die Anwendung der Formulierungen nicht signifikant beeinflusst. Mit der AquaFlux®-
Technologie wurde der TEWL bestimmt. Auch dieser wurde durch die Applikation der

Formulierungen nicht signifikant verandert.

Zusammengefasst lasst sich aus den Untersuchungen und deren Ergebnissen ein
eindeutiger Trend erkennen: Mit Hilfe der selbstorganisierenden nanostrukturierten
Emulsionen, insbesondere mit jenen mit hohem R-(+)-Limonengehalt und
Mikroemulsionsstrukturen, lasst sich die Permeation und Penetration von Diclofenac-
Natrium und Flufenaminsdure effektiv und signifikant steigern. Eine negative
Beeintrachtigung der Barrierefunktion des Stratum corneum, wie zum Beispiel eine
Reduktion der Hautfeuchtigkeit oder eine Abnahme des TEWLs durch eine dlreiche
selbstorganisierende Dispersion konnte ausgeschlossen werden. Weitere Studien
Uber einen langeren Zeitraum wéaren angebracht, um die Ergebnisse dieser

Pilotstudie zu bestatigen.
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8 Anhang

8.1 Tabellen zu in vitro Hautstudien

Tabelle A1 und Abbildung Al: Eichgerade Flufenaminsaure in Methanol

Menge [ug ml™]

VO Stammldsun 1090

V1 1:2 545,00 13250287,3
V2 1:2 272,50| 7410277,64
V3 1:2 136,25 3624990,8
' 1:2 68,13| 1936875,84
V5 1:2 34,06 903337,63
V6 1:2 17,03 507796,8
V7 1:2 8,52 252180,81
V8 1:2 4,26 125859,16
V9 1:2 2,13 59954,17
V10 1:2 1,06 30264,98
V11 1:2 0,53 12309,43
V12 1:2 0,27 7572,69
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y = 27085x + 10680
R2=0,9997

50 100 150 200 250 300

Tabelle A2 und Abbildung A2: Eichgerade Diclofenac-Natrium in Methanol

Probe Menge [ug mi™]

VO Stammldsun 980

V1 1:2 490,00( 7724825,92
V2 1:2 245,00| 4102405,83
V3 1:2 122,50 2208973,15
V4 1:2 61,25 1117544,05
V5 1:2 30,63| 573098,55
V6 1:2 15,31 260442,57
V7 1:2 7,66 162137,44
V8 1:2 3,83 81745,68
V9 1:2 1,91 29154,04
V10 1:2 0,96 11431,30
V11 1:2 0,48 7781,28
V12 1:2 0,24 3308,61
V13 1:2 0,12 1779,35

2500000 -

2000000 -

Peakflache

500000 -

1500000 -

1000000

y=18066x+ 3035,2
R*=0,9997

20 40 60 80 100 120 140

Konzentration [ug m!]
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8.1.1 Tabellen zu Franz-Zell-Versuchen

Tabelle A3: Franz-Zellen zu Formulierung mit Flufenaminsaure + 0% R-(+)-Limonen

Zeit Zelle 1
[Stunden]  [pgcm?]
2 0,00
4 0,00
6 0,00
8 3,58
24 78,08

Zelle 2
[ug cm™]
0,00
0,00
0,00
3,38
72,57

Zelle 3
[pg em?]
0,00
0,00
0,00
2,83
63,00

Zelle 4
[ug cm?]
0,00
0,00
2,29
6,12
94,62

Zelle 5
[ug cm?]
0,00
0,00
2,43
6,64
97,45

Zelle 6
[pg em?]
0,00
0,00
0,00
1,19
78,88

Mittelwert

0,00
0,00
0,79
3,96
80,77

SD

0,00
0,00
1,22
2,06
13,14

Tabelle A4: Franz-Zellen zu Formulierung mit Flufenaminséure + 10% R-(+)-Limonen

Zeit Zelle 1
[Stunden] [pgcm?]
2 0,00
4 0,00
6 0,25
8 10,70
24 110,77

Zelle 2
[ugcm?]
0,00
0,00
0,66
10,44
131,98

Zelle 3 Zelle 4 Zelle 5 Zelle 6
[ugem?  [ugem?]  [ugem?]  [pugem?]
0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 1,29 0,00
0,29 3,67 11,95 3,50
10,20 11,16 23,49 9,97
111,45 135,97 195,98 149,99

Zelle 7
[ug cm?]
0,00
0,00
6,55
14,96
165,19

Mittelwert

0,00
0,18
3,84
12,99
143,05

SD

0,00
0,49
4,26
4,93
30,42

Tabelle A5: Franz-Zellen zu Formulierung mit Flufenaminsaure + 30% R-(+)-Limonen

Zeit Zellel
[Stunden] [ug cm?)
2 0,00
4 0,00
6 11,40
8 25,57
24 187,86

Zelle 2
[ug cm™?]
0,00
0,00
0,12
7,12
124,26

Zelle 3
[ug cm?]
0,00
0,00
2,56
12,91
149,19

Zelle 4
[ug cm?]
0,00
0,00
4,63
12,31
183,39

Zelle 5
[ug cm?]
0,00
0,00
7,15
15,74
194,65

Zelle 6
[ug em?]
0,00
0,00
2,04
6,87
159,93

Mittelwert

0,00

0,00

4,65
13,42
166,55

SD

0,00
0,00
4,09
6,89
27,06

Tabelle A6: Franz-Zellen zu Formulierung mit Flufenaminséure + 45% R-(+)-Limonen

Zeit Zelle 1
[Stunden]  [pgcm?]
2 0,00
4 0,00
6 2,11
8 12,00
24 158,00

Zelle 2
[ug cm?]
0,00
0,00
1,58
11,10
154,80

Zelle 3
[ug em?]
0,00
0,00
4,04
11,80
182,97

Zelle 4
[ug cm™]
0,00
0,00
7,47
18,73
222,10

Zelle 5
[ug cm™]
0,00
0,00
6,31
16,42
230,67

Zelle 6
[ug cm?]
0,00
0,00
7,13
18,64
223,40

Mittelwert

0,00
0,00
4,77
14,78

195,32

SD

0,00
0,00
2,57
3,56
34,47
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Tabelle A7: Hautextraktion zu Formulierungen mit Flufenaminsaure

oLim | 10Lm | 30Lm | 45Lim |
Flufenaminsdure Flufenaminsaure Flufenaminsdure Flufenaminsaure
[ng em™] [ug em?] [ng em™] [ng em?]

Zelle 1 69,70 Zelle 1 164,18 Zelle 1 161,35 Zelle 1 167,22
Zelle 2 68,74 Zelle 2 143,23 Zelle 2 180,37 Zelle 2 181,81
Zelle 3 91,58 Zelle 3 168,97 Zelle 3 162,70 Zelle 3 159,20
Zelle 4 77,08 Zelle 4 136,15 Zelle 4 155,00 Zelle 4 174,45
Zelle 5 82,36 Zelle 5 150,99 Zelle 5 126,98 Zelle 5 178,74
Zelle 6 80,04 Zelle 6 172,53 Zelle 6 198,89 Zelle 6 166,40
MwW 78,25 Zelle 7 129,46 MW 164,22 MW 171,30

StAbw 8,52 MW 152,22 StAbw 24,27 StAbw 8,52

StAbw 16,81
Tabelle A8: Franz-Zellen zur Form. mit Diclofenac-Natrium + 0% R-(+)-Limonen
Zeit Zellel Zelle 2 Zelle 3 Zelle 4 Zelle 5 Zelle 6 Mittelwert SD
[Stunden] [pgem?] [pgem?] [pgem?]  [ugem?]  [ugem?]  [ugem?]

