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1 Einleitung

Die menschliche Haut ist mit einer Flache von 1,6 bis 2 m? das groRte Organ des
Korpers. Sie dient sowohl als Sinnesorgan als auch als Barriere, die den Organismus
von externen Einflissen der Umwelt abschirmt. Eine intakte Haut ist wichtig fur die

Homoostase unseres Kaorpers [1, 2, 3].

Um diese Barrierefunktion nicht zu gefahrden, wird der Fokus der pharmazeutischen
Forschung immer mehr auf nicht-invasive Techniken zur Erforschung der Haut
gerichtet. Zu diesen schonenden Verfahren zahlt auch die Raman-Spektroskopie. Seit
Forschungen in den spaten 1990er Jahren ist diese Technik immer weiter in den
Vordergrund gerickt. Mit ihr ist es mdoglich verschiedene Hautparameter wie
Wassergehalt, Natural Moisturizing Factor (NMF), Harnstoffgehalt, aber auch die
Penetrationstiefe verschiedener dermaler Systeme in vivo zu untersuchen. Letzteres

kann sonst nur invasiv durch ,Tape-Stripping“ untersucht werden [4, 5, 6].

Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Frage, ob, beziehungsweise wie
tief, verschiedene Substanzen in unsere Haut eindringen kdnnen. Um mittels Raman-
Spektroskopie bei dermaler Applikation identifizierbar zu sein, missen die Substanzen
einen oder mehrere charakteristische Peaks abseits der typischen Hautpeaks
aufweisen. Andernfalls wird die Raman-Strahlung der Substanz von jener der Haut
Uberlagert. Nach einigen Vorversuchen ergaben sich Natriumdodecylsulfat (SDS),
Natriumlaurylethersulfat (SLES), Dimethylsulfoxid (DMSO), Sulfadiazin (SDZ) und
Sulfathiazol (STZ) als geeignet. SDS und SLES sind in einer Vielzahl von
Kosmetikartikeln, wie zum Beispiel Shampoos, Duschgelen oder Zahngelen zu finden.
Diese finden regelmélRig Anwendung in der alltdglichen Korperpflege. Die beiden
Sulfonamide sind als Antiinfektiva in der Human- und Tiermedizin in Verwendung [7].
Zusatzlich dazu wurden die Auswirkungen dieser Stoffe auf den Wassergehalt der

Haut und die Dicke des Stratum corneum untersucht.

Das Stratum corneum, die oberste Hautschicht, ist maf3geblich fur die Barrierefunktion
der Haut verantwortlich. Diese muss von dermalen Zubereitungen uberwunden
werden, um eine ausreichende Penetration und somit den therapeutischen Erfolgt der
Applikation zu gewahrleisten. Fur viele Arzneistoffe stellt, aufgrund ihrer

physikochemischen Eigenschaften, das Stratum corneum ein uniberwindbares



Hindernis dar. Durch Einarbeitung dieser Wirkstoffe in Vehikel, zum Beispiel in eine

Nanoemulsion, kdnnen sie leichter in die Haut eindringen [2, 8].

Der zweite Teil dieser Arbeit untersuchte nun, ob die Mdoglichkeit besteht mit
semifluorierten Alkanen solche stabilen O/W- Nanoemulsionen herzustellen und es

sollte die Stabilitat iber 20 Wochen hinweg getestet werden.

Als semifluoriertes Alkan wurde F6H8 ausgewahlt, um damit die innere Phase der
Nanoemulsion zu bilden. Als Emulgator diente Lipoid S75, ein Sojalecithin. Es wurden
zwei verschiedene Nanoemulsionen hergestellt, die sich durch das Verhéltnis von
F6H8 zu dem Lipoid S75 unterschieden. Um eine simultane Analyse der Eindringtiefen
von F6H8 mittels NMR und eines Modellarzneistoffes mittels HPLC durchfiihren zu
kénnen, wurde Diclofenac-Natrium in die Nanoemulsionen eingearbeitet. Um die
Stabilitat der Nanoemulsionen zu Uberprifen, wurden neben den rheologischen
Eigenschaften sowohl pH-Wert, als auch Partikelgro3e, Polydispersitatsindex und

Zetapotenzial wochentlich Gber einen Zeitraum von 20 Wochen bestimmit.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Die Haut

2.1.1 Aufbau der Haut
Die Haut ist das grof3te Organ des Menschen, macht ca. 10% des Kdrpergewichts
einer durchschnittlichen Person aus und stellt die aul3erste Schicht des Organismus
dar [1, 3]. Mit einer durchschnittlichen GroRe zwischen 1,6 bis 2 m? wird sie als
Flachenorgan bezeichnet. Ihre Dicke betragt ohne Berticksichtigung des subkutanen
Fettgewebes 1,5 bis 4 mm und unter Bertcksichtigung deutlich mehr. Mit einem
Gewicht zwischen 3 und 10 kg ist die Haut auch das schwerste Organ des

menschlichen Korpers [2, 9].

Im Bereich der Korperoffnungen befindet sich der Ubergang zwischen der &uReren

Haut und den inneren Schleimhéauten [9].

Die Primarfunktion der Haut ist die Darstellung einer Barriere zwischen dem
darunterliegenden Gewebe des Korpers und den externen Einflissen der Natur. Sie
verhindert das Eindringen und die Abgabe von Substanzen, wodurch sie, obwohl eine
fur den Patienten angenehme Art der Applikation von Stoffen ermdéglichend, zeitgleich
als ein Hindernis flr die topische Applikation gilt [1, 2, 9]. Diese Barriere dient auch als
Schutz gegen UberméRigen Wasserverlust und somit Austrocknung. Bei einem
Menschen errechnet man ohne Epidermis bis zu 20 | Wasserverlust pro Tag [2]. Durch
die hohe Elastizitdt, Verformbarkeit und Zugfestigkeit schitzt die Haut vor
mechanischen Einwirkungen. lhr saurer pH-Wert von durchschnittlich 5.5 wird auch
als Saureschutzmantel bezeichnet, hat eine enorme Pufferkapazitat und ist bedeutsam
fur die bakterielle und fungale Mikroflora. Eine weitere Schutzfunktion der Haut ist jene
gegen Strahleneinwirkung. Sie reflektiert einen grofRen Teil des eingestrahlten Lichts,
der Rest jedoch wird absorbiert und verursacht in den Zellen photochemische
Reaktionen. Hier kommen Schutzmechanismen wie die Melaninsynthese, die
Reparatur lichtbedingter DNA-Schaden wund Hyperkeratosen der Epidermis
(Lichtschwielen) zum Einsatz [2, 3].

Bis diese Barriere voll entwickelt ist, braucht es jedoch Zeit. In vivo Studien mittels
Raman-Spektrometer zeigten, dass das Stratum corneum bei Neugeborenen ca. 30%

dunner ist als bei Erwachsenen. Die Gesamtdicke der jungen Epidermis (1-3 Jahre) ist



um etwa 20-30% dinner als das erwachsene Aquivalent. Dadurch werden topisch
applizierte Substanzen rasch aufgenommen [10, 11].

Abb. 1: Unterschiede der Struktur von Neugeborenen- und Erwachsenenhaut [11]

Die Haut ist aus der Oberhaut (Epidermis), der Lederhaut (Dermis) und der Unterhaut
(Subkutis) aufgebaut. Epidermis und Dermis werden gemeinsam als Kutis bezeichnet,
wobei die Dermis ohne scharfen Ubergang in die darunter gelegene Subkutis tibergeht
[2, 3, 9].
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Abb. 2: Schematischer Aufbau der menschlichen Haut [12]



Weiters werden auch zahlreiche Anhangsorgane zur Haut gezahlt. Diese sind N&gel,

Haare, Talgdrusen, apokrine Drusen (Duftdriisen) und Schweil3drisen [3].

Haar

Haartrichter «‘v.—g"
Pore 7 |

Schweil3-
drise

Abb. 3: Anhangsorgane der Haut [13]

2.1.1.1 Epidermis
Die Epidermis ist ein klassisches Proliferationsgewebe, was bedeutet, dass sie einer
standigen Erneuerung unterliegt. Etwa alle 20 Tage hat sie sich vollstandig erneuert.
Sie besteht aus einem vielschichtigen, verhornenden Plattenepithel, das zu 90% aus
Keratinozyten aufgebaut ist [2, 3]. Zwischen den Keratinozyten finden sich
Langerhans-Zellen, Melanozyten und Merkel-Zellen [1, 9]. Die Dicke der obersten
Hautschicht ist abh&ngig von Alter, Geschlecht sowie Lokalisation und betragt 40 ym
an den Augenlidern bis 1,6 mm an stark beanspruchten Stellen wie Handflachen und
FuBsohlen [1, 3]. Sie ist gefaRlos und muss durch die darunterliegenden

Hautschichten mit Blut versorgt werden.

Auch die Epidermis wird in verschiedene Abschnitte eingeteilt. In der untersten Schicht
(Stratum basale) werden die Keratinozyten durch Mitose gebildet und gelangen von
dort, durch immer starker werdende Differenzierung und Verhornung an die
Oberflache. Im Lauf dieser Wanderung werden sie durch Apoptose (programmiertem
Zelltod) zu den vollstandig verhornten, kernlosen Korneozyten (Hornzellen) [3]. Durch
diesen Vorgang werden die verschiedenen Epidermisschichten von oben nach unten

folgendermal3en unterschieden:

e Stratum corneum (Hornschicht)
e Stratum granulosum (Kornerschicht)
e Stratum spinosum (Stachelzellschicht)

e Stratum basale (Basalschicht)



Das Stratum corneum ist wie oben bereits erwahnt die oberste Schicht der Epidermis
und besteht aus flachen, vollstandig verhornten, kernlosen Korneozyten. Sie werden
an der Hautoberflache standig als kleine Schippchen abgestol3en. Es ist ca. 8-13 ym
dick [2, 3]. Im Hinblick auf die Penetration von Substanzen in die Haut, stellt das
Stratum corneum die Hauptbarriere dar [1]. Um eine vereinfachte Darstellung des
Stratum corneum zu erlauben entwickelte Peter Elias das Ziegelstein-Mértel-Modell.
Hier ibernehmen die Ziegelsteine die Rolle der Korneozyten und der Mortel stellt die
intrazellularen Lipide dar. Zu diesen z&hlen Ceramide, freie Fettsduren und deren
Ester, sowie Cholesterin und Cholesterinester [14, 15]. Im Gegensatz zu anderen
Hautschichten sind im Stratum corneum nur mehr Spuren von Phospholipiden
enthalten [16].

Abb. 4: Ziegelstein-Mortel-Modell [14]

Als Stratum lucidum oder Glanzschicht wird die unterste Schicht des Stratum corneum
bezeichnet. Die Zellen hier sind elastisch, kernlos und erscheinen optisch dichter. Sie
kommen allerdings nur an Stellen mit ausgepragter Hornhaut vor z.B. Handflachen
und Ful3sohlen [2, 7].

Das Stratum granulosum ist die Schicht unterhalb des Stratum corneum und besteht
aus 2-5 Schichten von Kornerzellen. Diese besitzen noch einen kleinen Zellkern und
enthalten basophile Keratohyalingranula. Keratohyalin ist eine 6lige Substanz, die fur
die Geschmeidigkeit dieser Zellschicht und dem Stratum Corneum daruber sorgt.

Weiters dient es als Synthesegrundlage des wichtigen Stltzprotein Keratin [2, 3, 12].

Das darunterliegende Stratum spinosum besteht aus 4-8 Schichten polygonaler

Zellen, die durch Desmosomen (stachelartige Interzellularbricken) miteinander
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verbunden sind. Fur eine weitere Verfestigung sorgen Tonofibrillen. Je héher liegend

die Keratinozyten innerhalb dieser Schicht sind, desto flacher werden sie [2, 3].
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Keratinozyten der Haut [17]

Der unterste Abschnitt der Epidermis ist das Stratum basale. Es besteht aus einer
Schicht zylindrischer Zellen mit ovoiden Kernen. Hier liegt der Ausgang der
Zellregeneration der Haut, denn diese Zellen sind die einzigen der Epidermis, die
Mitose beitreiben [1]. Hier befinden sich auch die Melanozyten, die Melanosomen
enthalten. Diese dienen der Synthese und Speicherung von Melanin, das fur die
Hautfarbe prégend ist. Melanosome werden auch an benachbarte Keratinozyten
abgegeben. Weiters findet man hier die sogenannten Merkel-Zellen, die als

Rezeptoren flir mechanische Reize fungieren [2, 3, 12].

2.1.1.2 Dermis
Die Dermis wird auch als Lederhaut oder Korium bezeichnet und dient als mittlere
Schicht als Trager des Gefal3- und Nervensystems und somit der Versorgung der
Epidermis [3]. Sie ist eine elastische Schicht aus Bindegewebe mit Fibroblasten,
Histiozyten und Mastzellen als ihre Hauptbestandteile. Diese sind in eine gelartige
Grundsubstanz eingebettet [2, 9]. Zusammengesetzt wird die Dermis aus dem Stratum
papillare und dem Stratum reticulare. Wie die Dicke der Epidermis ist auch der

Durchmesser der Dermis von der Lokalisation abhangig und betragt 2-4 mm [2].

Das Stratum papillare ist eine schmale Schicht, in der Matrix, Zellen und Kapillaren
Uberwiegen. Durch Papillen aus Kollagen verzahnt diese Schicht die Dermis mit der

Epidermis.



Das breitere Stratum reticulare besteht aus starken, miteinander verflochtenen
Kollagenfaserbiindel und elastischen Fasern. Diese dienen der Gewahrleistung der
Elastizitat der Haut. Auch Hautanhangsorgane wie Haare, Talg-, Duft- und

Schweil3drisen sind hier lokalisiert [2, 3, 12].

2.1.1.3 Subcutis

Die Dermis geht ohne scharfe Abgrenzung in die darunterliegende Subkutis Gber. Die
auch Lederhaut genannte Subkutis besteht aus lockerem, lamellarem Bindegewebe
und Fettgewebe (Lipozyten). Dadurch dient sie vor allem dem Schutz vor Kélte und
der Speicherung von Energie. Die Subkutis beherbergt ca. die Hélfte bis zwei Drittel
der Gesamtfettmasse des menschlichen Kérpers [3, 9]. Eine weitere Funktion ist die
Verankerung der Dermis an der Korperfaszie oder dem Periost der Knochen.
Zusatzlich kann sie viel Flussigkeit aufnehmen, weshalb sich subkutane Injektionen
anbieten [13].