2 2,2 1,7 4,1 n.d. n.d. n.d. 2,6 1,3
4 10,7 10,9 14,4 3,6 3,4 9,7 8,8 4,4
6 20,5 22,3 24,8 12,4 11,0 22,9 19,0 5,8
8 31,2 36,0 36,3 22,3 19,7 34,9 30,1 7,3
24 163,7 179,6 186,7 148,2 141,8 208,2 171,4 25,0

Tabelle A9: Franz-Zellen zur Form. mit Diclofenac-Natrium + 10% R-(+)-Limonen

Zeit Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Zelle 4 Zelle 5 Zelle 6 Zelle7 Zelle 8 Mittelwert SD
[Stunden] [pgem?]  [pgem?]  [ugem?]  [ugem?®]  [pgem?]  [pgem?]  [pgem?]  [pgem?] 0 0
2 5,18 1,98 5,79 1,44 n.d. n.d. n.d. n.d. 3,60 2,21
4 18,02 12,21 20,61 9,93 5,83 13,53 15,98 7,85 13,00 5,08
6 33,70 27,74 40,39 24,20 16,57 32,82 38,75 21,02 29,40 8,48
8 50,62 41,66 58,15 36,12 28,06 53,05 61,35 37,13 45,77 11,78
24 256,59 220,94 265,35 192,26 178,43 274,59 290,73 206,97 235,73 41,52

Tabelle A10: Franz-Zellen zur Form. mit Diclofenac-Natrium + 45% R-(+)-Limonen

Zeit Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 Zelle 4 Zelle 5 Zelle 6 Zelle7 Zelle 8 Mittelwert SD
[Stunden] [pugem?]  [ugem?]  [ugem?]  [ugem?]  [ugem?]  [pgem?]  [pgem?]  [pgem?] 0 0

2 14,7 7,7 14,3 32,9 n.d. n.d. n.d. n.d. 17,4 10,8

4 57,6 33,2 55,9 93,4 28,0 77,7 55,1 41,5 55,3 22,0

6 111,8 74,4 109,4 156,7 71,5 154,5 118,6 100,9 112,2 31,7

8 159,0 113,8 156,0 215,9 120,0 228,8 176,0 148,9 164,8 41,1

24 521,2 523,1 580,3 704,2 561,2 792,6 690,9 632,8 625,8 97,1

Tabelle A11: Franz-Zellen zur Form. mit Diclofenac-Natrium + 60% R-(+)-Limonen

Zeit Zelle1 Zelle 2 Zelle 3 Zelle 4 Zelle 5 Zelle 6 Zelle7 Zelle 8 Mittelwert SD
[Stunden] [pgem?] [pgem?®]  [pgem?]  [ugem?]  [ugem?]  [ugem?]  [ugem?]  [ugem?]

2 14,9 31,5 2,1 28,8 n.d. n.d. n.d. n.d. 24,3 7,4

4 74,3 101,3 74,5 88,5 85,2 97,5 71,4 90,5 85,4 11,2

6 147,0 199,9 146,0 164,7 192,0 213,6 152,4 189,7 175,7 26,3

8 218,0 276,5 219,3 240,4 288,4 317,7 234,5 281,9 259,6 36,5

24 843,8 942,6 787,5 859,4 942,7 1092,7 840,5 920,0 903,6 94,2

59




Tabelle A12: Hautextraktion zu Formulierungen mit Diclofenac-Natrium

OLim | 10Lim | 45 Lim | 60 Lim |
Diclofenac Natrium Diclofenac Natrium Diclofenac Natrium Diclofenac Natrium
[ug cm?] [ug cm?] [ng cm™] [ng cm™]

Zelle 1 90,91 Zelle 1 110,74 Zelle 1 197,61 Zelle 1 210,22
Zelle 2 71,70 Zelle 2 91,30 Zelle 2 166,49 Zelle 2 209,58
Zelle 3 n.d. Zelle 3 81,58 Zelle 3 173,85 Zelle 3 273,62
Zelle 4 85,17 Zelle 4 114,32 Zelle 4 184,98 Zelle 4 222,36
Zelle 5 78,59 Zelle 5 96,57 Zelle 5 170,24 Zelle 5 268,01
Zelle 6 78,32 Zelle 6 106,24 Zelle 6 206,37 Zelle 6 240,23
MW 80,94 Zelle 7 81,41 Zelle 7 n.d. Zelle 7 262,38
StAbw 7,33 Zelle 8 100,35 Zelle 8 144,72 Zelle 8 292,04
MW 97,81 MwW 177,75 MW 247,30
StAbw 12,50 StAbw 20,64 StAbw 31,22
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8.1.2 Tabellen zu Tape Stripping Versuchen

Tabelle A13: Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und 0% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Flufenaminsaure [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 2,96 11,52 8,16 3,07 4,55 6,05 3,71
2 1,10 5,13 6,82 1,35 1,75 3,23 2,59
3 0,65 1,87 2,85 0,73 1,28 1,47 0,91
4 0,36 1,55 1,64 0,18 0,39 0,82 0,71
5 0,20 1,56 1,11 0,14 0,71 0,74 0,60
6 0,32 0,88 1,08 0,03 0,27 0,51 0,44
7 0,05 0,66 0,98 0,00 0,44 0,43 0,42
8 0,00 0,97 1,07 0,00 0,11 0,43 0,54
9 0,00 0,41 0,77 0,01 0,01 0,24 0,34
10 0,00 0,40 0,72 0,01 0,01 0,23 0,32
11 0,00 0,06 0,15 0,00 0,00 0,04 0,07
12 0,00 0,25 0,10 0,00 0,00 0,07 0,11
13 0,00 0,03 0,15 0,00 0,10 0,06 0,07
14 0,00 0,00 0,38 0,00 0,00 0,08 0,17
15 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 0,04 0,09
16 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,05 0,11
17 0,00 0,11 0,14 0,00 0,00 0,05 0,07
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Summe 5,62 25,40 26,56 5,53 9,62 14,55 11,27
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Tabelle A14: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und

0% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 103,1 77,7 86,6 93,3 101,8 92,50 10,66
2 76,8 67,9 84,8 70,5 74,1 74,82 6,54
3 84,4 55,8 75,0 65,2 58,5 67,77 11,88
4 71,4 50,9 65,2 58,0 63,4 61,79 7,74
5 62,1 50,0 68,8 65,2 63,4 61,88 7,10
6 57,6 43,8 74,6 57,6 48,7 56,43 11,75
7 53,6 40,2 57,1 58,9 46,0 51,16 7,90
8 49,6 39,7 57,1 48,7 49,1 48,84 6,17
9 45,5 48,7 63,8 56,3 41,5 51,16 8,91
10 44,2 41,1 59,8 49,1 46,9 48,21 7,15
11 65,6 48,2 61,2 58,9 52,7 57,32 6,91
12 44,2 42,9 56,7 49,6 50,4 48,75 5,53
13 35,3 38,4 61,6 48,2 55,8 47,86 11,18
14 34,4 33,9 60,3 39,3 41,5 41,88 10,78
15 24,1 31,7 59,8 34,4 73,7 44,73 21,02
16 17,4 23,2 44,2 24,1 25,9 26,96 10,14
17 15,6 22,8 42,4 26,8 33,5 28,21 10,24
18 12,9 18,3 46,4 21,4 31,3 26,07 13,19
19 9,8 20,5 31,7 19,6 25,4 21,43 8,07
20 8,0 16,5 30,4 11,6 22,3 17,77 8,85