2.1.2 Arzneistofftransport durch die Haut
Da die eigentliche Funktion der Haut dazu dient, das Eindringen von Stoffen zu
verhindern, verlauft der Strofftransport durch die gesunde Haut nur in geringem Mal}
und sehr langsam ab [18]. Das Stratum corneum stellt hierbei das eigentliche Hindernis
dar. Ist dieses einmal Giberwunden lauft die Diffusion durch darunterliegende Schichten
und die Aufnahme in das Kapillarsytem deutlich schneller ab [8, 14, 18]. Man

unterscheidet vier Transportwege durch die Haut:

o Interzellular (entlang der Lipidmatrix)
e Transzellular (durch Korneozyten und Lipidmatrix)
e Transglandular (entlang der Drisenkanéle, z.B.: Schweil3- und Talgdriisen)

e Transfollikular (durch Haarfollikel)

intei-  trans-  trans- trans-
zellular zellular glandular follikular

Abb. 6: Transportwege durch die Haut [19]
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Der grof3te Teil des Transportes findet Uber den interzellularen Weg statt. Fur lipophile
Stoffe mit einer gewissen Wasserloslichkeit bietet dieser Weg die besten Bedingungen
[18]. Polare Stoffe wandern eher transzellular, was jedoch erschwert wird, da sie
abwechselnd durch lipophile und hydrophile Kompartimente diffundieren missen [20].
Weiter wirkt sich der geringe Wassergehalt der Korneozyten negativ auf das
Diffusionsverhalten von hydrophilen Stoffe aus. Es wird vermutet, dass sie sich

stattdessen entlang der hydratisierten Kopfgruppen der Lipide bewegen [21].

Eine weitere Moglichkeit des Transportes durch das Stratum corneum ist der Weg Uber
die Poren. Dieser erfolgt entweder transglanduléar oder transfollikular. Beide Arten
haben jedoch aufgrund ihres geringen Anteils an der Hautoberflache, ca. 0,1 bis 1%,

nur eine geringe Bedeutung [8, 18].

Bei dem interzellularen und dem transzellularen Transport handelt es sich um passive
Vorgange, wodurch diese dem 1. Fickschen Diffusionsgesetz unterliegen [20]. Es
beschreibt die Proportionalitat der pro Zeiteinheit (dt) transportierten Masse (dm) zum
Konzentrationsgefalle (dc) Uber eine gewisse Strecke hinweg. Dieses Geschehen ist
abhangig von der Weglénge (Q) und dem Diffusionskoeffizienten (D), der selbst
abhangig von der Viskositat, der PartikelgroBe der Zubereitung und der

Umgebungstemperatur ist. [20, 22].

dm --D-0. dc
dt dx

Abb. 7: Ficksches Diffusionsgesetz [22]

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten die Penetration von Stoffen zu verbessern. Dazu
zahlen Okklusion, die Erhéhung der Temperatur, Vehikeleffekte und
Penetrationsforderer, die das Volumen der Lipidschicht erh6hen oder die Ldslichkeit
der Stoffe in den Lipiden verbessern [23, 24].



2.2 Verwendete Substanzen
Die in diesem Kapitel aufgezahlten Substanzen wurden im Rahmen dieser
Diplomarbeit zur Forschungszwecken verwendet. SDS, SLES, Sulfathiazol und
Dimethylsulfoxid wurden mittels Raman-Spektroskopie im Hinblick auf die
Eindringtiefe in die Haut vermessen. Von Sulfadiazin wurde ein Reinsubstanzspektrum

aufgenommen, aber keine weiteren Hauspenetrationsuntersuchungen durchgefihrt.

2.2.1 Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat! (Sodiumdodecylsulfat, SDS, Sodium Lauryl Sulfate INCI) ist ein
Gemisch verschiedener Natriumalkylsulfate, das mindestens aus 85% Natrium-n-
dodecylsulfat besteht. Es handelt sich um weil3e bis gelbliche Kristalle oder Pulver mit
einem charakteristischen Geruch. SDS 6st sich leicht in Wasser, wobei eine
opaleszierende Loésung entsteht. Als anionisches Detergenz hat es gute
Tensideigenschaften und findet dadurch oft Verwendung in Duschgelen, Shampoos

und Zahncremen [25].

Im Hinblick auf Interaktionen mit der Haut ist SDS ein aggressives Tensid, da es
gro3en Einfluss auf die Barrierefunktion und den pH-Wert der Haut hat. Dadurch

kommt es zu erhéhtem Wasserverlust [26].

0

-H- "- . D_S_D Nr.-'ll‘

Abb. 8: Strukturformel Natriumdodecylsulfat [27]

2.2.2 Natriumlaurylethersulfat
Natriumlaurylethersulfat?> (Sodium laureth sulphate, SLES, Natrium Laureth Sulfate
INCI) ist die ethoxylierte Form des SDS. Es zahlt wie dieses zu den anionischen
Tensiden und findet ebenfalls Anwendung in Kosmetika. Es ist auch in Wasch- und
Reinigungsmitteln zu finden [28]. SLES wirkt irritierend und reizend auf die

menschliche Haut, aber weniger als SDS [29].

1 Sigma-Aldrich Co., 3050 Spruce Street, St. Louis, USA
2 Dr. Temt Laboratories, Sautergasse 21, 1160 Wien, Austria
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Abb. 9: Strukturformel Natriumlaurylethersulfat [30]

2.2.3 Dimethylsulfoxid
Dimethylsulfoxid® (DMSO) ist bei Raumtemperatur eine klare, hygroskopische
Flussigkeit, die mit Wasser gut mischbar ist. Es ist ein Nebenprodukt, das bei der
Herstellung von Zellstoff in der Holzindustrie entsteht [31]. DMSO dient als
Penetrationsforderer in Dermatika, da es die polaren Komponenten der Hautlipide
solvatisiert [23, 25]. Es kann allerdings auch bei lokaler Anwendung zu unerwiinschten
Nebenwirkungen wie Brennen der Haut, Erytheme, Blasenbildung, bis hin zu

Erbrechen, Schwindel und abdominalen Krampfen kommen [25].

Abb. 10: Strukturformel Dimethylsulfoxid [32]

2.2.4 Sulfathiazol
Sulfathiazol* ist ein Sulfonamid mit nur kurzer Wirkungsdauer. Es gibt vier polymorphe
Modifikationen mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen, von denen Modifikation 3
die bei Raumtemperatur stabile Form ist [25]. Es wurde als orales und topisches
Antibiotikum verwendet, doch heute ist nur mehr die &uRerliche Anwendung
gebrauchlich. Diese erfolgt meist in Kombination mit Sulfabenzamid oder
Sulfacetamid, die ebenfalls zu den Sulfonamiden gehdren [33]. Als Tierarzneimittel

wird es immer noch als systemisches Antibiotikum verwendet [25].

3 Gatt-Koller, Swarovskistraf3e 74, 6067 Absam, Austria
4 Sigma-Aldrich Co., 3050 Spruce Street, St. Louis, USA
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Abb. 11: Strukturformel Sulfathiazol [27]

2.2.5 Sulfadiazin
Sulfadiazin® ist ein Antiinfektivum aus der Gruppe der Sulfonamide mit mittlerer
Wirkungsdauer. Es hemmt die Folsduresynthese der Mikroorganismen. Sulfadiazin
liegt als weilRes, gelbes, weildlich-gelbes oder weillich-rotes kristallines Pulver vor.

AuRerliche Anwendung finden vor allem die Sulfadiazin-Silber Salze [7, 25].

Abb. 12: Strukturformel Sulfadiazin [27]
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2.3 Raman-Spektroskopie

Den Grundstein fur die heutige Raman-Spektroskopie legte Chandrasekhara Venkata
Raman bereits 1928, als er entdeckte, dass sich die Wellenlange eines kleinen Teils
der von Molekulen ausgehenden Streustrahlung von der Wellenlange des einfallenden
Strahles unterscheidet. Die Verschiebungen der Frequenz bzw. der Wellenlange sind
typisch fur die jeweiligen Strukturen eines Molekils. Die Raman-Streuung bezeichnet
die unelastische Lichtstreuung. Fir diese Entdeckung und weitere Untersuchungen
daran, erhielt Raman 1930 den Nobelpreis fur Physik [5, 34].

Wie bei der Raman-Spektroskopie misst auch die Infrarot-Spektroskopie (IR) die
Anderungen der Molekiilschwingungen [5]. Raman-aktiv sind Molekile mit einem
Symmetriezentrum und alle Schwingungen, die symmetrisch zu diesem Zentrum
auftreten. Hierbei andert sich auch die Polarisierbarkeit im Molekil. Diese werden
jedoch als IR-inaktiv bezeichnet. Nun sind asymmetrische Schwingungen nicht
Raman-aktiv, jedoch IR-aktiv. Raman-Spektroskopie und IR-Spektroskopie ergéanzen
einander also [35]. Ein Vorteil der Raman-Spektroskopie ist, dass Raman-Spektren in
wassriger Losung aufgenommen werden kénnen, ohne eventuellen Stérungen von
Wasser. Weiters wird ein Raman-Spektrum nicht so stark von Hautbanden tberlagert
und eignet sich daher besser fir die Quantifizierung von Substanzen. Trotzdem wurde
die Raman-Spektroskopie vermehrt erst seit den 1960er Jahren eingesetzt, da
erstmals ausreichend starke Laser verfigbar waren, die die Aufnahme der Spektren

erheblich vereinfachten [5].

2.3.1 Funktionsprinzip
Das grundlegende Funktionsprinzip der Raman-Spektroskopie beschreibt der
sogenannte Raman-Effekt. Die Photonen im Licht treffen auf ein Atom oder Molekiil,
werden absorbiert und versetzen es in einen Schwingungszustand. Die Photonen
werden allerdings sofort wieder ausgestrahlt, wobei sie ihre ursprtingliche Flugrichtung
verloren haben. Hierbei entstehen zwei Arten von Streulicht, die als Rayleigh- und
Raman-Streuung bezeichnet werden [36].

Als Rayleigh-Streuung wird jenes Streulicht bezeichnet, das die unveranderte
Frequenz der Erregungsstrahlung hat. Den Photonen wird ein elastischer Stol3
versetzt [37, 38].
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Das restliche Streulicht hat nun entweder eine kleinere oder grof3ere Frequenz, als
jene der Erregungsstrahlung. Stokes-Streuung entsteht, wenn der Streukorper durch
das Licht in einen hoheren Schwingungszustand angehoben wird, also Energie von
den Photonen absorbiert. Dadurch haben die emittierten Photonen eine niedrigere
Frequenz und man spricht von unelastischer Streuung. Wenn die Frequenz héher ist,
als die der Erregungsstrahlung spricht man von Anti-Stokes-Streuung. Hier war das
Molekil bereits im angeregten Schwingungszustand und hat Energie von den

Photonen der Erregungsstrahlung absorbiert [5, 37, 38].

Molekiil im angeregten
Schwingungszustand

Photon

Molekiil im Photon niedrigerer
Schwingungs- Freque '
a) grundzustand o

Photon hoherer
Frequenz

Photon Molekiil im
angeregten Molekiil im
Schwingungszustand Schwingungs-
grundzustand

b)
Abb. 13: Entstehung von Stokes- (a) und Anti-Stokes-Streuung (b) [37]

Die Stokes- und Anti-Stokes-Linien sind symmetrisch ober- und unterhalb der
Rayleigh-Linie angeordnet. Das bedeutet sie verschieben sich um den gleichen
Energiebetrag. Die Differenz  zwischen diesen Linien entspricht der
Schwingungsfrequenz [37, 38]. Gemeinsam bilden Stokes- und Anti-Stokes-Streuung
die Raman-Streuung, deren Intensitat nur 10 jener der Erregerstrahlung betragt und
somit sehr schwach ist. Dadurch wird die Verwendung einer intensiven Lichtquelle
notig [38].

2.3.2 Aufbau des Raman-Spektrometers
Das Raman-Spektrometer besteht grundsatzlich aus einer Laserlichtquelle, friher aus
einem Quecksilberbogen, fir monochromatisches Licht, einer Probenhalterung, einem

Spektralphotometer und einem Detektor [5, 37].
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Abb. 14: Aufbau eines Raman-Spektrometers [38]

Das monochromatische Licht aus dem Laser tritt durch die Probe, wird von dem
dahinterliegenden Spiegel (S1) reflektiert und durchwandert erneut die Probe, um die
Intensitat der Strahlung zu erhéhen. Ein zweiter Spiegel (S2) dient zur Verdoppelung
der Intensitat des Streulichts. Eine Linse fokussiert danach die Raman-Streuung in den
Eintrittsspalt (1). Eine Anreihung von Gittern zerlegt nun die Streustrahlung spektral,
um die Raman-Strahlung von der restlichen Streustrahlung zu trennen und leitet die
Strahlung durch einen Austrittsspalt (2). Durch eine zweite Linse wird die

Streustrahlung nun auf einen photoelektrischen Detektor fokussiert [38].

Ein Raman-Spektrum kann von optisch leeren, transparenten und nicht
fluoreszierenden Stoffen aufgenommen werden. Es besteht die Mdglichkeit feste,
flussige und mit etwas grofRerem technischen Aufwand auch gasformige Proben zu

vermessen [37].

Als Lichtquellen finden eine Vielzahl von Lasern Anwendung. Die haufigsten sind der
Helium-Neon-Laser (A = 632,8 nm), der Argon-lonen-Laser (A = 488 nm, A = 514,5
nm), der Neodym-Yttrium-Aluminium-Granat- (Nd-YAG-) Laser (A = 1064 nm) oder der
LED-Laser (A=800 nm) [5, 38, 39]. Der Nd-YAG-Laser gehort zu einer neueren Laser-
Generation, da seine Energie im nahen IR-Bereich nicht ausreicht um die stérende
Fluoreszenz anzuregen. Dies bringt einen gewissen Vorteil, doch ist hier die Raman-
Strahlung so gering, dass die Fourier-Transform-Technik fur die Detektion notwendig
ist [38].
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Abb. 15: Bestandteile des Raman-Spektrometers: Power-Unit, Analyser, Analyser

wahrend einer Messung (v.l.n.r)

Die Abbildung zeigt die einzelnen Bestandteile des in dieser Arbeit verwendeten
Raman-Spektrometers® von RiverDiagnostics. Die Power Supply Unit dient der

Stromversorgung.

Der Analyzer stellt die Messeinheit des Spektrometers dar. Er wird Giber den Computer
und die darauf enthaltene Rivericon 3.2 Software gesteuert. Hier befinden sich das
High Performance Raman Module (HRPM) und ein CCD Detektor. In den Analyzer
sind zwei verschiedene Laser-Lichtquellen eingebaut. Ein Laser misst mit der
Wellenlange A = 671 nm und misst mit der Wellenlange im Bereich von 2500- 4000
cm! Wellenzahlen. Er dient zur Aufnahme der High-Wave-Number-Spektren (HWVN-
Spektren). Der zweite Laser, mit der Wellenlange A = 785 nm, misst im Bereich 400-
1800 cm* Wellenzahlen und wird fur die Aufnahme der Fingerprint-Spektren (FP-
Spektren) eingesetzt [40].

2.3.3 Messungen an der Haut
Das Raman-Spektrometer, das im Zuge dieser Arbeit verwendet wurde, der gen2-SCA
Skin Composition Analyzer, wurde speziell fir Messungen an der Haut entwickelt. Es
ermoglicht sowohl in vitro, als auch in vivo Messungen. Durch verschiedene
Messaufsatze kdnnen unterschiedliche Hautstellen am Kdérper gemessen werden. In

5 RiverDiagnostics gen2-SCA Skin Composition Analyzer, RiverD International BV, Rotterdam,
Niederlande
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dieser Arbeit wurde es vor allem zur Bestimmung der Eindringtiefe von Substanzen
und des Wassergehaltes der Haut eingesetzt. Zu diesem Zweck sollte vor allem intakte

und gesunde Haut verwendet werden.

2.3.3.1 High-Wave-Number
Die Aufnahme der HWVN-Spektren dient zur Bestimmung des Wassergehaltes der
Haut. Die Wasserkonzentration im Stratum corneum ist mit 15-30% sehr gering. Sie
erhoht sich in den tiefer liegenden Schichten der Haut, bis sie in der lebenden
Epidermis (10-15 pm tief) bis zu 60 bis 70% betragt. Dort erreicht sie eine
Plateauphase, das bedeutet, dass der Gehalt an Wasser nicht mehr zunimmt [4, 41,
42, 43, 44].
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Abb. 16: HWVN-Spektrum eines unbehandelten Schweineohrs, betrachtet mit
SkinTools® Software

Anhand der Raman-Spektren kann der Wassergehalt der Haut kalkuliert werden. Man
vergleicht hierfir das Verhaltnis der Intensitat des OH-Signals bei 3390 cm™ mit der
Intensitat des CH-Signals bei 2935 cm™ [41].

2.3.3.2 Fingerprint
FP-Spektren werden aufgenommen, um bestimmte Substanzen auf und in der Haut

nachzuweisen und zu quantifizieren. Zu diesen zahlen unter anderem Keratin,
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Ceramide, Urea, Cholesterol, Urocaninsaure und der Natural Moisturizing Factor
(NMF). Sie zahlen zu den hauteigenen Substanzen, doch auch fremde Stoffe sind
nachweisbar, wenn die Spektren mit entsprechenden Bibliotheken abgeglichen

werden.

Durch den NMF kann man auch Uber die FP-Spektren auf den Feuchtigkeitsgehalt der
Haut schliel3en. Als NMF werden kleine, hydrophile Molekile bezeichnet, die durch
ihre Hydrophilie eine grofRe Hydrathille ausbilden. So wird Wasser in der Epidermis
gebunden und das Austrocknen der Haut verhindert [12]. Die Bestandteile des NMF
bestehen grofldtenteils aus Filaggrin-Abbauprodukten wie Urea, Pyrrolidon-5-
Carbonséure, Milchséaure und Harnsaure, sowie Aminosauren (Serin, Glycin, Arginin,
Ornithin, Citrullin, Alanin und Histidin) und Urocaninsaure [4, 45]. Letzteres dient auch

dem Schutz vor Sonneneinstrahlung, indem sie UV-Strahlung absorbiert [46].

=Y

Tools  Colors  Expork

_:{H&‘?|+\ _\w@@h|ulﬂ

Ohr1WOhed i & 1 ric
300 T —

800 F 1
700

600 -

all

| |

2L | ™ & irames

Intensity (a.u.)

400 -

300

100 - 'H v auto scale
ol [ average
0 L I L . | | ™ holet

400 G600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Raman shift {cm-1)

Abb. 17: FP-Spektrum eines unbehandelten Schweineohrs, betrachtet mit SkinTools®

Software

Der optimale NMF-Gehalt liegt bei 80-95%. Die Wichtigkeit des NMF zeigt sich auch
in Studien, in denen bei Patienten mit atopischer Dermatitis ein Filaggrin-Mangel
festgestellt wurde [45].
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2.3.4 Bestimmung der Stratum corneum Dicke
Neben der oben genannten Untersuchung der Penetration von Substanzen kann die
Raman-Spektrometrie auch zur in vivo Bestimmung der Dicke des Stratum corneum
verwendet werden. In den spaten 1990er Jahren wurden die ersten Untersuchungen
zu diesem Thema durchgeftihrt und mittlerweile gilt die SC-Dickenbestimmung mittels
Raman-Spektrometer als Gold Standard [6].

Ein Vergleich mit der optischen Koheranztomographie, der zu Validierungszwecken
durchgefiihrt wurde, zeigte auch die bessere Auflésung der Raman-Spektrometrie. Die
Abhéangigkeit der SC-Dicke von seiner Lokalisation war mit dem Raman-Spektrometer
feststellbar [47].

Um die Dicke des Stratum corneum zu bestimmen muss zunéchst der Wassergehalt
der Haut gemessen werden. Mittels Microsoft Excel wird eine Grafik mit den Werten
der Messungen erstellt. Darin wird die Wasserkonzentrationskurve an der Stelle in
zwei Sektionen geteilt, an der ihre Steigung 0,5 erreicht. An diese zwei Teilkurven
werden zwei Geraden angelegt, an deren Schnittpunkt die SC-Dicke berechnet wird.
Dieser Punkt liegt an der Stelle, wo die Wasserkonzentrationskurve in die
Plateauphase Ubergeht. Hier befindet sich die theoretische Grenze des Stratum
corneum [44, 47, 48].
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Abb. 18: Beispielkurve mit angelegten Geraden zur Bestimmung der SC-Dicke [48]
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2.4 Nanoemulsionen

2.4.1 Definition

Emulsionen sind thermodynamisch instabile Systeme aus zwei nicht miteinander
mischbaren Flussigkeiten. Man unterscheidet zwischen der inneren oder dispergierten
Phase und der duReren Phase, die auch als Dispersionsmittel bezeichnet wird. Bei
Wasser-in-Ol-Emulsionen (W/O) bildet Wasser oder eine andere hydrophile Substanz
die innere Phase, wahrend die dauRere Phase eine lipophile Flissigkeit bildet. Bei OI-
in-Wasser-Emulsionen (W/O) verhalt es sich umgekehrt. Das Ol ist in der wassrigen
Phase dispergiert. Diese Systeme werden als einfache Emulsionen bezeichnet. Bei
Doppelemulsionen, die als W/O/W- oder O/W/O- Emulsionen bezeichnet werden,
befinden sich in den Emulsionstropfen noch einmal Tropfen der &uf3eren Phase [18,
24, 49, 50].

3 Wasser
&3 Wasser in O

Abb. 19: Arten der Emulsionen [18]

Unter hohem Energieaufwand durch statische Mixer, Ultraturrax, Kolloidmihlen oder
Hochdruckhomogenisatoren erreicht man die Dispergierung der inneren und der
aulleren Phase. Dieser Zustand ist allerdings tber langere Zeit hinweg nicht stabil. Ftr
eine langanhaltende Stabilitéat einer Emulsion sind Emulgatoren nétig. Diese setzen
die Grenzflachenspannung herab, was die Emulsionsbildung erleichtert und die
Stabilitat des Systems erhoht, da das Zusammenfliel3en der inneren Phase verhindert
wird [18, 50, 51].

Emulgatoren sind oberflachen- oder grenzflachenaktive Substanzen und gehoren zur
Gruppe der Tenside. Diese enthalten in ihrer chemischen Struktur sowohl hydrophile
als auch lipophile funktionelle Gruppen, weshalb sie auch als amphiphile Molekile

bezeichnet werden [18, 50]. Der Emulgator ist entscheidend dafur, welcher
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Emulsionstyp sich ausbildet. Die Bancroft-Regel besagt, dass jene Phase, in der sich
der Emulgator I6st, die aul3ere Phase bildet. Um die Bancroft-Regel anwenden zu
kénnen, ist es entscheidend, dass die Loslichkeit des Emulgators bekannt ist. Diese
wird von dem HLB-System (Hydrophilie-Lipophilie-Balance) fur nichtionische
Emulgatoren nach Griffin beschrieben, das die Emulgatoren nach einer Skala von 1
bis 20 einteilt [49, 50].

lipophil hydrophil
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mittel - >
waschaktive
Substanzen

Abb. 20: HLB-System [18]

Nanoemulsionen sind Emulsionen mit einer viel geringeren Tropfchengrél3e. Der
Begriff Nanoemulsionen bezeichnete urspriinglich Systeme mit einer Partikelgro3e
unter 100 nm. Emulsionen mit Partikel im unteren Submikron-Bereich werden auch als
Nanoemulsionen bezeichnet. Die nach der klassischen Terminologie als
Submikronemulsionen bezeichneten Nanoemulsionen sollten Partikelgréf3en von 150
bis 300 nm aufweisen [49, 52].

Seit bereits in den 1920er Jahren die ersten Nanoemulsionen zur parenteralen
Ern&hrung verwendet wurden, gewinnen diese heute immer mehr an Bedeutung. lhre
Anwendungsgebiete liegen in der dermalen, okularen, oralen und rektalen Applikation

von Arzneistoffen und in der Kosmetik [49].

Da Nanoemulsionen metastabile Dispersionen sind, werden fir ihre Herstellung und
ausreichende Stabilitat geringere Tensidmengen bendtigt, als fur Mikroemulsionen.
Dies macht sie fur eine dermale Anwendung besonders vertraglich, da eventuelle
Hautreizungen und Irritationen durch Tenside vermieden werden. Durch die besonders
kleine Teilchengréf3e unterliegen die Partikel der Brownschen Molekularbewegung,
wodurch es wahrend der Lagerung nicht zur Sedimentation oder Aufrahmen kommt.
Dies verbessert die physiko-chemische Stabilitat und somit die Haltbarkeit der

Nanoemulsionen [49, 53, 54].
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2.4.2 Komponenten der Nanoemulsion

2.4.2.1 F6H8
F6H8 ist eine Bezeichnung fir Perfluorhexyloctan, das zu der Gruppe der
semifluorierten Alkane gehort. Bei diesen Alkanen ist nur ein Teil des Molekiils fluoriert,
das bedeutet, dass einige der Wasserstoffatome durch Fluoratome ausgetauscht
wurden. Diese Verbindungen werden haufig mit FXHY bezeichnet, wobei X fir die
Anzahl der Kohlenstoffatome steht, die Fluor statt Wasserstoffatome tragen. Y
bezeichnet jene Kohlenstoffatome, die unverandert an Wasserstoffatome gebunden

sind.

Fluor ist das Element mit der hochsten Elektronegativitat und besitzt zusatzlich ein
hohes lonisationspotential und eine geringe Polarisierbarkeit. Im Vergleich zu
Wasserstoff ist Fluor zwar groR3er, besitzt aber mit neun Elektronen eine hohere
Ladungsdichte. Dadurch ensteht bei der kovalenten Bindung mit Kohlenstoff eine
effektive Uberlappung der Atomorbitale und somit einer der stabilsten Bindungen in

der organischen Chemie [55, 56].

F.C

L

Abb. 21: Strukturformel von Perfluorhexyloctan [55]

F6H8 ist eine farblose, oOlige Flissigkeit mit einer geringen Oberflachenspannung,
guten Spreitungseigenschaften, hohen Gasloslichkeit und geringer Viskositat. Es ist
chemisch, physikalisch und biologisch inert. Im Gegensatz zu perfluorierten
Substanzen besitzt es eine gewissen Mischbarkeit mit lipophilen Flissigkeiten und
Silikonolen. In der Praxis findet sowohl reines F6H8, als auch seine verarbeitete Form
in Emulsionen und Gelen Verwendung. Reines F6H8 wird in bei komplizierten
Netzhautabldsungen, Augenoperationen, Lungenschaden zur Flussigkeitsbeatmung,
als Langzeittamponade und zur Konservierung von Organen bei Transplantationen
verwendet [55, 56, 57].
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2.4.2.2 Lecithin
Lecithine sind die am haufigsten nattrlich vorkommenden Emulgatoren und werden
schon seit Jahrzehnten in der Nahrungsmittelindustrie verwendet. lhre Vorkommen
finden sich in der Zellmembran von Pflanzen und Tieren, wo sie fir die Funktion der
Zelle essentiell sind. Die Hauptquellen der Industrie sind Sojabohnen oder Eigelb [7,
25, 49].

Lecithine sind die Ester der Phosphatidsaure z.B. mit Cholin und gehéren zur Gruppe
der Glycerophospholipiden. Bei Raumtemperatur liegen sie als eine fett- oder
wachsahnliche Substanz vor. Durch ihre chemische Struktur besitzen sie einen
amphiphilen Charakter. Lecithine gelten als sicheres Tensid mit einer geringen
Wahrscheinlichkeit auf allergische Reaktionen. Daher werden sie auch in Emulsionen

zur innerlichen Anwendung und Emulsionen zu Injektionszwecken eingesetzt [7, 25].

0 N

lipophilic hydrophilic

Abb. 22: Oben: Darstellung der Amphiphilie von Lecithinen, Unten: Strukturformel
von Lecithin [49]

Im Zuge dieser Arbeit wurde Lipoid S75, ein Sojalecithin, als Emulgator bei der
Herstellung der Nanomulsionen genutzt. Sojalecithin kann nur aus den Samen der
Sojabohne (Glycine max) gewonnen werden, die aber weniger reines Lecithin
enthalten als Eilecithin [58]. Sojalecithin besteht aus einem Gemisch verschiedener
Lipoide und enthalt ca. 40-50% Phosphatidylcholin [7, 25].

2.4.2.3 Diclofenac
Diclofenac® ist ein schwaches Analgetikum und gehort zu der Gruppe der NSAID

(Nicht-Steroidale Antirheumatika). Als Cyclooxygenasehemmer wirkt es auch

6 Sigma-Aldrich Co., 3050 Spruce Street, St. Louis, USA
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antiphlogistisch und antirheumatisch. Es kann oral, topisch oder parenteral appliziert
werden. Diclofenac liegt als Salz entweder als Diclofenac-Kalium oder Diclofenac-
Natrium vor, wobei letzteres in der Praxis mehr Anwendung findet [7, 25]. Im Zuge
dieser Diplomarbeit wurde fur die Untersuchungen der Nanoemulsionen 1%

Diclofenac-Natrium in die Formulierungen eingearbeitet.
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Abb. 23: Strukturformel Diclofenac-Natrium [27]
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3 Experimenteller Teil

3.1 Untersuchungen am Raman-Spektrometer

Bevor mit den Messungen der einzelnen Substanzen am Raman-Spektrometer
begonnen wurde, mussten zuerst die Parameter fur die spéteren Messungen

festgelegt werden. Zu diesem Zweck erfolgten in vivo Messungen am menschlichen

3.1.1 Bestimmung geeigneter Messparameter

Unterarm, moglichst immer an der gleichen Stelle.