Summe | 915,63 | 812,05 | 1187,50 | 956,70 | 1005,80 | 975,54 | 191,70
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Tabelle A15: Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und 10% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Flufenaminsaure [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 7,60 18,57 10,67 3,60 5,60 9,21 5,85
2 2,24 7,66 4,58 0,95 2,82 3,65 2,59
3 1,34 5,16 3,01 0,82 2,24 2,51 1,70
4 0,52 2,89 1,92 0,81 1,78 1,58 0,95
5 0,67 2,88 1,61 0,49 0,82 1,29 0,98
6 0,10 2,73 1,20 0,46 1,07 1,11 1,01
7 0,24 1,29 0,69 0,39 0,38 0,60 0,42
8 0,23 0,94 0,50 0,10 0,47 0,45 0,32
9 0,00 0,68 0,61 0,01 0,33 0,33 0,32
10 0,00 1,09 0,43 0,00 0,06 0,32 0,47
11 0,00 0,15 0,16 0,00 0,00 0,06 0,09
12 0,00 0,12 0,44 0,00 0,00 0,11 0,19
13 0,00 0,41 0,17 0,00 0,10 0,14 0,17
14 0,00 0,09 0,58 0,00 0,00 0,13 0,25
15 0,00 0,07 0,10 0,00 0,04 0,04 0,04
16 0,00 0,25 0,03 0,00 0,00 0,06 0,11
17 0,00 0,06 0,12 0,00 0,07 0,05 0,05
18 0,00 0,32 0,07 0,00 0,00 0,08 0,14
19 0,00 0,00 0,21 0,00 0,14 0,07 0,10
20 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00 0,09 0,19
Summe 12,92 45,36 27,50 7,62 15,90 21,86 15,95
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Tabelle A16: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und
10% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 108,0 100,4 70,1 96,0 95,1 93,93 14,28
2 71,0 93,3 61,6 54,5 70,5 70,18 14,63
3 60,7 86,2 58,0 58,9 71,9 67,14 12,00
4 57,1 72,8 53,6 54,9 66,1 60,89 8,24
5 58,0 68,3 58,9 54,5 62,1 60,36 5,20
6 55,4 58,0 54,0 48,2 50,0 53,13 3,99
7 55,4 56,7 54,9 43,8 54,0 52,95 5,23
8 50,4 52,2 45,1 42,4 50,9 48,21 4,24
9 45,5 50,0 50,4 38,8 52,7 47,50 5,49
10 42,4 49,1 51,8 34,8 44,2 44,46 6,57
11 50,0 55,4 48,2 44,2 47,8 49,11 4,08
12 50,0 44,6 46,0 35,3 42,4 43,66 5,44
13 44,2 39,3 47,8 35,7 42,9 41,96 4,63
14 35,3 34,8 46,9 30,4 32,1 35,89 6,46
15 29,0 25,0 36,6 23,2 24,6 27,68 5,44
16 24,1 214 37,9 14,7 22,3 24,11 8,51
17 23,2 25,9 23,2 21,0 16,1 21,88 3,68
18 19,6 21,9 25,9 13,4 17,9 19,73 4,64
19 16,5 12,9 23,7 17,9 15,6 17,32 3,97
20 10,3 12,5 23,2 10,3 11,6 13,57 5,47

Summe | 906,25 | 980,80 | 917,86 | 772,77 | 890,63 | 893,66 | 132,19
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Tabelle A17: Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und 30% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Flufenaminsaure [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 5,72 15,36 9,32 12,29 8,98 10,33 3,65
2 3,11 5,06 4,40 3,59 2,67 3,76 0,97
3 1,32 2,68 1,86 2,54 3,92 2,46 0,98
4 0,71 1,43 1,82 1,61 1,68 1,45 0,44
5 0,47 1,87 1,01 1,46 1,65 1,29 0,56
6 0,43 0,70 0,59 0,37 0,52 0,52 0,13
7 0,68 0,71 0,54 0,63 0,67 0,64 0,07
8 0,58 0,40 0,30 0,54 0,32 0,43 0,13
9 0,03 0,45 0,28 0,17 0,16 0,22 0,16
10 0,30 0,37 0,15 0,13 0,63 0,32 0,20
11 0,14 0,00 0,05 0,25 0,00 0,09 0,11
12 0,06 0,46 0,27 0,21 0,00 0,20 0,18
13 0,07 0,00 0,00 0,77 0,16 0,20 0,32
14 0,00 0,11 0,00 0,21 0,00 0,06 0,09
15 0,00 0,40 0,25 0,00 0,16 0,16 0,17
16 2,23 0,16 0,24 0,00 0,00 0,52 0,96
17 0,18 0,09 0,73 0,12 0,00 0,22 0,29
18 0,00 0,54 0,04 0,00 0,00 0,12 0,24
19 0,00 0,05 0,00 0,00 0,19 0,05 0,08
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 0,03 0,07
Summe 16,01 30,82 21,85 24,89 21,87 23,09 9,80
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Tabelle A18: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und
30% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 92,4 89,7 62,9 72,8 100,4 83,66 15,35
2 71,0 59,8 41,1 51,8 79,0 60,54 15,06
3 63,8 56,3 39,7 61,6 86,6 61,61 16,86
4 63,4 47,3 32,6 49,6 55,8 49,73 11,44
5 60,3 44,6 34,8 40,6 72,3 50,54 15,40
6 57,6 43,8 30,4 44,2 62,1 47,59 12,57
7 54,9 55,8 42,4 42,4 65,2 52,14 9,75
8 51,8 48,7 34,4 33,0 55,4 44,64 10,27
9 45,5 48,2 29,5 46,4 50,0 43,93 8,27
10 45,1 47,3 35,7 42,9 39,7 42,14 4,56
11 42,9 51,3 38,8 52,2 55,4 48,13 6,95
12 41,5 47,8 33,9 47,8 37,9 41,79 6,09
13 32,1 48,2 35,3 34,4 29,0 35,80 7,35
14 31,3 40,6 34,4 33,9 18,3 31,70 8,24
15 31,7 43,8 32,1 24,1 20,1 30,36 9,07
16 28,1 42,9 29,0 15,6 12,1 25,54 12,24
17 18,8 36,2 27,7 19,6 8,5 22,14 10,39
18 13,8 25,4 19,6 18,8 7,6 17,05 6,71
19 14,7 19,6 18,3 13,4 6,7 14,55 5,08
20 12,9 19,6 16,5 13,8 6,3 13,84 4,98

Summe | 873,66 | 916,96 | 669,20 | 758,93 | 868,30 | 817,41 | 196,61
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Tabelle A19: Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und 45% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Flufenaminsaure [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 7,76 23,12 14,78 6,80 12,53 13,00 6,55
2 4,40 8,70 6,07 4,32 3,59 5,42 2,05
3 4,09 4,75 2,98 2,52 1,29 3,13 1,36
4 2,29 1,90 2,40 1,59 1,18 1,87 0,50
5 1,34 2,27 1,31 1,82 0,84 1,52 0,54
6 1,19 1,31 1,26 1,20 0,45 1,08 0,36
7 1,08 0,81 1,29 1,17 0,38 0,95 0,36
8 1,88 0,67 0,61 0,89 0,30 0,87 0,60
9 1,31 0,50 0,75 0,63 0,64 0,77 0,32
10 1,46 0,26 0,98 0,32 0,36 0,67 0,52
11 0,24 0,87 0,29 0,35 0,09 0,37 0,30
12 0,31 0,50 0,17 1,03 0,07 0,42 0,38
13 0,91 0,02 0,14 0,78 0,00 0,37 0,44
14 0,60 0,01 0,31 0,39 0,25 0,31 0,22
15 0,25 0,06 0,00 0,52 0,00 0,17 0,22
16 0,72 0,09 0,21 0,66 0,00 0,34 0,33
17 0,05 0,25 0,18 0,68 0,00 0,23 0,27
18 0,70 0,12 0,10 0,55 0,02 0,30 0,31
19 0,02 0,08 0,10 0,30 0,05 0,11 0,11
20 0,20 0,46 0,02 0,51 0,00 0,24 0,24
Summe 30,81 46,76 33,95 27,04 22,04 32,12 15,99
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Tabelle A20: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Flufenaminsaure und
45% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 83,0 102,7 70,5 99,6 100,4 91,25 13,97
2 71,0 99,1 40,2 78,1 75,0 72,68 21,17
3 72,8 83,0 34,4 67,0 57,1 62,86 18,48
4 57,1 75,4 33,9 56,7 63,8 57,41 15,15
5 62,5 69,2 34,4 56,3 50,4 54,55 13,27
6 59,4 68,8 29,9 57,1 46,4 52,32 14,83
7 57,1 77,2 36,2 49,6 54,0 54,82 14,87
8 54,0 67,0 26,3 44,2 50,9 48,48 14,89
9 50,9 61,2 33,0 45,1 61,6 50,36 11,95
10 46,9 60,7 31,7 46,9 57,1 48,66 11,31
11 60,7 61,2 24,1 50,9 56,3 50,63 15,39
12 46,9 54,0 25,9 45,5 65,2 47,50 14,37
13 44.6 52,2 30,4 53,6 46,4 45,45 9,24
14 37,5 36,6 23,2 44,2 47,3 37,77 9,30
15 28,1 41,1 24,6 43,8 40,6 35,63 8,65
16 20,1 30,4 25,0 41,5 29,5 29,29 7,96
17 19,6 27,7 21,9 37,1 23,7 25,98 6,85
18 16,1 23,7 25,9 32,6 18,8 23,39 6,44
19 15,6 26,3 214 32,1 14,3 21,96 7,45
20 12,9 20,1 21,9 27,7 12,9 19,11 6,28

Summe | 916,96 | 1137,50 | 614,73 | 1009,38 | 971,88 | 930,09 | 241,85

68




Tabelle A21: Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium und 0% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Diclofenac-Natrium [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 3,18 4,86 2,90 3,01 1,22 3,03 1,29
2 1,33 2,59 1,68 1,60 0,43 1,52 0,78
3 0,48 1,50 0,52 0,61 0,14 0,65 0,51
4 0,22 0,66 0,59 0,35 0,03 0,37 0,26
5 0,18 0,45 0,79 0,20 0,02 0,33 0,30
6 0,16 0,42 0,65 0,09 0,01 0,27 0,26
7 0,11 0,35 0,28 0,04 0,00 0,16 0,15
8 0,02 0,22 0,11 0,10 0,00 0,09 0,09
9 0,03 0,18 0,09 0,00 0,04 0,07 0,07
10 0,07 0,03 0,09 0,01 0,00 0,04 0,04
11 0,00 0,30 0,02 0,00 0,00 0,06 0,13
12 0,00 0,13 0,01 0,00 0,00 0,03 0,06
13 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,03 0,06
14 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,02 0,04
15 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,02 0,03
16 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Summe 5,77 11,99 7,74 6,01 1,90 6,68 3,66
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Tabelle A22: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium

und 0% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 70,1 70,1 79,5 79,0 60,3 71,79 7,90
2 50,4 61,6 53,6 67,0 45,5 55,63 8,62
3 46,0 63,4 58,9 65,2 36,2 53,93 12,45
4 46,4 56,7 55,4 54,0 35,3 49,55 8,92
5 43,8 48,2 54,9 50,4 41,5 47,77 5,33
6 56,7 43,3 49,1 57,1 40,6 49,38 7,54
7 55,8 44,2 46,4 55,8 45,5 49,55 5,76
8 56,3 44,2 39,7 46,9 44,2 46,25 6,15
9 54,5 31,7 48,2 48,7 36,2 43,84 9,51
10 49,1 26,8 39,3 52,7 34,4 40,45 10,60
11 39,7 29,9 34,8 59,8 34,4 39,73 11,76
12 37,1 33,9 27,2 57,6 32,1 37,59 11,73
13 32,6 19,2 22,8 54,9 29,9 31,88 13,95
14 24,6 13,8 17,4 48,2 26,3 26,07 13,39
15 20,1 13,8 18,8 48,2 29,5 26,07 13,61
16 15,6 15,6 15,6 44,2 25,4 23,30 12,43
17 14,7 10,3 8,5 35,3 24,1 18,57 11,12
18 12,9 8,5 5,4 34,8 15,6 15,45 11,53
19 9,4 6,3 6,3 23,2 17,9 12,59 7,61
20 8,9 6,7 5,4 21,9 13,8 11,34 6,72

Summe | 744,64 | 648,21 | 687,05 | 1004,91 | 668,75 | 750,71 | 196,63
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Tabelle A23: Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium und 10% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Diclofenac-Natrium [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 5,29 4,68 6,71 3,87 3,34 4,78 1,31
2 2,70 2,00 3,25 2,08 1,47 2,30 0,69
3 1,26 1,07 2,12 1,61 0,62 1,34 0,57
4 0,68 0,84 0,98 1,22 0,34 0,81 0,33
5 0,43 0,23 0,77 0,48 0,20 0,42 0,23
6 0,13 0,11 0,50 0,27 0,07 0,22 0,18
7 0,15 0,10 0,33 0,26 0,09 0,19 0,11
8 0,06 0,00 0,25 0,11 0,05 0,09 0,09
9 0,01 0,00 0,14 0,16 0,05 0,07 0,07
10 0,03 0,00 0,13 0,43 0,00 0,12 0,18
11 0,01 0,00 0,12 0,08 0,00 0,04 0,06
12 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,01 0,02
13 0,04 0,00 0,02 0,00 0,00 0,01 0,02
14 0,00 0,00 0,02 0,03 0,00 0,01 0,01
15 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,01 0,03
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Summe 10,78 9,04 15,45 10,59 6,23 10,42 3,35
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Tabelle A24: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium
und 10% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 92,9 77,2 74,6 85,3 95,1 85,00 9,13
2 71,4 70,1 70,5 71,4 70,5 70,80 0,60
3 69,6 63,4 60,7 72,3 71,9 67,59 5,24
4 64,3 55,8 59,4 65,6 66,1 62,23 4,47
5 65,6 52,2 57,6 54,5 62,1 58,39 5,47
6 66,1 46,4 45,1 52,2 50,0 51,96 8,38
7 62,9 37,9 51,3 55,8 54,0 52,41 9,16
8 58,0 34,8 50,0 52,2 50,9 49,20 8,62
9 54,9 35,3 45,5 59,8 52,7 49,64 9,54
10 44,2 27,7 45,5 56,7 44,2 43,66 10,36
11 41,1 27,2 48,2 69,2 47,8 46,70 15,17
12 40,2 20,5 46,4 54,5 42,4 40,80 12,57
13 39,3 15,6 44,2 62,5 42,9 40,89 16,75
14 28,1 14,7 37,1 51,3 32,1 32,68 13,33
15 22,8 12,5 37,5 42,9 24,6 28,04 12,15
16 21,0 6,3 29,0 36,6 22,3 23,04 11,25
17 16,1 11,2 214 26,3 16,1 18,21 5,82
18 13,4 7,6 18,8 21,9 17,9 15,89 5,55
19 9,8 6,3 15,6 13,8 15,6 12,23 4,10
20 9,4 4,0 14,7 11,6 11,6 10,27 3,98

Summe | 891,07 | 626,79 | 873,21 | 1016,52 | 890,63 | 859,64 | 171,63
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Tabelle A25: Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium und 45% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Diclofenac-Natrium [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 6,04 7,64 4,62 4,02 3,68 5,20 1,64
2 2,26 4,72 3,62 2,54 1,23 2,88 1,34
3 1,22 2,71 1,86 1,67 0,74 1,64 0,74
4 0,72 1,83 1,11 0,61 0,37 0,93 0,57
5 0,58 0,94 0,45 0,65 0,15 0,55 0,29
6 0,57 0,99 0,35 0,28 0,07 0,45 0,35
7 0,26 0,78 0,25 0,37 0,07 0,35 0,26
8 0,16 0,70 0,29 0,41 0,01 0,31 0,26
9 0,29 0,22 0,17 0,10 0,00 0,16 0,11
10 0,28 0,28 0,17 0,05 0,00 0,16 0,13
11 0,02 0,14 0,03 0,10 0,00 0,06 0,06
12 0,05 0,11 0,06 0,03 0,00 0,05 0,04
13 0,11 0,20 0,02 0,08 0,00 0,08 0,08
14 0,00 0,12 0,01 0,04 0,00 0,03 0,05
15 0,00 0,06 0,00 0,01 0,00 0,01 0,03
16 0,00 0,10 0,01 0,02 0,00 0,03 0,04
17 0,00 0,03 0,00 0,06 0,00 0,02 0,03
18 0,00 0,03 0,00 0,02 0,00 0,01 0,01
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,01 0,02
Summe 12,56 21,61 13,02 11,12 6,33 12,93 5,53
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Tabelle A26: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium
und 45% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 69,2 69,2 74,6 86,2 75,0 74,82 6,93
2 54,0 67,9 53,6 71,4 62,9 61,96 8,04
3 55,8 62,5 58,0 73,7 54,9 60,98 7,67
4 47,8 59,8 48,2 57,1 53,1 53,21 5,33
5 45,1 54,5 52,7 64,3 55,4 54,38 6,86
6 44,6 50,0 46,0 62,5 44,6 49,55 7,56
7 48,7 46,9 60,7 62,9 57,6 55,36 7,21
8 40,6 36,6 45,5 59,4 47,8 45,98 8,65
9 49,1 39,7 53,1 54,9 49,6 49,29 5,87
10 45,5 28,6 36,6 54,5 47,3 42,50 10,05
11 50,0 37,5 54,0 51,3 53,6 49,29 6,79
12 40,6 27,7 53,1 45,1 44,6 42,23 9,31
13 45,1 214 43,8 46,9 33,9 38,21 10,64
14 42,4 20,1 43,8 42,4 27,7 35,27 10,75
15 37,5 18,8 26,3 39,3 25,9 29,55 8,64
16 34,8 8,0 25,9 34,4 23,2 25,27 10,91
17 31,7 11,6 22,8 28,1 25,4 23,93 7,64
18 29,0 4,9 16,1 19,2 21,9 18,21 8,84
19 26,8 8,5 16,5 17,9 21,9 18,30 6,79
20 24,6 6,3 14,7 16,1 14,7 15,27 6,50