Um die optimalen Messparameter fur die Aufnahme eines HWVN-Spektrums zu
ermitteln wurden jeweils 8 Messungen mit Exposure-Time 1, 2, 5 und 10 durchgefuhrt.
Hierbei wurden im Abstand von 0,5 um bis in eine Hauttiefe von 40 um Spektren mit

der jeweiligen Exposure-Time aufgenommen. Die Exposure-Time bezeichnet die

Dauer in Sekunden, die die Haut dem Raman-Laser ausgesetzt wird.
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Abb. 24: Wasserkonzentrationskurve gemessen an einem menschlichen Unterarm

bei Exposure-Time 1 Sek.
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Abb. 25: Wasserkonzentrationskurve gemessen an einem menschlichen Unterarm

bei Exposure-Time 2 Sek.
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Abb. 26: Wasserkonzentrationskurve gemessen an einem menschlichen Unterarm
bei Exposure-Time 5 Sek.
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Abb. 27: Wasserkonzentrationskurve gemessen an einem menschlichen Unterarm

bei Exposure-Time 10 Sek.

Wie die obigen Grafiken zeigen, variierte die Standardabweichung bei den
unterschiedlichen Belichtungszeiten. Bei einer Exposure-Time von 10 Sekunden ist an
der Abbildung 27 zu erkennen, dass die Messwerte der tieferen Hautschichten aus der
Plateauphase herausfallen. Aus diesem Grund, und um die Hautproben nicht zu
langen Messzeiten aussetzen zu missen, wurde die Exposure-Time von 10 Sekunden
fur weitere Messungen ausgeschlossen. Die Standardabweichung der Messwerte der
Abbildungen 24 und 25 sind am niedrigsten. Die Messungen bei einer Exposure-Time
von nur einer Sekunde stellen jedoch eine Momentaufnahme der Haut dar.
Theoretisch gilt, je langer eine Hautprobe bestrahlt wird, desto genauer ist das
folgende Spektrum. Aufgrund der geringen Standardabweichung wurde entschieden,
die weiteren Messungen mit dem HWVN-Laser mit einer Exposure-Time von 2

Sekunden durchzufiihren.

Auch fur das Erstellen der FP-Spektren wurden wie oben beschriebene Vorversuche
bei verschiedenen Exposure-Times durchgefiihrt. Die folgenden Abbildungen zeigen
die Intensitatskurven des NMF unter den angefiihrten Beleuchtungszeiten.
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Abb. 28: NMF-Konzentrationskurve, gemessen an einem menschlichen Unterarm bei
Exposure-Time 1 Sek.
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Abb. 29: NMF-Konzentrationskurve, gemessen an einem menschlichen Unterarm bei
Exposure-Time 2 Sek.
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Abb. 30: NMF-Konzentrationskurve, gemessen an einem menschlichen Unterarm bei
Exposure-Time 5 Sek.
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Abb. 31: NMF-Konzentrationskurve, gemessen an einem menschlichen Unterarm bei
Exposure-Time 10 Sek.

Wie in den obigen Abbildungen erkennbar, weisen die Messungen des NMF bei einer
Belichtungszeit von 5 Sekunden die niedrigste Standardabweichung auf. Daher wurde
entschieden mit einer Exposure-Time von 5 Sekunden weiter zu arbeiten, da sich hier
die Dauer der Messungen und Standardabweichung der Werte als optimal erwiesen.
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Fur die oben genannten Versuche zur Ermittlung der am besten geeignetsten
Parameter fUr eine Raman-Messung wurden Spektren im Abstand von 0,5 um in die
Haut hinein aufgenommen. Diese Messungen gestalteten sich allerdings sehr
zeitaufwéndig, was sich negativ auf die Beschaffenheit und den Feuchtigkeitsgehalt
der bereits vom Knorpel gelésten, porcinen Hautproben auswirken konnte. Daher
wurde weiters untersucht, welche Einstellung der sogenannten ,Steps” fur die Zwecke
dieser Untersuchungen am besten geeignet waren. Die Messungen mit dem HWVN-

Laser erfolgten bei einer Belichtungszeit von einer Sekunde und mit dem FP-Laser bei
5 Sekunden.
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Abb. 32: Wasserkonzentrationskurven gemessen mit unterschiedlichen

Step- Einstellungen

Die Abbildung 32 zeigt, dass bei einer Step-Einstellung von 5 um der charakteristische
Verlauf einer Wasserkonzentrationskurve kaum mehr zu erkennen ist. Aufgrund der
geringen Standardabweichung und dem noch immer charakteristisch dargestellten
Kurvenverlauf, wurde entschieden die weiteren Versuche mit einer Step-Einstellung

von 2 um durchzufihren.
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Abb. 33: NMF-Konzentrationskurven, gemessen mit unterschiedlichen Step-

Einstellungen

Wie auch bei den Messungen mit dem HWVN-Laser, ist auch hier beim FP-Laser zu
sehen, dass die Step-Einstellung von 5 pm zu ungenau sind, um den typischen
Kurvenverlauf darzustellen. Auf Basis der geringen Standardabweichung und dem
typischen Kurvenverlauf wurden auch fur diese Messungen die Step-Einstellung auf 2
um festgelegt.

3.1.2 Erstellung der Ramanspektren

Die FP-Spektren wurden mit den folgenden Messparametern aufgenommen.

Raman-Profile
Exposure Time (s)

Number of Frames

Cycle Time
Track

Start

Stop 40
Step 2

OlkRr|kr|ikLrlu

Tab. 1: Messparameter zur Aufnahme der FP-Spektren
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Die HWVN-Spektren wurden mit den folgenden Messparametern aufgenommen.

Raman-Profile

Exposure Time (s)
Number of Frames
Cycle Time

Track

Start

Stop 40
Step 2

OlRr|Rr|RL|N

Tab. 2: Messparameter zur Aufnahme der HWVN-Spektren

Bei der Vermessung einer Hautprobe wurden eine FP- und eine HWVN-Messung an
derselben Stelle durchgefiihrt. Durch den sogenannten Cycle-Vorgang wurde mittels
einer Kamera eine geeignete Stelle gesucht und anschlie3end vermessen. Insgesamt
wurden pro Hautprobe jeweils 8 Spektren mittels FP- und HWVN-Laser aufgenommen.

Menschliche und auch porcine Haut erzeugen Raman-Spektren mit hoher Intensitat
und breiten Peaks. Daher missen Substanzen, um im Raman-Spektrometer
detektierbar zu sein, typische Peaks aufweisen, die sich von den Hautpeaks deutlich
abgrenzen lassen. In der unteren Grafik werden Spektren der auf die Haut
aufgetragenen Substanzen gezeigt. Die charakteristischen Peaks, die zur Detektion

und ldentifikation herangezogen werden kénnen, sind mit Sternchen markiert.

Die in der Abbildung 34 abgebildeten Substanzen wurden fur die weiteren

Penetrationsuntersuchungen verwendet.
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Abb. 34: Spektren von porciner Haut, behandelt mit Sulfathiazol (STZ),
Natriumlaurylethersulfat (SLES), Natriumdodecylsulfat (SDS) und Dimethylsulfoxid
(DMSO)

3.1.2.1 Spektren der Reinsubstanzen
Um eine Substanz in einer Hautprobe detektieren zu kénnen, wurde vorher die Raman-
Spektren der Reinsubstanz bzw. einer 15%igen wassrigen Losung aufgenommen und
in einer entsprechenden Bibliothek zu Vergleichszwecken gespeichert. Hierzu wurde
die Probe vorsichtig auf die Linse des Raman-Spektrometers getropft und mit der
Schutzkappe abgedeckt, um den Verdunstungsverlust zu minimieren und stérende
Lichteinstrahlung zu verhindern. Die Reinsubstanzen wurden mittels Fingerprint-Laser

mit den folgenden Einstellungen vermessen.
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Raman-Experiment
Exposure Time (s) 5

Number of Frames | 240

Cycle Time 1

Tabelle 3: Messparameter zur Aufnahme der Substanz-Spektren

Die hohe Anzahl an Frames ermdglichte dabei eine genauere statistische Auswertung
der Spektren. Die hierbei aufgenommenen Spektren sind jedoch eine Mischung
zwischen der Reinsubstanz und dem Ldsungsmittel, hier Wasser. Aus diesem Grund
wurden fir jedes der verwendeten und wie oben beschrieben aufgenommenen

Spektren Differenzspektren erstellt.

3.1.2.2 Differenzspektren
Das Erstellen der Differenzspektren erfolgte mittels SkinTools®. Hierzu wurden die
Spektren der Mischung und Spektren des reinen Lésungsmittels in das Programm
hochgeladen und gemittelt. Danach wurde das reine Losungsmittel-Spektrum von dem

Spektrum des Gemischs abgezogen und das Ergebnis exportiert.

<) Create Difference Spectrum _ ol x|
File Options
A =}
1+ . || SDS3 = || H208
QDD T T T T T T ;I 1
200 - factor
I 0.697

700 b
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100 -

- I I I I 1 I
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Das obere Spektrum (blau) ist das Spektrum des Reinsubstanz-Losungsmittel-
Gemisches. Das mittlere Spektrum (grtin) ist das des Lésungsmittels und das untere

(rot) ist jenes der Reinsubstanz.

Bis auf Sulfadiazin-Natrium wurden alle der unten gezeigten Substanzen fir die

Penetrationsuntersuchungen herangezogen.
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Abb. 36: Referenzspektren von Sulfathiazol (STZ), Sulfadiazin-Natrium (SDZ),
Natriumlaurylethersulfat (SLES), Natriumdodecylsulfat (SDS) und Dimethylsulfoxid
(DMSO)
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3.1.3 Vorbereitung der Haut
Da es schwierig ist humane Haut fiir Untersuchungen und Versuche zu erhalten, wurde
im Zuge dieser Arbeit mit porciner Ohrhaut gearbeitet. Sie stellt eine qualitativ
aquivalente Alternative zur menschlichen Haut dar, da sie im Hinblick auf Struktur und
Permeabilitdt ahnlich ist. Auch die Haardichte stimmt mit der des Menschen
weitgehend Uberein, da sich beim Menschen 14 bis 32 Haare/cm? befinden und beim
Schweineohr 20 Haare/cm? [59, 60].

Zunachst wurde das gefrorene Schweineohr unter kalten Wasser vorsichtig aufgetaut
und mit Kuchenpapier abgetrocknet. Danach wurde der Knorpel mit Hilfe eines
Skalpells entfernt, um eine mdglichst flache und gerade Auflageflache zu erhalten.
Unter Umgehung moglicher Beschadigungen (Verletzungen, Verfarbungen,
Gefrierbrand) des Ohrs wurden nun die drei bendtigten quadratischen Flachen
(2x2cm) markiert. An dieser Stelle wurden die Haare vorsichtig, moéglichst nah an der
Oberflache und ohne die Haut zu beschadigen, mit einer Schere gekurzt. Danach
wurde mittels AquaFlux®’ der TEWL (Transepidermal Water Loss) gemessen, um die
Unversehrtheit der Hautstellen zu Uberprifen. Der optimale TEWL lag bei unter 20

g/m?/h, wobei Werte bis 25 g/ m?/h noch toleriert wurden.

Abb. 37: Fir TEWL-Messung vorbereitetes Schweineohr

Es wurden je 3 Stellen pro Ohr ausgewdahlt, um einen Vergleich von mit
Substanzlésung behandelter, mit Wasser behandelter und unbehandelter Haut zu
ermdglichen. Auf einer der Stellen wurde nun entweder 28 pul einer 15%igen LAsung
von SDS, SLES oder Sulfathiazol bzw. einer 80%igen DMSO-LAsung aufgetragen. Auf

7 Biox Aquaflux AF 200, UK
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die zweite Stelle wurden 28 pl Aqua destillata (gereinigtes Wasser) aufgebracht.
Danach wurden die Flachen mitsamt dem Knorpel mittels Skalpell aus dem Ohr
herausgeschnitten und in einer Petrischale mit 3 ml Phosphatpuffer flr eine Stunde im
Wasserbad bei 32 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Haut vorsichtig
von dem Knorpel gel6st und am Raman-Spektrometer vermessen. Die dritte Stelle
wurde ohne weitere Vorbehandlung sofort vom Knorpel getrennt und am Raman-

Spektrometer als Vergleichsstelle vermessen.

3.1.4 Hautpenetrationsuntersuchungen von Natriumdodecylsulfat
Abbildung 38 zeigt die Penetrationsprofile von 15%iger SDS-L6ésung. Zu
Vergleichszwecken wurden die Werte normiert, indem der hochste gemessene Werte

mit 1 gleichgesetzt wurde.
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Abb. 38: Diagramm Penetration von SDS mit auf 1 normierter Konzentration

Mit einer Kombinationsmethode aus graphischen und mathematischen Verfahren
wurde die Eindringtiefe bestimmt. Die Tiefe, an der die Konzentration einen
gleichbleibenden Wert erreichte, begrenzt die maximale Penetrationstiefe. Fir SDS
wurde ein Wert von 16.0 + 4.62 pum errechnet.

3.1.5 Hautpenetrationsuntersuchungen
von Natriumlaurylethersulfat
Die Ergebnisse der Untersuchungen der Penetrationstiefen von SLES wurden in der

folgenden Abbildung, wie oben beschrieben, auf 1 normiert dargestellt.
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Abb. 39: Diagramm Penetration von SLES mit auf 1 normierter Konzentration

Fur die Auswertung der SLES-Daten wurde die in Kapitel 3.1.4. beschriebene
Vorgangsweise verwendet. Der Kurvenverlauf von SDS und SLES ahnelt sich sehr,
doch die normierten Werte erreichen hier nicht 0, sondern bleiben konstant ab einem
Wert von 0,2 a.u.. Dies kann durch das hohe Baseline-Signal der Haut erklart werden,
das eine Verschiebung der y-Achse verursachte. Fir SLES wurde aus den Raman-

Spektren eine Eindringtiefe von 14.0 £ 4.00 um errechnet.

3.1.6 Hautpenetrationsuntersuchung von Dimethylsulfoxid
Abbildung 40 zeigt die, wie in Kapitel 3.1.4 beschrieben, normierten Ergebnisse der

Penetrationsuntersuchungen von DMSO.
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Abb. 40: Diagramm Penetration von DMSO mit auf 1 normierter Konzentration

38



Die Konzentrationskurve von DMSO unterschied sich deutlicher von der der anderen
Substanzen. Sie stieg anfangs an und sank danach kontinuierlich, aber deutlich
langsamer als bei den anderen Substanzen. DMSO zeigte die tiefste Penetrationstiefe
in die Haut. Diese liegt bei 21.5 £ 1.91 pm.

3.1.7 Hautpenetrationsuntersuchungen von Sulfathiazol
Abbildung 41 zeigt die, wie in Kapitel 3.1.4 beschrieben, normierten Ergebnisse der

Penetrationsuntersuchungen von Sulfathiazol.
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Abb. 41: Diagramm Penetration von Sulfathiazol mit auf 1 normierter Konzentration

Sulfathiazol zeigte erneut ein @hnliches Konzentrationsprofil wie SDS und SLES. Das
Sulfonamid erreichte mit 12.0 + 2.83 um, von allen untersuchten Substanzen, die

niedrigste Eindringtiefe in die Haut.

3.1.8 Wasserkonzentrationsprofil und SC-Dicke
Simultan zu den Untersuchungen der Penetrationstiefe wurden auch
Wasserkonzentrationsprofile der mit dem Modellstoff behandelten Stelle, der mit
destilliertem Wasser behandelten Stelle und der unbehandelten Stelle jeweils auf

demselben Ohr aufgenommen.

An den unbehandelten Stellen wurde in den &uferen Hautschichten eine
Wasserkonzentration von ca. 40% gemessen, die sich in den tieferen Zonen bis auf
60- 70% erhohte.

Bei den hydrierten Stellen konnte eine erhthte Wasserkonzentration in den auf3eren
Hautschichten gemessen werden. Sie lag an der Oberflache bei ca. 57% und in
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tieferen Schichten waren bis zu einer Tiefe von 6 bis 8 um deutliche Unterschiede zu

den unbehandelten Stellen zu erkennen.

SDS ist dafiir bekannt eine dehydrierende Wirkung auf die Haut zu haben. Wie die
folgende Abbildung jedoch zeigt, ist diese am Raman-Spektrum nicht sichtbar.
Wabhrscheinlich sorgte die Anwesenheit des destillierten Wassers in der 15%igen
LAsung fur eine Hydrierung, die den austrocknenden Effekt des SDS ausglich. Daher
war hier kaum ein Unterschied zwischen der unbehandelten und der behandelten Haut

ZuU sehen.
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Abb. 42: Wasserkonzentrationsprofil der mit SDS behandelten Ohren

Bei den mit SLES behandelten Ohren zeigte sich ein leicht erhéhter Wassergehalt in
den behandelten Stellen im Vergleich zu den unbehandelten. Bis in eine Tiefe von 10
Mm  war ein signifikanter Unterschied sichtbar. Das bewies ein geringeres

Austrocknungspotential von SLES verglichen mit SDS.
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Abb. 43: Wasserkonzentrationsprofil der mit SLES behandelten Ohren

Bei den mit Sulfathiazol behandelten Ohren gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen behandelten, unbehandelten und hydrierten Stellen.
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Abb. 44: Wasserkonzentrationsprofil der mit Sulfathiazol behandelten Ohren

Bei der Wasserkonzentrationskurve der mit DMSO behandelten Ohren zeigte sich die
dehydrierende Wirkung von DMSO in hoheren Konzentrationen. Die 80%ige DMSO-

Losung zeigte die grof3te dehydrierende Wirkung von allen untersuchten
Substanzlésungen.
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Abb. 45: Wasserkonzentrationsprofil der mit DMSO behandelten Ohren

Da die Wasserkonzentration der Korneozyten bekanntermal3en auch einen Einfluss
auf die SC-Dicke hat, wurde auch diese, wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben, berechnet.
Die SC-Dicke war zwar an den, mit den Wasser-Substanz-Losungen behandelten

Stellen héher, es zeigte sich aber kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Abb. 46: Durchschnittliche SC-Dicke der unbehandelten, behandelten und hydrierten
Stellen
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3.2 Nanoemulsionen

3.2.1 Herstellung
Die Herstellung der Nanoemulsionen erfolgte in mehreren Arbeitsschritten. Zuerst
wurde gereinigtes Wasser durch einen Membranfilter mit einer Porenweite von 22 uym
filtriert, um einen héheren Reinheitsgrad zu gewahrleisten. In diesem aufgereinigten
Wasser wurden 0,2% Kaliumsorbat als Konservierungsmittel gelost, um einen
Schimmelpilzbefall zu verhindern. Danach wurde die abgewogene Menge an Lipoid
S75 zugegeben. Diese Mischung wurde auf der Magnetrihrplatte etwa 30 Minuten
lang geruhrt, bis sich Lipoid vollstandig in der wassrigen Phase geldst hatte.
AnschlieBend wurde langsam die Olphase, also F6H8, zugetropft um eine
Phasentrennung zu verhindern. Nach etwa 10 Minuten wurde die Emulsion fur 3

Minuten bei 10.000 rpm am Ultraturrax® homogenisiert.

Mittels Hochdruckhomogenisator® wurde die TropfchengroRe der Emulsionen weiter
verkleinert. Um dies zu erreichen wurden die Rohemulsionen bei 1000 bar fir 10

Zyklen homogenisiert.

7

Abb. 47: Hochdruckhomogenisator

Nach der Herstellung wurden die Nanoemulsionen fur die Dauer der Stabilitatsprifung
bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

8 Omni 5000, Omni International Kennesaw, USA

9 Emulsiflex-C3, Avestin, Mannheim, Germany
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Die Blank-Nanoemulsionen bezeichnen jene Zubereitungen, die keinen

Modellwirkstoff enthalten. Sie wurden jeweils im 3 fach Ansatz hergestellt.

Mischungsverhaltnis in % (w/w)

Inhaltsstoffe S75_20/2 S75_40/2
S75 2 2
F6H8 20 40
Kaliumsorbat 0,2 0,2
Agqua dest. 77,8 57,8

Tab. 4: Bestandteile der Blank-Nanoemulsionen

Zu Vergleichszwecken wurde in einen weiteren 3 fach Ansatz der obigen

Zubereitungen Diclofenac-Natrium eingearbeitet.

Mischungsverhéltnis in % (w/w)
Inhaltsstoffe S75 20/2_Diclo S75_40/2_Diclo

S75 2 2
F6HS8 20 40
Kaliumsorbat 0,2 0,2
Diclofenac-

Natrium 1 1
Aqua dest. 76,8 56,8

Tab. 5: Bestandteile der Nanoemulsionen mit Modellarzneistoff

3.2.2 Analytik mittels Tape-Stripping
Fur die Analytik mittels Tape-Stripping wurden ebenfalls Schweineohren als Aquivalent
zur menschlichen Haut verwendet. Hierfir wurde das Ohr wie in Kapitel 3.1.3 unter
flieRendem Wasser aufgetaut, abgetrocknet, der Knorpel entfernt und sorgfaltig
enthaart. Die bendtigte Anzahl der Versuchsfelder mit MalRen von 2x2 cm wurden
mittels Permanentmarker markiert. Durch eine TEWL-Messung mittels AquaFlux®

wurde die Unversehrtheit der ausgewahlten Stellen tGberprift.

Anschliel3end wurde der Fingerling zum Auftragen der Formulierung auf die Haut mit
einer kleinen Menge der Nanoemulsion vorgesattigt, um einem spateren Verlust durch
das Auftragen entgegen zu wirken. Daraufhin wurden 40 ul der Zubereitung auf das
Hautstiick aufgetragen und mit dem geséttigten Fingerling eine Minute lang
gleichmaliig verteilt und eingearbeitet. AnschlieRend wurde die Formulierung eine

Stunde lang bei Raumtemperatur einwirken gelassen.
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Nach Ablauf der Einwirkdauer wurde mdgliche Uberschissige Substanz leicht
abgetupft und danach mittels Tape-Stripping-Verfahren schichtweise das Stratum
corneum abgezogen. Dazu wurde ein ebenfalls 2x2 cm groRer Tape-Strip'® auf die
Haut aufgebracht und mit einem Druck von 5 kg mittels einer rollenden
Daumenbewegung angedruckt. Der Anpressdruck wurde mit einer Waage uberpruft.

Danach wurde der Strip in einem Mal zuigig abgezogen.

Es wurden pro Stelle 30 Strips abgezogen. Bei jedem Ohr wurden an einer Stelle mehr
als 30 Strips gezogen, um das vollstandige Stratum corneum zu entfernen und so
seine Dicke zu bestimmen. Danach wurden an den Stellen erneut der TEWL
gemessen. Der hierbei signifikant erhohte Wasserverlust bestétigte einmal mehr die

Wichtigkeit des Stratum corneum fir die Hautbarriere.

3.2.2.1 NIR-Densitometrie
Die abgezogenen Strips wurden in vorbereitete Schablonen gelegt, um den Gehalt der
darauf enthaltenen Korneozyten zu bestimmen. Dies erfolgte mittels NIR-
Densitometer!!. Das Gerat misst bei einer Wellenlange von 850 nm die
Pseudoabsorption der in den Korneozyten enthaltenen Proteine. Der vom Gerat
angezeigte Wert gibt die Pseudoabsorption (A) in % an, die nun in die Formel

m=A/0,224 eingesetzt werden kann, um die Proteinmenge (m) zu bestimmen [60].

Abb. 48: NIR-Densitometer mit Schablone

Die NIR-Densitometrie stellt, neben der Raman-Spektrometrie, eine weitere

Moglichkeit dar, um die Stratum corneum Dicke zu bestimmen.

10 Corneofix® Tape Strips, Ckelectronic Cologne, Germany

11 SquameScan 850, Heiland electronic, Wetzlar, Germany
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Nach der durchgefuhrten Messung, wurden die ersten 30 Strips jeder Stelle in 2 ml
EppendorfgefalRe eingebracht. Fur weitere Analysen mittels NMR-Spektroskopie und
HPLC mussten die Strips eluiert werden. Dafir wurden jeweils die ersten 20 Strips mit
2 ml deuteriertem Methanol'? versetzt. Die darauffolgenden Strips oder Strips, die nur
fur Messungen an der HPLC gedacht waren, wurden mit 2 ml Methanol versetzt.

Die Eppendorfgefale wurden nach der Beflullung mit Methanol mitsamt der Probe fir
12 Minuten am Ultraschallbad®® extrahiert. Danach erfolgte die Entfernung der Strips
aus den GefalRen. Anschliel3end wurde fir 6 Minuten bei 12.500 U/min zentrifugiert.
Die so behandelten Proben wurden schlief3lich entweder mittels NMR-Spektroskopie
oder HPLC weiter analysiert.

3.2.2.2 HPLC und NMR
Fur eine simultane Untersuchung der Penetrationstiefe der verschiedenen
Inhaltsstoffe der Nanoemulsion wurden die Methoden der HPLC und des NMR

herangezogen. Die Analytik wurde an der Zubereitung S75_20/2_Diclo durchgefihrt.

Durch die HPLC erfolgte eine quantitative Bestimmung von Diclofenac-Natrium in der
wassrigen Phase der Nanoemulsion. Durch den Probengehalt auf den abgezogenen
Strips konnte so die Eindringtiefe in das Stratum corneum bestimmt werden.
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Abb. 49: Gehalt von Diclofenac-Natrium pro Tape-Strip in %

12 Methanol OD, 99,00% D, Eurisotop®, St-Aubin Cedex, France

13 Starsonic 60, Liarre S.r.L., Casalfiumanese, Italy
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Die **F-NMR-Analytik diente dazu die semifluorierten Alkane der Nanoemulsion in den
Tape-Strips quantitativ zu erfassen. In einer Vorarbeit wurde die Reinsubstanz F6H8
auf seine Detektierbarkeit im 1°F-NMR-Spektroskop getestet. Dieses Verfahren wurde
verwendet, um zu uberpriifen, wie die Olphase der Nanoemulsion in die Haut penetriert
[61, 62].
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Abb. 50: Gehalt von F6H8 pro Tape-Strip in %

Anschliel3end an die Analytik der Strips wurde ein Vergleich der Penetrationstiefen der
beiden Substanzen durchgefihrt. Die folgenden Abbildungen 51 und 52 zeigen, dass
Diclofenac-Natrium in einem gré3eren Ausmalfl in die Haut penetriert, wahrend F6H8
auf der Hautoberflache verbleibt und nicht weit in die Haut eindringt.
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Abb. 51: Vergleich des Gehaltes von Diclofenac-Natrium und F6H8 pro Tape-Strip

in %

Fir eine bessere Darstellung wurden in der Abbildung 52 die Strips zu funft in eine

Gruppe zusammengefasst und deren Mittelwert dargestellt.
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Abb. 52: Vergleich des Gehaltes von Diclofenac-Natrium und F6H8 pro 5 Tape-Strips

in %
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3.2.3 Stabilitatsuntersuchungen

Die Nanoemulsionen wurden Uber einen Zeitraum von 20 Wochen hinweg zuerst
wochentlich, dann ab Woche 12 alle zwei Wochen, im Hinblick auf ihre Stabilitat
untersucht. Am Tag der Herstellung erfolgten makroskopische, mikroskopische und
rheologische Untersuchungen, sowie die Bestimmung des pH-Werts, der
Partikelgrof3e, des Polydispersitatsindex und des Zetapotenzials. Die Messung der
letzten drei Parameter erfolgte mittels Zetasizer'. Die Bestimmung des pH-Wertes
und der rheologischen Eigenschaften, sowie die Charakterisierung mittels Zetasizer
wurden auch in den folgenden Wochen durchgefihrt.

3.2.3.1 PartikelgrofRe, PDI und Zetapotenzial
Fur die Untersuchung mittels Zetasizer wurden 20 ul der Probe mit 1980 ul 0,01 mM
NaCl-Lésung im Verhaltnis 1:100 verdinnt. Danach wurde die Probe in eine geeignete

Kivette pipettiert und vermessen.

Die Bestimmung der PartikelgroRe erfolgte nach dem Prinzip der Lichtstreuung
(dynamic light scattering = DLS). Aus einer Lichtquelle des Zetasizers durchwandert
ein Lichtstrahl die in der Klivette enthaltene Probe und wird durch die Partikel gestreut.
Dieses Streulicht wird von einem Detektor analysiert und mittels Auswertecomputer

die Grol3e der streuenden Partikel errechnet [63].