Summe | 862,95 | 680,36 | 845,98 | 987,50 | 841,07 | 843,57 | 160,99
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Tabelle A27: Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium und 60% R-(+)-Limonen

(HPLC)
Diclofenac-Natrium [ug cm™]
Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 13,40 10,02 10,20 6,91 6,63 9,43 2,78
2 6,07 3,12 4,67 2,02 3,42 3,86 1,56
3 3,40 1,56 2,13 1,07 1,23 1,88 0,94
4 2,78 1,00 1,68 1,06 0,69 1,44 0,83
5 1,71 0,44 1,10 0,39 0,29 0,79 0,61
6 1,06 1,00 0,39 0,50 0,28 0,65 0,36
7 0,73 0,51 0,29 0,13 0,35 0,40 0,23
8 0,55 0,46 0,29 0,13 0,20 0,32 0,18
9 0,92 0,24 0,16 0,18 0,05 0,31 0,35
10 0,38 0,13 0,06 0,10 0,00 0,13 0,15
11 0,28 0,13 0,00 0,07 0,00 0,10 0,12
12 0,07 0,12 0,24 0,00 0,00 0,09 0,10
13 0,04 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,02
14 0,24 0,00 0,02 0,00 0,00 0,05 0,11
15 0,25 0,00 0,02 0,07 0,06 0,08 0,10
16 0,18 0,01 0,00 0,02 0,00 0,04 0,08
17 0,08 0,00 0,00 0,08 0,00 0,03 0,05
18 0,07 0,00 0,00 0,64 0,00 0,14 0,28
19 0,07 0,00 0,00 0,11 0,00 0,04 0,05
20 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Summe 32,31 18,74 21,25 13,48 13,21 19,80 7,80
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Tabelle A28: Korneozyten auf den Strips der Formulierung mit Diclofenac-Natrium
und 60% R-(+)-Limonen (NIR-Densitometrie)

KORNEOZYTEN [ug cm™]

Tape Nr. 1 2 3 4 5 Mean SD
1 71,0 80,4 79,0 73,2 86,6 78,04 6,18
2 69,6 47,8 57,1 71,9 76,8 64,64 11,89
3 71,9 51,8 52,7 69,6 71,9 63,57 10,40
4 68,8 50,4 52,2 62,1 67,4 60,18 8,47
5 65,2 44,2 57,6 64,7 64,7 59,29 9,01
6 63,8 39,7 46,9 63,8 65,2 55,89 11,78
7 74,1 50,9 53,6 58,0 57,1 58,75 9,05
8 57,6 37,5 51,3 49,6 57,1 50,63 8,14
9 61,2 42,4 51,8 51,3 57,1 52,77 7,07
10 52,2 33,9 46,0 51,3 53,1 47,32 7,99
11 62,1 40,6 61,6 52,7 57,6 54,91 8,83
12 55,4 29,9 47,3 52,2 53,1 47,59 10,31
13 28,6 22,3 42,0 36,2 51,3 36,07 11,33
14 27,7 22,8 29,5 26,3 48,7 30,98 10,18
15 37,1 21,0 26,8 21,9 47,8 30,89 11,39
16 33,0 15,6 31,7 17,9 35,7 26,79 9,32
17 33,5 10,3 20,1 18,3 33,9 23,21 10,27
18 24,6 12,5 17,9 13,8 28,1 19,38 6,77
19 28,6 7,6 16,5 11,2 20,5 16,88 8,20
20 18,8 6,7 12,5 5,8 24,1 13,57 7,85

Summe | 1004,46 | 668,30 | 854,02 | 871,88 | 1058,04 | 891,34 | 184,43
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8.2 Tabellen zu in vivo Hautstudien

8.2.1 Tabellen zu Raman Messungen

Tabelle A29: NMF-Werte aus Fingerprint-Messung (Auswertung Skin Tools®)

Alle Angaben in % vom A t
Hauttiefe [um] M1 M2 w1 W2 W3 w4 W5 MW StAbw
Behandelt 2h 0 88,1 X 50,0 77,3 47,5 14,0 X 55,4 28,98
4 81,5 X 74,0 109,6 79,1 47,6 X 78,4 22,08
8 97,0 X 71,3 176,2 98,4 87,6 X 106,1 40,67
Behandelt Recovery 0 79,4 91,4 95,4 X 88,3 75,6 84,1 85,7 7,43
4 87,9 81,2 91,9 X 99,4 67,9 100,0 88,1 12,16
8 118,3 53,1 110,5 X 127,8 43,5 104,6 93,0 35,61
Unbehandelt Recovery 0 90,1 X 147,9 X 83,3 87,3 108,8 103,5 26,69
4 83,1 X 135,1 X 93,5 87,0 102,7 100,3 20,82
8 73,6 X 155,4 105,3 120,6 90,3 109,0 31,25

Tabelle A30: Wasserprofile aus High-Wave-Messung (Auswertung Skin Tools®)

Alle Angaben in % vom Ausgangswert
Hauttiefe [um] M1 M2 W1 W2 W3 w4 W5 MW StAbw
Behandelt 2h 0 72,9 X 66,8 51,9 57,4 54,2 X 60,6 8,9
73,3 X 65,8 52,1 58,4 52,2 X 60,4 9,2
4 78,8 X 80,2 62,6 69,2 63,7 X 70,9 8,3
6 82,3 X 89,9 69,8 78,5 74,6 X 79,0 7,7
8 86,6 X 93,8 75,0 86,8 82,3 X 84,9 6,9
10 89,2 X 96,0 75,5 94,0 86,6 X 88,2 8,0
12 94,4 X 100,0 75,9 97,2 89,1 X 91,3 9,5
14 98,5 X 101,6 78,9 99,3 91,2 X 93,9 9,3
16 99,5 X 102,1 86,4 99,5 93,9 X 96,3 6,3
18 100,1 X 104,2 92,4 99,9 97,4 X 98,8 4,3
20 101,0 X 105,2 96,4 98,9 100,2 X 100,3 3,2
22 101,9 X 103,0 97,6 98,6 100,6 X 100,3 2,3
24 101,4 X 101,0 97,1 101,5 101,3 X 100,5 1,9
26 100,3 X 100,8 95,3 104,3 102,4 X 100,6 3,4
Bahndelt Recovery 0 137,6 X 86,9 X 110,3 110,0 112,7 111,5 18,0
2 135,4 X 88,4 X 111,1 108,3 111,0 110,8 16,7
4 119,0 X 92,5 X 107,9 108,4 107,3 107,0 9,4
6 104,5 X 95,9 X 103,1 113,3 104,5 104,3 6,2
8 96,2 X 94,5 X 96,9 116,5 102,3 101,3 9,0
10 94,2 X 95,2 X 94,0 117,3 99,5 100,0 9,9
12 94,5 X 97,5 X 92,3 112,3 97,7 98,9 7,8
14 94,9 X 99,2 X 94,2 107,2 97,7 98,6 52
16 96,4 X 100,1 X 97,7 104,1 98,7 99,4 3,0
18 98,1 X 100,8 X 99,2 101,6 99,6 99,9 1,4
20 98,2 X 100,3 X 98,4 100,2 99,3 99,3 1,0
22 99,2 X 99,4 X 96,8 99,2 99,3 98,8 1,1
24 100,1 X 98,7 X 97,0 99,3 100,4 99,1 1,3
26 100,6 X 98,6 X 98,0 99,3 101,6 99,6 1,5
Unbehandelt Recovery 0 113,0 X 93,4 X 88,4 102,1 116,2 102,6 12,1
2 111,0 X 95,8 X 90,5 98,5 114,3 102,0 10,2
4 104,7 X 96,6 X 93,5 94,0 111,0 100,0 7,6
6 99,9 X 100,3 X 96,6 93,3 108,4 99,7 5,6
8 97,9 X 99,2 X 99,5 94,2 106,7 99,5 4,6
10 99,2 X 99,5 X 101,5 93,6 104,5 99,6 4,0
12 101,2 X 98,6 X 103,2 92,7 103,8 99,9 4,5
14 102,5 X 97,8 X 104,2 94,9 102,4 100,4 3,9
16 101,9 X 96,8 X 105,2 96,5 100,9 100,3 3,6
18 101,5 X 98,8 X 105,1 96,9 100,4 100,5 3,1
20 101,1 X 100,8 X 104,3 98,4 99,1 100,8 2,3
22 101,1 X 100,6 X 104,5 99,6 97,7 100,7 2,5
24 101,0 X 99,7 X 105,8 101,2 98,5 101,2 2,8
26 100,3 X 98,7 X 106,6 101,9 100,1 101,5 3,1
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8.2.2 Tabellen zu Derma Unit® und Aqua Flux® Messungen