Partikelgrof3e

W S75_20/2
175 - W S75_40/2

Mittel der PartikelgroBe [d, nm]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Wochen

Abb. 53: Durchschnittliche Partikelgrof3e der Blank-Nanoemulsionen tber 20 Wochen
(n=3)

14 Malvern Zetasizer Nano ZS, Malvern, Worcestershire, UK
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Die Abbildung 53 lasst erkennen, dass die Partikelgro3e der Zubereitung S75_20/2
von Woche 0 mit 120,21 nm bis Woche 20 mit 118,97 nm konstant bleibt. Auch die
zweite Blank-Zubereitung S75_40/2 blieb mit Werten von 145,88 nm in Woche 0 bis
145,84 nm in Woche 20 konstant in der Partikelgro3e. Die wochentlichen Werte sind
im Anhang unter Kapitel 6.11. nachzulesen.
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Abb. 54: Durchschnittliche Partikelgré3e der Modellstoff-Nanoemulsionen tber 20
Wochen (n=3)

In der Abbildung 54 zeigt sich, dass sowohl S75_20/2_Diclo (102,23 nm) als auch
S75_40/2_Diclo (121,56 nm) von Woche 0 auf Woche 1 einen Anstieg der
Partikelgrofe aufwiesen. Danach blieben jedoch auch die Werte dieser
Nanoemulsionen bis Woche 20 stabil. S75_20/2_Diclo wies eine PartikelgroRe von
136,08nm und S75_40/2_Diclo von 156,74 nm auf.

Im direkten Vergleich l&sst sich sagen, dass die Nanoemulsionen mit einem hoheren

Gehalt an F6H8 auch eine groRere Partikelgrof3e aufwiesen.

Ob die vorher erfolgten Messungen der Partikelgrof3e einheitlich sind, beschreibt der
Polydispersitatsindex (PDI). Bei einem PDI von 0, liegt eine monodisperse Verteilung
vor. Das bedeutet, dass alle Partikel gleich gro3 sind. Der PDI einer Probe sollte daher
immer so klein wie mdglich sein. Auch die PDI-Bestimmung erfolgte mittels Zetasizer
[63].
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Abb. 55: Durchschnittlicher PDI der hergestellten Nanoemulsionen tiber 20 Wochen

Durch die obige Abbildung =zeigt sich, dass der Polydispersitatsindex der
Nanoemulsionen stark von der Formulierung abhangig war. Die Formulierungen mit
Diclofenac-Natrium zeigten eine deutlich niedrigere Partikelgrol3enverteilung bei ca.
0,2. Doch auch der PDI der Blank-Nanoemulsionen lag unter 0,5 und kann somit als

ausreichend niedrig angesehen werden.

Eine weitere Eigenschaft der Nanoemulsionen, die mittels Zetasizer gemessen wurde,
ist das Zetapotenzial. Es ist ein Mal3 der Grol3e der elektrostatischen Abstol3ung bzw.
der Anziehung zwischen den Partikeln in der Zubereitung und somit ein grundlegender
Parameter, der die Stabilitdt beeinflusst. Diese erscheinen neutral, da sich an die
negativ geladene Oberflache positive Gegenionen der umgebenden Flissigkeit
anlagern. Fur die Messung des Zetapotentials wird ein elektrisches Feld angelegt, was
zur elektrophoretischen Bewegung und dadurch zur Ladungstrennung fuhrt. Die so
messbare Nettoladung an der Scherflache wird als Zetapotenzial bestimmt. Ab einem
Wert von -30 mV findet keine Aggregation mehr statt, daher kdnnen Zubereitungen mit

-30 mV und darunter als stabil bezeichnet werden [63, 64].

51



-20
-30
-40
-50
-60
-70
-80
-90
-100
-110
-120

Zetapotenzial [mV]

Z-Potenzial

Wochen

<« M-+ S75 20/2

. <+ #--S75 40/2

Abb. 56: Durchschnittliches Zetapotenzial der Blank-Nanoemulsionen (n=3)

Die Messwerte des Zetapotentials bei den beiden Blank-Nanoemulsionen lie3en tber

20 Wochen hinweg auf eine ausreichende Stabilitat schlie3en. Die Werte von
S75_20/2 betrugen bei Woche 0 -75,76 mV und bis Woche 20 -73,37 mV. Auch bei
S75_40/2 blieb das Zetapotential mit Werten zwischen 91,09 mV und -80,67 mV Uber

den gesamten Untersuchungszeitraum in einem ausreichend hohen Bereich.
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Abb. 57: Durchschnittliches Zetapotenzial der Modellstoff-Nanoemulsionen (n=3)

Die Abbildung 57 zeigt das Zetapotenzial der ebenfalls stabilen Nanoemulsionen mit

Diclofenac-Natrium. Die in den ersten 10 Wochen sehr &ahnlichen Werte zeigten

schlief3lich gegen Ende der Untersuchungen erneut ein leicht sinkendes Zetapotenzial
bei S75_40/2_Diclo. Bei S75_20/2_Diclo veréanderte sich das Zetapotenzial von
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-64,48 mV in Woche 0 auf -59,18 mV in Woche 20. Wie oben bereits erwahnt sanken
die Werte bei S75_40/2_Diclo von -66,91 mV in Woche 0 auf -70,49 mV in Woche 20.

Bei beiden Zubereitungen wurde damit die physikalische Stabilitét bestatigt.

3.2.3.2 Rheologische Eigenschaften

Zusatzlich zu den Messungen am Zetasizer wurden auch die rheologischen
Eigenschaften der Zubereitungen gemessen. Diese Untersuchungen wurden mittels
Platte-Kegel-Verfahren'®> an einem Rheometer'® durchgefiihrt. Als Rheologie
bezeichnet man die Wissenschaft der FlieReigenschaften bzw. dem FlieRverhalten von
Flussigkeiten und dem Deformationsverhalten von Feststoffen. Jede Flussigkeit kann
durch Krafteinwirkung verformt werden. Allerdings kann man unterscheiden, ob eine
Flissigkeit eine lineare (newtonsche Flussigkeit) oder eine nicht lineare (nicht-
newtonsche Flussigkeit) Abhangigkeit zur Viskositat besitzt. [18, 24, 65].

r

W e i
rotierender Kegel {\\ : /-—(j\ _
2u untersuchende Substanz — i e Spaltwinkel a
|
stationdre Platte

[
Abb. 58: Schematische Darstellung des Platte-Kegel-Verfahren [24]

Vor den Messungen wurde die Temperatur des Rheometers eingestellt und ein
Motorabgleich auf den rotierenden Kegel durchgefiihrt. Um die Hauttemperatur zu
simulieren, wurde die Platte auf 32 °C erhitzt. Die rheologischen Eigenschaften von
Substanzen sind stark von der Temperatur abhangig. Fur die Vergleichbarkeit der
Messwerte muss diese immer exakt eingestellt sein. Danach wurde ein kleiner Teil der
Zubereitungen, aufgrund ihrer geringen Viskositat, mittels Pipette auf die Platte
aufgetragen. Durch Computersteuerung wurde nun der Messkegel auf die Probe
herabgesenkt, sodass er vollstandig mit der Probe in Kontakt kam. Eventuell darunter

hervorquellende Reste wurden mit der Pipette entfernt.

15 CP25-2, Serial-No.: 26804, Anton Paar, Graz, Austria
16 Rheometer MCR 302, Anton Paar, Graz, Austria
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Abb. 59: Rheometer ohne eingesetzten Kegel

Es folgte eine Bestimmung der Viskositat durch Messen der FlieRBkurve in drei
Abschnitten. Im ersten wurde die Scherrate kontinuierlich von 1 s** auf 100 s erhoht,
womit sich auch die Schubspannung in der Probe erhdhte. Im zweiten Abschnitt
wurden bei einer unveranderten Scherrate von 100 s sechs Messungen durchgeftihrt.
Im dritten Abschnitt wurde die Scherrate wieder auf 1 s verringert. Die Viskositat der

Proben ergab sich als Quotient von Scherrate und Schubspannung.
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Abb. 60: Durchschnittliche Viskositéat der Blank-Nanoemulsionen bei einer Scherrate
von 10 s tiber 20 Wochen (n=3)

Wie aus Abbildung 60 ablesbar, schwankten die Messwerte bei den Zubereitungen um
0,1- 1 mPa.s bei S75_20/2 und um 0,1-0,7 mPa.s bei S75_40/2. Dies war durch die
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sehr niedrige Viskositat der Nanoemulsionen zu erklaren. Im direkten Vergleich

betrachtet, war die Viskositat der Zubereitungen mit gro3erem F6H8 Anteil héher.

Viskositat
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Abb. 61: Durchschnittliche Viskositat der Modellstoff-Nanoemulsionen bei einer

Scherrate von 10 s iber 20 Wochen (n=3)

Die Viskositat der Nanoemulsionen mit Diclofenac-Natrium war mit Werten um 10
mPa.s etwas hoher, als von Zubereitungen ohne Modellstoff. Auch hier konnten leichte

Schwankungen durch die geringe Viskositéat erklart werden.

3.2.3.3 pH-Wert
Die Bestimmung des pH- Wertes ist eine weitere, im Laufe dieser Arbeit angewendete
Methode zur Charakterisierung und Stabilitatstiberprifung der Nanoemulsionen. Vor
jeder Verwendung wurde das pH-Meter” mit der dazugehorigen Pufferlésung?!®

kalibriert. AnschlieRend erfolgte die Messung des pH-Wertes bei Raumtemperatur.

17 Orion 420A Bartelt
18 Orion Application Solution pH 7,00 und pH 4,00, Thermo Fischer Scientific
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Abb. 62: Durchschnittlicher pH-Wert der Blank-Nanoemulsionen tber 20 Wochen
(n=3)

Der gemessene pH-Wert der Zubereitungen blieb wie aus Abbildung 62 ersichtlich
eine Zeit lang nahezu konstant, bevor er leicht absank. Bei S75_20/2 hatte er einen
Wert von 6,78 in Woche 0 und 6,34 in Woche 20. Bei der Formulierung S75_40/2
ergaben sich Werte von 6,79 in Woche 0 und 6,34 in Woche 20.
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Abb. 63: Durchschnittlicher pH-Wert der Modellstoff-Nanoemulsionen tber 20
Wochen (n=3)

Durch das Einarbeiten von Diclofenac-Natrium in die Nanoemulsion stieg der pH-Wert
in Woche 0 bei der Formulierung S75_20/2_Diclo auf 8,54 und bei S75_40/2_Diclo auf
8,49. Uber den Lauf der folgenden Wochen sank er auch hier ein wenig ab. In Woche

20 betrug der pH-Wert von S75_20/2_Diclo 7,96 und von S75_40/2_Diclo 7,72.
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4 Diskussion

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde, mittels Raman-Spektroskopie, die
Hautpenetration verschiedener Substanzen untersucht. Zur Bestimmung geeigneter
Messparameter wurden Spektren mit unterschiedlicher Belichtungszeit (Exposure-
Time) und in unterschiedlichen Abstdnden aufgenommen. Aufgrund der Ergebnisse
dieser Versuche wurden fur Messungen mit dem High-Wave-Number-Laser eine
Exposure-Time von 2 Sekunden und fir den Fingerprint-Laser von 5 Sekunden
festgelegt. Bei den ,Step“ Einstellungen wurden 2 ym festgelegt. Diese Parameter
erschienen fir die Messungen der Penetrationstiefe von Substanzen am Raman-
Spektrometer optimal, da auch andere Studien &hnliche Einstellungen verwendeten
[66].

Um eine Auswahl an Substanzen treffen zu konnen, wurden Vorversuche
durchgefiihrt. Diese sollten zeigen, ob die Substanzen Peaks im Raman-Spektrum
liefern, die nicht von den dominanten Hautpeaks Uberlagert werden. Solche
charakteristischen Peaks, die eindeutig sichtbar waren, wiesen unter anderem SDS,
SLES, DMSO und Sulfathiazol auf. Dies bestétigte die Eignung der ausgewahlten
Substanzen fir die Untersuchungen am Raman-Spektrometer. Fur die Erstellung der
Spektren wurden jeweils 15%ige wassrige Losungen von SDS, SLES und Sulfathiazol

und eine 80%igen Lésung von DMSO hergestellt.

Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der neu etablierten
Methode der Raman-Spektrometrie die Penetration von allen vier untersuchten Stoffen
nachverfolgt werden kann. Es wurden Penetrationsprofile erstellt, um die

Penetrationstiefen der einzelnen Substanzen zu bestimmen.

Die Hautpenetrationsuntersuchungen von SDS zeigten eine Eindringtiefe von 16.0 +
4.62 ym. Die Abhangigkeit der Penetration, sowohl in vivo als auch in vitro, von der
aufgetragenen Menge ist ebenfalls bekannt [67]. SDS ist haufig in Cremen zur
Applikation bei trockener Haut und Ekzemen enthalten. Vorherige Studien zeigten
jedoch, dass SDS, bei beschadigtem Stratum corneum, eine signifikant hoéhere
Penetrationstiefe in die Haut aufweist. Dadurch konnte die irritierende Wirkung weiter

verstarkt werden [68].

Die Untersuchungen der Auswirkungen von SLES auf die Haut ergaben ein ahnliches

Penetrationsprofil wie bei SDS. Die Konzentrationsverlaufe der zwei Tenside ahnelten
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sich sehr. Die Eindringtiefe von SLES lag mit 14.0 + 4.00 ym etwas unter derjenigen
von SDS.

Der Konzentrationsverlauf von DMSO in den Hautpenetrationsuntersuchungen
unterschied sich grundlegend von dem der anderen Substanzen. Die Penetration von
DMSO erfolgte in Schiben. Nach einer anfanglichen héheren Penetration nahm sie
wieder deutlich ab. Dennoch war bis eine Tiefe von 21.5 £+ 1.91 ym DMSO
nachweisbar. Damit wies DMSO die tiefste Hautpenetration von allen untersuchten

Substanzen auf.

Sulfathiazol zeigte im Raman-Spektrometer die geringste Eindringtiefe mit 12.0 £ 2.83

pum. Der Konzentrationsverlauf &hnelte dem von SDS und SLES.

Neben der Untersuchung der Hautpenetration wurden simultan auch die
Auswirkungen der Substanzldsungen auf den Wassergehalt der Haut mittels Raman-
Spektrometrie untersucht. Da Wasser sich nicht stérend auf die Aufnahme eines
Raman-Spektrums auswirkt, konnten die Substanzldsungen problemlos mit dem
HWVN-Laser vermessen werden [5]. Aus den erstellten Wasserkonzentrationsprofilen
liel3 sich neben dem Wassergehalt auch die Dicke des Stratum corneum, wie in Kapitel
2.3.4 beschrieben, ableiten.

Mittels Raman-Spektrometer konnte die austrocknende Wirkung von SDS auf das
Stratum corneum nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch auch, dass das Wasser
in der 15%gen SDS-LAsung ausreichte um einen hydrierenden Effekt zu bewirken, der
die Austrocknung durch SDS ausglich. Bei SLES-behandelten Stellen zeigte das
Erstellen eines Wasserkonzentrationsprofiles, dass sie einen etwas hdheren
Wassergehalt aufwiesen. Dies lasst auf das geringere Austrocknungspotential von
SLES gegentber SDS schliel3en.

Unter allen untersuchten Substanzlésungen wies die 80%ige DMSO-LOsung den
gro3ten dehydrierenden Effekt auf. Dieser kann auf den hohen Gehalt an DMSO in
der Loésung zuruckzufihren sein. Hohe Dosen von DMSO akkumulieren in den
hydrophilen Kopfgruppen der Lipid-Doppelschicht und schwachen so die lateralen
Bindungen zwischen den Ceramiden. So verflissigt DMSO die Hautlipide und sorgt

flr eine verstarkte Penetration [69].
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Sulfathiazol z&hlt nicht zu den Tensiden oder Penetrationsforderern wie die tbrigen
untersuchten Substanzen [25]. Das antibiotische Sulfonamid zeigte von allen
Modellstoffen den geringsten Einfluss auf den Wassergehalt des Stratum corneum.
Dies unterstreicht erneut die charakteristische, austrocknende Wirkung von Tensiden
und Penetrationsforderern auf die menschliche Haut.

Eine simultan stattfindende Versuchsreihe am ATR-FTIR, mit den gleichen Stoffen im
selben Ldsungsverhéltnis und gleicher Probenvorbereitung, zeigte die

Vergleichbarkeit der Methode mit der Raman-Spektroskopie [70].

Der zweite Teil der Diplomarbeit befasste sich mit der Herstellung, dem
Penetrationsverhalten und der Stabilitatsprifung von Nanoemulsionen mit
semifluorierten Alkanen. In Stabilitdtsprifungen wurden die rheologischen
Eigenschaften, die PartikelgroRe, der Polydispersitatsindex, das Zetapotenzial und der
pH-Wert Uber 20 Wochen hinweg bestimmt. Die Messungen zeigten, dass die
Zubereitungen, trotz einiger leichter Schwankungen, stabil waren. Jedoch wiesen die
Zubereitungen mit dem Modellstoff Diclofenac-Natrium einen héheren pH-Wert bis
Uber 8 auf. Da fur Formulierungen zur dermalen Anwendung ein pH-Wert von ungeféahr
5,5 winschenswert ist, ist dieser erhdohte Wert nicht ideal und sollte in weiteren

Untersuchungen bertcksichtigt werden.

Die Verwendung von semifluorierten Alkanen, als Olphase der Nanoemulsion,
ermoglicht ihre Detektion mittels 1°F-NMR. Die simultane Analyse der abgezogenen
Tape-Strips  mittels HPLC und '°F-NMR zeigte die unterschiedlichen
Penetrationstiefen der Nanoemulsionskomponenten. Wahrend Diclofenac-Natrium bis
in die Tape-Strips 16-30 nachzuweisen war, blieb F6H8 an der Hautoberflache und
war in den Tape-Strips 11-15 nur mehr minimal nachweisbar. Bereits geringe Mengen
F6H8 erhohten die Eindringtiefe von Diclofenac-Natrium in die Haut. Die Ursache
dieses Effekts sind wahrscheinlich die, von F6H8 geschaffenen, okklusiven

Bedingungen auf der Hautoberflache [55].
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5 Zusammenfassung

Seit dem Einsatz der Lasertechnologie in der Raman-Spektroskopie, riickte diese
Analysemethode immer mehr in den Vordergrund der pharmazeutischen
Wissenschaften. Im ersten Teil dieser Diplomarbeit wurden verschiedene Substanzen

auf inre Penetrationsfahigkeit in die Haut mittels Raman-Spektroskopie vermessen.

Die optimalen Parameter fur die Hautpenetrationsuntersuchungen wurden durch eine
Reihe von Vorversuchen ermittelt. Aufgrund dieser Versuche wurden die Messungen
mit dem High-Wave-Number-Laser bei einer Exposure-Time von 2 Sekunden und mit
dem Fingerprint-Laser von 5 Sekunden durchgefuhrt. Es wurde ein Raman-
Spektrometer vom Typ des gen2-SCA Skin Composition Analyzer der Firma
RiverDiagnostics verwendet.

Als Modellsubstanzen fur die Penetrationsuntersuchungen wurden SDS, SLES,
DMSO und Sulfathiazol ausgewahlt, da sie charakteristische Peaks aufwiesen, die klar
von den dominanten Hautpeaks differenzierbar sind. Die ermittelten Penetrationstiefen
waren fur SDS 16.0 £ 4.62 pm, fur SLES 14.0 + 4.00 pm, fir DMSO 21.5 + 1.91 ym
und fur Sulfathiazol 12.0 £ 2.83 um. Weiters konnten die Untersuchungen bestatigen,
dass der austrocknende Effekt der Tenside SDS und SLES auf die Haut, auch mittels
Raman-Spektrometer erkennbar war. Zuséatzlich dazu wurde bei DMSO, in héheren
Konzentrationen, eine stark dehydrierende Wirkung auf die Haut festgestellt. Im
Gegenteil dazu zeigte das Auftragen von Sulfathiazol keine Auswirkungen auf den
Wassergehalt der Haut.

Die oberste Schicht der Haut, das Stratum corneum, ist fir die Barrierefunktion dieses
Organs essentiell. Seine Dicke verandert sich abhangig vom Wassergehalt seiner
Zellen. Die Arbeit untersuchte, ob die, durch das Auftragen der Modellsubstanzen
entstandenen, unterschiedlichen Hydrierungsgrade mittels Raman-Spektroskopie
detektierbar sind. Die Messungen zeigten, dass in den obersten Hautschichten, bis
etwa 6-10 ym Tiefe, statistisch signifikante Veranderungen sichtbar waren.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Herstellung, dem
Penetrationsvermdgen und der  StabilitAtsprifung  von Nano-  oder
Submikronemulsionen mit semifluorierten Alkanen. Hierfir wurden zwei
Formulierungen ohne und zwei mit Modellarzneistoff jeweils in einem 3 fach Ansatz

hergestellt. Aufgrund der guten Wasserloslichkeit wurde Diclofenac-Natrium
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ausgewahlt, das in die O/W-Nanoemulsionen eingearbeitet wurde. Die Herstellung
erfolgte auf einer Magnetrihrplatte, gefolgt von der Bearbeitung mittels Ultra-Turrax
und mittels Hochdruckhomogenisator. Als semifluoriertes Alkan diente hier F6H8, das
die Olphase bildete.

Uber einen Zeitraum von 20 Wochen wurde, zunachst wochentlich und spater alle zwei
Wochen, die Stabilitat der Zubereitungen tberprift. Dies erfolgte makroskopisch, und
durch Bestimmung der Partikelgro3e, des Polydispersitatsindex, des Zetapotenzials,
der rheologischen Eigenschaften und des pH-Werts. Trotz kleinerer Schwankungen
konnen alle Zubereitungen als stabil angesehen werden. Durch den Einsatz eines

Konservierungsmittels kam es auch zu keiner mikrobiellen Kontamination.

Mit den frisch hergestellten Nanoemulsionen wurden Tape-Stripping-Versuche
durchgefiihrt, die danach simultan mittels HPLC und °F-NMR analysiert wurden.
Dieses Vorgehen diente dazu, die Eindringtiefen der Wasserphase und der Olphase
der Zubereitungen simultan zu untersuchen. Diclofenac-Natrium wurde mittels HPLC
in tieferen Hautschichten nachgewiesen, wahrend das durch die NMR-Analytik in den
Strips quantifizierte F6H8 eher auf der Hautoberflache verblieb.
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6 Anhang

6.1 Hautpenetrationsuntersuchungen

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[um] [a.u.] [a.u.] [a.u.] [a.u.]

0 3825,68 |3947,83 | 2004,44  3707,11 | 3371,27 | 916,50
2 3185,60 | 2793,30 | 938,20 2769,91 | 2421,75 | 1007,25
4 1842,43 1429,55 449,78 1577,49 1324,81 607,84
6 809,24 705,74 328,26 793,79 659,26 225,32
8 369,39 434,04 267,60 428,78 374,95 77,34
10 222,66 351,14 210,46 307,94 273,05 67,75
12 182,56 327,17 183,44 278,69 242,96 72,01
14 177,91 303,38 180,23 287,44 237,24 67,49
16 163,15 272,80 201,64 299,19 234,20 62,77
18 161,33 236,43 186,33 271,26 213,84 49,40
20 148,92 204,72 147,29 224,86 181,45 39,38
22 131,39 203,06 142,70 218,24 173,85 43,19
24 123,58 186,36 125,85 197,27 158,27 39,01
26 100,26 191,99 138,58 185,42 154,06 43,04
28 89,46 192,11 128,14 166,00 143,93 44 .81
30 68,49 170,11 125,03 171,23 133,72 48,52
32 87,36 159,87 136,77 161,28 136,32 34,52
34 98,48 151,21 0,00 123,01 93,18 65,75
36 100,73 127,38 0,00 123,90 88,00 59,85
38 0,00 0,00 0,00 114,03 28,51 57,01

Tab. 6: FP-Messwerte von SDS-behandelter Haut
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4

[pm]

0 1,00 1,00 1,00 1,00

2 0,83 0,71 0,47 0,75

4 0,48 0,36 0,22 0,43

6 0,21 0,18 0,16 0,21

8 0,10 0,11 0,13 0,12

10 0,06 0,09 0,10 0,08

12 0,05 0,08 0,09 0,08

14 0,05 0,08 0,09 0,08

16 0,04 0,07 0,10 0,08

18 0,04 0,06 0,09 0,07

20 0,04 0,05 0,07 0,06

22 0,03 0,05 0,07 0,06

24 0,03 0,05 0,06 0,05

26 0,03 0,05 0,07 0,05

28 0,02 0,05 0,06 0,04

30 0,02 0,04 0,06 0,05

32 0,02 0,04 0,07 0,04

34 0,03 0,04 0,00 0,03

36 0,03 0,03 0,00 0,03

38 0,00 0,00 0,00 0,03

Tab. 7: SDS-Messwerte auf 1 normiert

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 MW SD
[um] [a.u.] [a.u.] [a.u.]
0 882,50 1025,66 | 1147,85 | 1018,67 @ 132,81
2 636,40 566,43 879,51 694,11 164,33
4 333,29 357,77 436,56 375,87 53,96
6 233,72 226,28 312,51 257,50 47,78
8 174,84 198,08 286,33 219,75 58,82
10 162,55 186,76 268,87 206,06 55,72
12 149,07 193,48 244,89 195,81 47,95
14 129,57 201,66 204,37 178,53 42,43
16 138,39 204,68 197,80 180,29 36,45
18 165,29 196,03 189,38 183,57 16,17
20 160,82 178,63 202,31 180,59 20,81
22 159,04 195,89 179,22 178,05 18,45
24 165,99 188,04 164,73 172,92 13,11
26 148,99 176,91 168,05 164,65 14,26
28 143,15 178,33 179,79 167,09 20,75
30 141,79 148,65 181,61 157,35 21,29
32 129,47 156,04 223,18 169,56 48,30
34 134,48 195,60 207,32 179,13 39,11
36 143,38 189,71 166,18 166,42 23,16
38 145,08 154,57 175,83 158,49 15,74

Tab. 8: FP-Messwerte von SLES-behandelter Haut
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3
[pm]

0 1,00 1,00 1,00
2 0,72 0,55 0,77
4 0,38 0,35 0,38
6 0,26 0,22 0,27
8 0,20 0,19 0,25
10 0,18 0,18 0,23
12 0,17 0,19 0,21
14 0,15 0,20 0,18
16 0,16 0,20 0,17
18 0,19 0,19 0,16
20 0,18 0,17 0,18
22 0,18 0,19 0,16
24 0,19 0,18 0,14
26 0,17 0,17 0,15
28 0,16 0,17 0,16
30 0,16 0,14 0,16
32 0,15 0,15 0,19
34 0,15 0,19 0,18
36 0,16 0,18 0,14
38 0,16 0,15 0,15

Tab. 9: SLES-Messwerte auf 1 normiert

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[um] [a.u.] [a.u.] [a.u.] [a.u.]