Tabelle A31: Messwerte mannliche Person 1

M1 I
Datum Messung  Arm Sebum | Corneol Corneo2 Corneo3 Mw StAbw pH1 pH2 pH3 Mw StAbw TEWL1 TEWL2 Mw StAbw
Blank R 0 39,4 45,4 43 42,6 3,0 39 4,2 43 4,13 0,21 11,21 10,55 10,88 0,47
L 0 41,4 51,4 50,8 47,9 5,6 3,8 4,2 4,6 4,20 0,40 12,63 10,84 11,74 1,27
Tagl 2h R 21 37 33,7 40,8 37,2 3,6 5,2 4,1 43 4,53 0,59 10,38 11,38 10,88 0,71
L 0 50,8 41,4 40,8 44,3 5,6 4,5 4,3 4,5 4,43 0,12 10,66 9,3 9,98 0,96
6h R 2 43,7 38,6 32,1 38,1 538 3,4 3,9 3,6 3,63 0,25 13,53 12,91 13,22 0,44
L 0 45,1 46,9 41,1 44,4 3,0 3,7 3,7 4 3,80 0,17 10,11 10,81 10,46 0,49
Tag 2 2h R 20 55 68,8 47,5 57,1 10,8 4,7 4,7 5 4,80 0,17 9,87 10,63 10,25 0,54
L 0 48,7 43,2 41,8 44,6 3,6 4,6 4,3 4,6 4,50 0,17 7,55 9,08 8,32 1,08
6h R 1 44,2 40,2 38 40,8 31 4,1 3,9 4,2 4,07 0,15 10,44 10,91 10,68 0,33
L 1 41,1 48,9 45,2 45,1 3,9 3,9 4,3 4,2 4,13 0,21 8,12 8,62 8,37 0,35
Tag3 2h R 22 39,2 47,9 47,7 44,9 5,0 4,7 5 5,2 4,97 0,25 13,05 12,68 12,87 0,26
L 1 49,2 44,5 50,3 48,0 31 4,6 4,9 5 4,83 0,21 9,04 9,09 9,07 0,04
6h R 21 78,2 79,7 67,2 75,0 6,8 4,4 4,5 4,9 4,60 0,26 15,13 14,21 14,67 0,65
L 3 55,1 52,2 59,7 55,7 3,8 3,9 5,1 4,9 4,63 0,64 10,65 10,02 10,34 0,45
Tag4 2h R 8 39,9 45,1 43,7 42,9 2,7 4,3 4,4 4,2 4,30 0,10 10,57 11,43 11,00 0,61
L 0 52,6 37,9 43,2 44,6 74 4 4,5 4,7 4,40 0,36 8,43 8,91 8,67 0,34
6h R 17 46 43,3 48,3 45,9 2,5 4,2 4,3 4,7 4,40 0,26 12,12 15,07 13,60 2,09
L 1 51,5 40,3 47,5 46,4 5,7 4 4,4 4,2 4,20 0,20 11,41 13,32 12,37 1,35
Recovery R 0 42,9 45,7 47,5 45,4 2,3 33 3,6 39 3,60 0,30 20,41 22,89 21,65 1,75
L 1 46,2 50,2 43,8 46,7 3,2 3,6 3,6 3,6 3,60 0,00 11,09 9,45 10,27 1,16
M2 I
Datum Messung Arm Sebum | Corneo1l Corneo2 Corneo3 Mw StAbw pH1 pH2 pH3 Mw StAbw TEWL1 TEWL2 Mw StAbw
Blank R X X X X X X X X X
L 0 45,3 47,1 43,5 45,3 18 4,7 5,2 5,2 5,0 0,3 9,82 9,13 9,5 0,5
Tag 1 2h R X X X X X X X X X
L 44 47,9 47,2 51 48,7 2,0 4,3 51 54 4,9 0,6 15,83 15,29 15,6 0,4
6h R X X b3 b3 X X X b3 b3
L 8 48,8 46,5 38,6 44,6 5,4 4,4 4,4 3,8 4,2 0,3 15,99 15,33 15,7 0,5
Tag 2 2h R X X X X X X X X X
L 280 62,7 62,8 65,9 63,8 18 4,4 4,7 4,8 4,6 0,2 16,59 15,54 16,1 0,7
6h R X X X X X X X X X
L 34 44,5 43,7 47,9 45,4 2,2 4,3 5,2 4,8 4,8 0,5 14,09 17,19 15,6 2,2
Tag3 2h R X X X X X X X X X
L 284 36,6 34,1 48,8 39,8 7.9 5 53 5,5 53 0,3 16,09 15,13 15,6 0,7
6h R X X X X X X X X X
L 1 56,2 52,1 48,8 52,4 3,7 4,7 4,5 4,7 4,6 0,1 17,57 18,32 17,9 0,5
Tag4 2h R X X X X X X X X X
L 242 38 50,4 55,7 48,0 9,1 5 5,5 56 54 0,3 13,27 13,77 13,5 0,4
6h R X b3 b3 b3 X X X X b3
L 3 46,8 45,6 45,8 46,1 0,6 5,3 5,3 5,1 5,2 0,1 17,22 18,4 17,8 0,8
Recovery R X X X X X X X X X
L 3 52,6 44 51,3 49,3 4,6 4,7 4,8 51 4,9 0,2 14,17 13,16 13,7 0,7
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Tabelle A33: Messwerte weibliche Person 1

W1 I
Datum Messung Arm Sebum | Corneo1l Corneo2 Corneo3 Mw StAbw pH1 pH2 pH3 Mw StAbw TEWL1 TEWL2 Mw StAbw
Blank R 0 51,2 48,1 55,1 51,5 3,5 4,4 4,4 4,2 4,3 0,1 18,5 16,2 17,3 1,6
L 0 51,8 43,6 39 44,8 6,5 4,2 4,2 4,1 4,2 0,1 14,5 14,5 14,5 0,0
Tagl 2h R 0 45,7 46 47,7 46,5 11 4,9 4,7 4,5 4,7 0,2 12,2 12,2 12,2 0,0
L 21 47,4 43,5 48,2 46,4 2,5 4,1 4,1 4,5 4,2 0,2 12,6 12,7 12,7 0,1
6h R 0 36,1 40,4 45 40,5 4,5 4,5 4,3 4,6 4,5 0,2 12,2 12,4 12,3 0,2
L 2 45,3 48,9 42,9 45,7 3,0 4,6 5 4,9 4,8 0,2 13,5 14,2 13,8 0,5
Tag 2 2h R 0 45,1 47,1 42,9 45,0 2,1 51 5 4,9 5,0 0,1 11,2 12,7 12,0 1,1
L 36 46,6 52,6 49,2 49,5 3,0 51 53 53 5,2 0,1 12,3 13,8 13,1 1,0
6h R 0 48,2 42 45 45,1 31 4 4,5 4,3 4,3 0,3 10,7 12,8 11,7 15
L 0 42,8 41,3 45,6 43,2 2,2 4,5 4,4 4,6 4,5 0,1 15,1 14,8 14,9 0,3
Tag3 2h R 0 52 51,3 46,9 50,1 2,8 4,8 4,7 4,9 4,8 0,1 10,8 10,0 10,4 0,6
L 131 46,2 53,8 50,9 50,3 3,8 4,9 51 5,4 51 0,3 11,2 12,4 11,8 0,9
6h R 0 46 43,1 42,3 43,8 19 4,4 4,6 4,4 45 0,1 12,2 11,8 12,0 0,3
L 5 40,2 39,9 43,6 41,2 2,1 4,8 4,4 4,3 4,5 0,3 14,8 15,6 15,2 0,6
Tag4 2h R 0 57,7 51,2 51,8 53,6 3,6 4,8 4,9 4,8 4,8 0,1 11,8 12,2 12,0 0,3
L 39 55,2 55,7 52,9 54,6 15 4,4 4,5 4,8 4,6 0,2 12,4 12,8 12,6 0,3
6h R 0 44,9 43,5 38 42,1 3,6 4,8 4,9 4,9 4,9 0,1 11,8 11,2 11,5 0,5
L 1 38 46,6 45,5 43,4 4,7 4,6 4,6 4,7 4,6 0,1 14,8 14,9 14,9 0,1
Recovery R 0 43,6 40,1 41,4 41,7 1,8 4,8 4,8 4,7 4,8 0,1 11,7 10,7 11,2 0,7
L 0 32,7 30,4 33,6 32,2 1,7 4,9 4,7 4,6 4,7 0,2 13,8 13,0 13,4 0,6
W2 I
Datum Messung Arm Sebum | Corneo1l Corneo2 Corneo3 Mw StAbw pH1 pH2 pH3 Mw StAbw TEWL1 TEWL2 Mw StAbw
Blank R 1 30,9 34,6 32,7 32,7 19 3,2 3,2 3 3,1 0,1 8,8 8,2 8,5 0,4
L 0 25,5 26,2 30,4 27,4 2,7 3,3 3 3,1 3,1 0,2 8,9 11,0 9,9 15
Tag 1 2h R 0 36,3 30 32,5 32,9 32 5,4 52 5,1 52 0,2 10,9 8,7 9,8 1,6
L 131 31 38,7 37,6 35,8 4,2 5,2 51 5,2 52 0,1 9,9 9,3 9,6 0,4
6h R 1 24 24,6 26,9 25,2 15 4,2 4,1 4,4 4,2 0,2 10,8 11,2 11,0 0,3
L 15 24,8 23,6 23,5 24,0 0,7 3,9 3,7 4,2 3,9 0,3 10,2 13,6 11,9 2,4
Tag 2 2h R 1 35,5 35,8 27,1 32,8 49 39 42 45 42 03 12,5 9,9 11,2 1,8
L 109 34,4 30,3 26 30,2 42 43 53 4.8 438 05 16,0 11,8 13,9 3,0
6h R 2 34,6 30,3 32,9 32,6 2,2 47 48 438 4,8 0,1 12,2 10,2 11,2 1,4
L 29 34,7 32,6 31,3 32,9 1,7 4,4 4,6 5 4,7 0,3 8,8 8,5 8,7 0,2
Tag3 2h R 0 42,3 32,7 34,9 36,6 5,0 5,5 4,7 4,8 5,0 0,4 8,3 7,8 8,0 0,4
L 95 353 36,9 30,3 34,2 3,4 4,9 53 5,6 53 0,4 7,6 10,3 9,0 19
6h R 0 30,7 29,1 36,1 32,0 37 3,6 4,6 4,6 43 0,6 7.9 9,3 8,6 1,0
L 17 29,9 34,9 39 34,6 4,6 3,7 4,4 4,8 4,3 0,6 7,7 7,8 7,7 0,1
Tag4 2h R 0 44,9 41,7 33,3 40,0 6,0 5,6 5,2 5,2 53 0,2 8,1 9,3 8,7 0,8
L 150 55,8 49,2 47,9 51,0 4,2 4,9 54 54 5,2 0,3 8,4 8,1 8,2 0,2
6h R 1 32,6 24,3 31,7 29,5 4,6 4,6 4,8 4,8 4,7 0,1 7,8 8,9 8,3 0,7
L 42 29 33,9 25,8 29,6 4,1 4,2 5 5,2 4,8 0,5 8,5 7,9 8,2 0,4
Recovery R 1 32,2 29 34,6 31,9 2,8 4,1 4,5 4,5 4,4 0,2 16,1 10,8 13,4 3,7
L 1 33,6 34,2 38 353 2,4 4,6 5 51 4,9 0,3 11,6 9,6 10,6 14

79




Tabelle A35: Messwerte weibliche Person 3

W3 I
Datum Messung Arm Sebum | Corneo1l Corneo2 Corneo3 Mw StAbw pH1 pH2 pH3 Mw StAbw TEWL1 TEWL2 Mw StAbw
Blank R 1 58,7 60,7 65,5 61,6 3,5 4,3 4,7 4,6 4,5 0,2 16,1 25,0 20,5 6,3
L 1 61,7 55,2 46,9 54,6 7,4 3,3 3,5 3,6 3,5 0,2 20,5 14,6 17,5 4,2
Tagl 2h R 0 56,6 54,4 46 52,3 5,6 5,2 5,6 54 54 0,2 17,5 13,6 15,5 2,8
L 15 61,8 62 61,8 61,9 0,1 5 4,8 5,2 5,0 0,2 13,2 14,0 13,6 0,5
6h R 0 51,5 44,2 42,8 46,2 4,7 4,1 4 39 4,0 0,1 14,3 13,6 13,9 0,5
L 2 43,9 42,4 43,1 43,1 0,8 3,8 4,2 4,5 4,2 0,4 16,5 15,7 16,1 0,6
Tag 2 2h R 1 55,1 46,6 54,3 52,0 4,7 4,8 5 4,7 4.8 0,2 12,7 12,9 12,8 0,1
L 6 42,8 49,6 47,8 46,7 3,5 4,9 4,8 4,6 4,8 0,2 17,0 15,7 16,3 0,9
6h R 0 48,4 43,7 48,4 46,8 2,7 4,1 4,4 4,3 4,3 0,2 10,2 16,7 13,5 4,6
L 1 46,5 48,9 47,8 47,7 1,2 5,6 4,7 4,9 5,1 0,5 14,8 15,6 15,2 0,6
Tag3 2h R 1 56,9 49,1 56 54,0 4,3 57 5 56 54 0,4 20,9 25,8 23,4 35
L 74 51,3 58 51,4 53,6 3,8 4,6 5,4 4,8 4,9 04 16,4 15,2 15,8 0,9
6h R 2 56,9 54 58,8 56,6 2,4 4,5 4,4 4,7 45 0,2 12,6 11,9 12,2 0,5
L 6 47,5 43,5 46,1 45,7 2,0 4,3 4,8 4,6 4,6 0,3 16,5 14,5 15,5 14
Tag4 2h R 0 77,7 61,8 66,1 68,5 8,2 5,6 5,5 53 5,5 0,2 21,4 17,2 19,3 3,0
L 169 62 73,1 67,4 67,5 5,6 5,2 57 58 5,6 0,3 15,6 14,9 15,2 0,5
6h R 0 52,8 58,1 55,9 55,6 2,7 4,3 4,7 4,8 4,6 0,3 10,5 12,6 11,5 15
L 3 54,5 55,3 60,1 56,6 3,0 4,3 5 4,9 4,7 0,4 15,1 14,9 15,0 0,2
Recovery R 0 39 393 29,9 36,1 53 4,7 4,5 43 4,5 0,2 15,8 14,4 15,1 1,0
L 1 36,6 38,3 35,4 36,8 1,5 4,3 4,3 4,3 4,3 0,0 23,2 17,6 20,4 4,0
W4 I
Datum Messung Arm Sebum | Corneo1l Corneo2 Corneo3 Mw StAbw pH1 pH2 pH3 Mw StAbw TEWL1 TEWL2 Mw StAbw
Blank R 0 39 34,1 31,7 34,9 3,7 37 4,2 32 37 0,5 12,0 12,1 12,0 0,1
L 0 39,8 40,6 38,5 39,6 1,1 3,2 3,4 3,2 33 0,1 9,7 9,5 9,6 0,2
Tag 1 2h R 0 323 29,2 29,8 30,4 1,6 5,38 59 5,6 5,8 0,2 11,8 12,5 12,2 0,5
L 254 34,9 40,2 49,7 41,6 7,5 4,9 5,2 54 52 0,3 11,2 11,2 11,2 0,0
6h R 0 32,2 29,2 313 30,9 15 3,4 4,3 4,7 4,1 0,7 119 119 11,9 0,0
L 24 29,6 35,3 34,4 33,1 3,1 4,3 4,5 4,7 4,5 0,2 13,0 12,4 12,7 0,4
Tag 2 2h R 0 38 32,5 343 34,9 2,8 4,5 4,4 43 4,4 0,1 12,7 11,5 12,1 0,8
L 110 34,2 33,9 36,2 34,8 13 4,9 51 53 51 0,2 11,7 11,5 11,6 0,1
6h R 0 37,6 33,8 37,6 36,3 2,2 54 53 5,2 53 0,1 10,7 10,8 10,8 0,1
L 31 34,8 35,1 37,3 35,7 14 5,3 5,3 5,2 5,3 0,1 14,1 13,7 13,9 0,3
Tag3 2h R 0 30,2 29,4 28,4 29,3 0,9 4,2 4,6 4,5 4,4 0,2 10,7 11,7 11,2 0,7
L 126 32,1 36 40,9 36,3 4,4 4,9 53 5,5 5.2 0,3 10,9 11,2 11,0 0,2
6h R 0 323 30 29,1 30,5 1,7 5,5 59 59 5,8 0,2 11,6 14,9 13,2 2,3
L 4 28,6 32,1 35 31,9 3,2 5 5,3 3,3 4,5 1,1 13,6 13,0 13,3 0,4
Tag4 2h R 0 32,3 29,9 31,4 31,2 1,2 4.8 49 4,7 4.8 0,1 8,7 10,9 9,8 1,6
L 183 35,6 37,7 34,7 36,0 15 51 51 5,5 5,2 0,2 10,6 9,8 10,2 0,6
6h R 0 32,7 31,1 27,7 30,5 2,6 4,3 4,8 4,9 4,7 0,3 10,9 10,5 10,7 0,2
L 31 26,9 25,4 26,1 26,1 0,8 3,5 3,1 3,6 3,4 0,3 12,9 12,6 12,8 0,2
Recovery R 0 28,3 29,5 28,3 28,7 0,7 4,5 4,5 4,5 4,5 0,0 10,7 10,2 10,4 0,4
L 0 34,6 36,9 24,7 32,1 6,5 4,6 4,5 4,6 4,6 0,1 11,9 11,7 11,8 0,1

80




Tabelle A37: Messwerte weibliche Person 5

W5 I
Datum Messung Arm Sebum | Corneo1l Corneo2 Corneo3 Mw StAbw pH1 pH2 pH3 Mw StAbw TEWL1 TEWL2 Mw StAbw
Blank R 0 44,4 43,2 46,8 44,8 1,8 3,6 37 37 37 0,1 12,9 12,6 12,7 0,2
L 0 43,1 45 42,2 43,4 14 3,5 3,4 3,5 3,5 0,1 14,8 14,2 14,5 0,4
Tagl 2h R 0 46,1 45,4 48,9 46,8 19 5 4,7 4,5 4,7 0,3 13,8 13,6 13,7 0,1
L 49 39,4 43,2 41,9 41,5 19 4,6 4,6 4,7 4,6 0,1 14,4 15,1 14,7 0,5
6h R 0 42,6 39,8 29,6 373 6,8 53 4 4,5 4,6 0,7 13,5 12,4 13,0 0,8
L 0 41,9 45,8 43 43,6 2,0 4,5 5,6 4,7 4,9 0,6 15,8 16,3 16,0 0,4
Tag 2 2h R 0 43,2 42,6 45,5 43,8 15 43 4,6 4,4 44 02 11,6 12,9 12,2 09
L 9 273 31,3 27,1 28,6 2,4 4,7 4,7 5 4,8 0,2 14,4 14,7 14,6 0,2
6h R 1 45,3 46,1 39,7 43,7 3,5 38 4,7 4,5 4,3 0,5 12,0 11,9 11,9 0,1
L 1 36,1 34,5 34,9 35,2 0,8 4,9 4,8 4,9 4,9 0,1 16,8 18,0 17,4 0,9
Tag3 2h R 0 37,6 38 41,8 39,1 2,3 51 4,9 51 5,0 0,1 10,9 111 11,0 0,1
L 13 54,3 46 47,2 49,2 4,5 4,9 4,8 4,7 4,8 0,1 14,2 14,5 14,3 0,2
6h R 0 47,3 46,9 44,9 46,4 1,3 5 53 5.2 5.2 0,2 14,1 15,7 14,9 1,2
L 1 38,6 43,5 39 40,4 2,7 4,7 4,7 4,9 4,8 0,1 20,1 18,0 19,0 14
Tag4 2h R 0 43,3 379 36,5 39,2 3,6 4,4 5,7 6,2 54 0,9 12,5 15,8 14,2 2,3
L 13 374 33,8 38,3 36,5 2,4 54 5,2 58 5,5 0,3 16,7 15,3 16,0 1,0
6h R 0 40,6 44,3 38,3 41,1 3,0 53 5,5 5,9 5,6 0,3 13,5 13,0 13,2 0,4
L 5 36,9 30,3 34,2 33,8 3,3 5,2 5,1 5 5,1 0,1 16,9 17,4 17,1 0,3
Recovery R 0 36,8 37,6 32,7 35,7 2,6 5,2 5 4,8 5,0 0,2 16,7 19,0 17,8 1,7
L 0 43 43,4 43,7 43,4 0,4 4,3 4,2 6,5 5,0 1,3 17,7 15,3 16,5 1,7
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9 Abstract

Deutsch

Selbstorganisiernde nanostrukturierte Dispersionen haben alle notwendigen
Eigenschaften, um als vielversprechende potentielle Vehikel fir verschiedenste
Wirkstoffe eingesetzt zu werden. Bedingt durch ihre groRe Oberflache und die
Fahigkeit sowohl hydrophile, hydrophobe als auch ambiphile Stoffe aufnehmen zu

kénnen, stehen sie aktuell im Fokus der wissenschaftlichen Betrachtung.

Im Zuge dieser Arbeit wurde daher in vitro mittels Franz-Diffusionszellen und Tape-
Stripping die Auswirkung der inneren Strukturen der selbstorganisierenden
Formulierungen auf den Transport der NSAIDs Diclofenac-Natrium und
Flufenaminsaure durch porzine Ohr- und Abdominalhaut untersucht. Die Strukturen
der Formulierungen wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit mittels Kleinwinkel-
Rontgenstreuung und Mikroskopie bestimmt. Es zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Hautpermeation und den ausgebildeten Strukturen: je
héher der R-(+)-Limonengehalt einer Formulierung, desto eher organisierte sich die
Formulierung zu einer Mikroemulsion und desto héher waren Penetration und

Permeation der Wirkstoffe in, bzw. durch die Haut.

Um neben dem pharmazeutischen Aspekt der Anwendbarkeit von
selbstorganisierenden nanostrukturierten Dispersionen auch den dermatologischen
zu beachten, wurde in einer Pilot-Studie an sieben Probanden in sechs Tagen die
Auswirkung der Applikation einer 6lreichen Formulierung auf diverse Parameter, wie
zum Beispiel den NMF- und den Wassergehalt der Haut mittels Raman-
Spektroskopie, DermaUnit® und AquaFlux® bestimmt. Dabei blieb die Haut der
Probanden in einem unveréndert guten Zustand. Weder NMF- noch Wassergehalt

veranderten sich statistisch signifikant.

Selbstorganisierende Mikroemulsionen stellen demnach, bedingt durch ihre
erwiesene Eignung als Vehikel fir Wirkstoffe, einen vielversprechenden Ansatz flr

die zukunftige Entwicklung dermaler Applikationssysteme dar.
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Englisch

Self-assembled nanostructured dispersions offer all the required quality
characteristics to be used as potential carriers for a variety of active ingredients on
skin. Due to their large surface and the ability to solubilize hydrophobic, hydrophilic

and amphiphilic substances, they are a current subject of scientific attention.

Therefore, the effect of the internal structure of the self-assembled nanostructured
dispersions on dermal delivery of the NSAIDs diclofenac-sodium and flufenamic acid
was investigated by in vitro Franz-type diffusion cells and tape stripping experiments.
The different phases and configurations of the nanoparticles were characterized by
small angle x-ray scattering and microscopy prior to the in vitro studies. A strong
correlation between skin-permeation and the internal nanostructures was detected:
the higher the amount of R-(+)-limonene within the formulation, the higher the dermal

drug delivery of the incorporated actives.

In order to investigate the dermatological aspect of the application of self-assembling
nanostructured dispersions, the impact on skin-NMF- and -water-concentration was
investigated in an in vivo survey within six days on seven subjects by using Raman-
spectroscopy, DermaUnit® and AquaFlux® technologies. No significant changes in

NMF and water content indicated no harmful effects on skin condition.

Taken together, this thesis proved the suitability of self-assembled microemulsions as
potential dermal drug delivery systems, being promising skin-friendly future vehicles

for application on skin.
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