0 840,06 395,41 312,54 205,22 438,31 278,92
2 623,29 439,09 295,97 161,05 379,85 198,06
4 481,65 409,21 222,46 92,26 301,40 177,09
6 327,29 298,63 126,75 48,41 200,27 134,51
8 176,25 189,64 67,90 28,32 115,53 79,69
10 101,77 118,90 38,45 18,35 69,37 48,52
12 69,57 74,51 26,26 13,34 45,92 30,68
14 45,72 53,84 20,15 10,77 32,62 20,45
16 36,63 46,31 16,32 9,56 27,21 17,16
18 31,76 41,86 14,27 8,46 24,09 15,44
20 28,64 38,25 12,83 7,69 21,85 14,11
22 26,62 35,71 12,22 7,57 20,53 12,97
24 25,42 34,85 11,31 7,67 19,81 12,61
26 22,57 34,78 10,47 7,83 18,91 12,37
28 20,34 34,42 9,74 8,47 18,24 12,03
30 19,68 35,81 9,87 8,39 18,44 12,62
32 20,77 37,25 8,82 7,64 18,62 13,76
34 20,28 38,05 8,34 7,55 18,56 14,24
36 19,37 37,32 8,23 8,11 18,26 13,76
38 13,43 35,21 9,05 8,43 16,53 12,65

Tab. 10: FP-Messwerte von DMSO-behandelter Haut
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4

[pm]

0 1,00 0,90 1,00 1,00

2 0,74 1,00 0,95 0,78

4 0,57 0,93 0,71 0,45

6 0,39 0,68 0,41 0,24

8 0,21 0,43 0,22 0,14

10 0,12 0,27 0,12 0,09

12 0,08 0,17 0,08 0,07

14 0,05 0,12 0,06 0,05

16 0,04 0,11 0,05 0,05

18 0,04 0,10 0,05 0,04

20 0,03 0,09 0,04 0,04

22 0,03 0,08 0,04 0,04

24 0,03 0,08 0,04 0,04

26 0,03 0,08 0,03 0,04

28 0,02 0,08 0,03 0,04

30 0,02 0,08 0,03 0,04

32 0,02 0,08 0,03 0,04

34 0,02 0,09 0,03 0,04

36 0,02 0,08 0,03 0,04

38 0,02 0,08 0,03 0,04

Tab. 11: DMSO-Messwerte auf 1 normiert

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[um] [a.u.] [a.u.] [a.u.] [a.u.]
0 8672,27 | 12708,32 23811,26 10023,03 13803,72 6879,34
2 6533,93 | 9407,14 | 16582,70 7686,74 | 10052,63 | 4510,62
4 2033,17 | 3847,92 | 7156,19 | 3159,73 | 4049,25 | 2202,23
6 517,87 1233,84 | 2234,48 623,50 1152,42 | 787,38
8 57,43 234,85 851,03 101,41 311,18 367,72
10 0,00 33,20 448,93 8,61 122,69 217,95
12 0,00 7,36 286,67 0,00 73,51 142,15
14 0,90 0,20 226,10 0,00 56,80 112,87
16 7,78 5,28 175,76 0,00 47,21 85,76
18 19,52 22,22 142,59 0,93 46,32 64,88
20 25,63 13,54 106,48 2,58 37,06 47,23
22 56,66 1,92 79,16 0,00 34,44 39,74
24 71,01 14,96 75,99 0,00 40,49 38,66
26 96,61 13,19 56,18 0,12 41,53 43,84
28 116,92 3,34 43,84 0,35 41,11 54,29
30 158,81 6,61 46,92 1,89 53,56 73,02
32 161,83 6,74 29,75 2,30 50,16 75,42
34 148,48 19,58 16,51 0,00 46,14 68,76
36 170,22 15,49 1,46 0,00 46,79 82,58
38 244,44 0,00 0,00 0,00 61,11 122,22

Tab. 12: FP-Messwerte von Sulfathiazol-behandelter Haut
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4

[um]

0 1,00 1,00 1,00 1,00
2 0,75 0,74 0,70 0,77
4 0,23 0,30 0,30 0,32
6 0,06 0,10 0,09 0,06
8 0,01 0,02 0,04 0,01
10 0,00 0,00 0,02 0,00
12 0,00 0,00 0,01 0,00
14 0,00 0,00 0,01 0,00
16 0,00 0,00 0,01 0,00
18 0,00 0,00 0,01 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00
22 0,01 0,00 0,00 0,00
24 0,01 0,00 0,00 0,00
26 0,01 0,00 0,00 0,00
28 0,01 0,00 0,00 0,00
30 0,02 0,00 0,00 0,00
32 0,02 0,00 0,00 0,00
34 0,02 0,00 0,00 0,00
36 0,02 0,00 0,00 0,00
38 0,03 0,00 0,00 0,00

Tab. 13: Sulfathiazol-Messwerte auf 1 normiert

Mittelwerte der Eindringtiefen:

SLES SDS STZ DMSO
Einzelwerte 14,0 12,0 10,0 22,0
10,0 20,0 10,0 24,0
18,0 12,0 12,0 20,0
20,0 16,0 20,0
Mean 14,0 16,0 12,0 21,5
SD 4,00 4,62 2,83 1,91

Tab. 14: Errechnete Eindringtiefen der einzelnen Substanzen
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6.2 Wasserkonzentrationsprofile

Natriumdodecylsulfat:

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%0] [%] [%] (%]

0 39,15 42,09 31,92 50,54 40,93 7,70
2 38,46 41,88 34,19 49,72 41,06 6,57
4 41,27 45,53 40,38 51,06 44,56 4,88
6 46,54 50,89 48,66 55,17 50,31 3,69
8 50,33 56,26 55,77 60,17 55,63 4,05
10 53,95 61,19 61,26 63,75 60,04 4,23
12 58,51 64,82 64,31 65,59 63,30 3,24
14 62,77 66,86 65,22 66,12 65,24 1,78
16 65,03 67,92 65,97 66,68 66,40 1,22
18 65,95 68,25 66,14 67,34 66,92 1,08
20 65,58 68,13 66,32 68,02 67,01 1,27
22 65,55 67,67 67,26 67,62 67,03 1,00
24 65,32 67,17 68,11 67,29 66,97 1,18
26 65,27 66,84 67,44 67,00 66,64 0,95
28 65,60 66,74 67,09 66,83 66,56 0,66
30 66,04 66,57 67,14 66,65 66,60 0,45
32 66,55 66,87 67,37 66,60 66,85 0,38
34 66,56 67,42 67,55 67,18 67,18 0,44
36 66,35 67,98 67,67 68,52 67,63 0,92
38 66,30 68,24 67,85 69,44 67,96 1,30

Tab. 15: Wasserkonzentrationsprofil der SDS-behandelten Stellen
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%] %] [%] [%]
0 41,00 38,00 36,96 41,65 39,40 2,27
2 40,78 38,26 37,36 41,43 39,46 1,96
4 47,38 44,60 43,95 45,62 45,39 1,50
6 55,53 52,24 52,57 52,70 53,26 1,52
8 60,14 58,00 58,17 57,65 58,49 1,12
10 62,21 61,31 61,09 59,97 61,14 0,92
12 63,24 62,86 62,78 61,19 62,52 0,90
14 63,66 63,98 63,91 62,11 63,42 0,88
16 64,37 64,62 64,53 62,86 64,10 0,83
18 64,92 65,01 65,07 63,67 64,67 0,67
20 65,55 65,36 65,84 64,61 65,34 0,52
22 65,99 65,40 66,44 65,32 65,78 0,53
24 66,47 65,79 66,54 65,47 66,07 0,52
26 67,18 66,17 66,20 65,84 66,35 0,58
28 67,76 66,50 65,81 66,77 66,71 0,81
30 68,09 66,76 65,82 67,88 67,14 1,06
32 68,71 67,31 66,28 68,72 67,75 1,19
34 68,98 67,39 66,79 68,99 68,04 1,12
36 68,92 67,55 67,21 68,78 68,11 0,86
38 67,20 66,94 67,97 67,37 0,54
Tab. 16: Wasserkonzentrationsprofil der unbehandelten Stellen
Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%] [%] [%] [%]
0 56,95 49,68 48,20 60,51 53,83 5,87
2 56,60 49,74 48,40 60,48 53,80 5,72
4 58,05 53,52 54,94 61,88 57,09 3,71
6 59,40 57,01 61,67 63,28 60,34 2,73
8 59,30 59,52 65,26 62,54 61,65 2,82
10 60,03 62,02 66,25 63,75 63,01 2,64
12 61,36 63,41 66,79 64,87 64,11 2,30
14 62,31 64,27 66,92 64,96 64,62 1,90
16 63,19 64,98 66,79 64,95 64,98 1,47
18 64,24 65,35 66,16 65,34 65,27 0,79
20 65,04 65,50 65,82 65,60 65,49 0,33
22 65,52 65,28 66,02 65,85 65,67 0,33
24 65,48 64,70 66,21 66,61 65,75 0,84
26 65,15 64,42 65,87 66,89 65,58 1,06
28 65,49 64,82 65,80 66,87 65,75 0,86
30 66,00 65,47 66,07 66,31 65,96 0,36
32 66,45 66,05 66,48 66,02 66,25 0,25
34 66,21 66,70 66,41 66,91 66,56 0,31
36 65,93 67,13 66,44 68,47 66,99 1,10
38 66,23 67,17 66,76 69,79 67,49 1,58

Tab. 17: Wasserkonzentrationsprofil der hydrierten Stellen
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Natriumlaurylethersulfat:

Tiefe [um] Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 MW SD
[%0] [%0] [%0]

0 52,05 43,16 41,32 45,51 5,74
2 51,53 43,70 42,14 45,79 5,03
4 53,44 48,43 47,76 49,88 3,11
6 56,14 54,11 54,05 54,77 1,19
8 58,47 59,54 57,85 58,62 0,85

10 60,39 62,87 61,49 61,58 1,24
12 62,74 65,58 63,92 64,08 1,43
14 65,38 67,94 65,34 66,22 1,49
16 66,74 68,80 66,10 67,21 1,41
18 66,83 69,31 66,43 67,52 1,56
20 66,70 69,12 66,67 67,50 1,40
22 66,97 69,13 66,91 67,67 1,27
24 67,51 69,62 67,23 68,12 1,30
26 68,06 69,99 67,70 68,59 1,23
28 68,23 70,10 68,11 68,81 1,12
30 67,98 69,98 68,53 68,83 1,03
32 67,80 69,81 68,86 68,82 1,01
34 68,13 70,03 68,99 69,05 0,95
36 68,65 69,98 68,82 69,15 0,72
38 69,25 69,53 68,94 69,24 0,29

Tab. 18: Wasserkonzentrationsprofil der SLES-behandelten Stellen

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 MW SD
[um] [%] [%] [%]

0 40,02 40,87 38,38 39,76 1,27
2 39,67 39,62 37,85 39,05 1,04
4 44,23 43,32 43,19 43,58 0,57
6 52,71 49,79 52,44 51,65 1,61
8 59,78 58,10 59,43 59,10 0,89
10 62,91 63,23 63,33 63,16 0,22
12 64,18 64,82 65,19 64,73 0,51
14 64,89 65,42 67,02 65,78 1,11
16 65,76 65,93 67,66 66,45 1,05
18 66,96 66,37 67,65 67,00 0,64
20 68,21 66,95 67,75 67,64 0,64
22 68,98 67,32 68,21 68,17 0,83
24 68,78 67,30 68,54 68,21 0,79
26 68,85 67,46 68,24 68,19 0,69
28 69,55 67,47 68,81 68,61 1,06
30 69,72 67,62 69,43 68,92 1,14
32 69,47 67,89 70,14 69,17 1,15
34 68,99 67,89 70,83 69,24 1,49
36 68,71 67,59 70,88 69,06 1,67
38 68,80 67,63 70,87 69,10 1,64

Tab. 19: Wasserkonzentrationsprofil der unbehandelten Stellen
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 MW SD
[pm] [%0] [%] [%]

0 56,83 56,74 53,85 55,80 1,69
2 57,31 57,64 53,94 56,29 2,05
4 60,05 58,10 58,68 58,94 1,00
6 61,26 59,83 63,48 61,52 1,84
8 62,20 62,36 66,01 63,52 2,16
10 64,32 63,97 66,89 65,06 1,59
12 65,87 65,40 66,55 65,94 0,58
14 66,46 66,25 65,90 66,20 0,28
16 66,75 66,50 65,67 66,31 0,57
18 67,13 66,28 66,04 66,49 0,57
20 67,39 65,99 66,66 66,68 0,70
22 67,57 65,48 67,40 66,82 1,16
24 67,63 65,40 67,08 66,71 1,16
26 67,36 65,38 66,98 66,57 1,05
28 67,11 65,38 67,13 66,54 1,00
30 67,11 65,64 67,09 66,62 0,84
32 67,49 65,84 67,16 66,83 0,87
34 68,07 65,99 67,53 67,20 1,08
36 68,43 66,47 68,20 67,70 1,07
38 68,84 66,50 68,96 68,10 1,39

Tab. 20: Wasserkonzentrationsprofil der hydrierten Stellen
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Dimethylsulfoxid:

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%] [%] [%] [%]

0 33,66 26,20 38,52 43,21 35,40 7,27
2 33,72 26,98 39,01 43,29 35,75 7,04
4 34,01 30,96 41,80 45,35 38,03 6,68
6 35,99 37,62 46,24 50,23 42,52 6,83
8 39,70 46,31 51,60 56,56 48,54 7,23
10 44,37 53,74 57,00 60,91 54,01 7,06
12 49,69 57,88 60,87 62,73 57,79 5,76
14 54,17 60,17 63,23 64,11 60,42 4,50
16 57,63 61,83 64,30 65,48 62,31 3,47
18 60,01 62,93 65,11 66,71 63,69 2,90
20 61,76 63,67 65,69 66,90 64,51 2,26
22 63,36 64,46 66,11 66,52 65,11 1,47
24 64,60 64,94 66,57 66,56 65,67 1,05
26 64,98 65,35 67,12 67,08 66,13 1,13
28 64,82 66,11 67,92 68,21 66,77 1,60
30 64,77 66,89 69,00 69,10 67,44 2,05
32 65,11 67,13 69,70 68,83 67,69 2,03
34 65,65 67,16 69,65 68,50 67,74 1,73
36 66,14 67,72 68,99 68,43 67,82 1,23
38 67,21 69,02 69,46 68,62 68,58 0,97

Tab. 21: Wasserkonzentrationsprofil der DMSO-behandelten Stellen
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%] [%] [%] [%]

0 37,84 40,10 41,18 41,33 40,11 1,61
2 37,09 39,57 40,24 41,43 39,58 1,83
4 41,63 43,26 44,35 48,62 44,47 2,99
6 49,33 49,15 49,79 56,09 51,09 3,34
8 56,60 55,04 54,89 60,22 56,69 2,48
10 60,33 58,32 58,35 62,03 59,76 1,78
12 61,81 60,41 61,20 63,03 61,61 1,11
14 63,13 61,83 62,67 63,76 62,85 0,81
16 63,98 63,03 63,79 64,27 63,77 0,53
18 64,78 64,00 64,35 64,42 64,39 0,32
20 65,47 64,32 64,80 64,72 64,83 0,48
22 66,03 64,29 65,40 64,99 65,18 0,73
24 66,09 64,51 65,50 65,18 65,32 0,66
26 66,10 65,02 65,45 65,21 65,45 0,47
28 66,12 65,74 65,36 65,61 65,71 0,32
30 65,71 66,42 65,62 66,53 66,07 0,47
32 65,62 66,70 65,86 67,35 66,38 0,79
34 65,77 67,10 66,36 67,72 66,74 0,85
36 66,10 67,89 67,02 67,70 67,18 0,81
38 67,36 67,83 69,74 67,97 68,23 1,04

Tab. 22: Wasserkonzentrationsprofil der unbehandelten Stellen

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%0] [%0] (%] [%0]

0 46,60 53,31 44,26 43,35 46,88 4,50
2 47,09 54,71 44,72 44,05 47,64 4,89
4 49,45 57,14 49,64 49,06 51,32 3,89
6 50,13 58,52 53,43 54,20 54,07 3,45
8 49,81 59,85 57,11 58,99 56,44 4,57
10 50,05 61,85 60,16 62,47 58,63 5,80
12 51,39 63,31 62,37 63,91 60,25 5,94
14 53,04 64,34 63,26 64,43 61,27 5,51
16 54,77 65,08 63,88 64,99 62,18 4,97
18 57,06 65,81 64,33 65,44 63,16 4,12
20 59,16 66,49 64,80 65,97 64,11 3,37
22 60,60 66,24 65,45 66,31 64,65 2,73
24 61,57 65,98 66,17 66,26 65,00 2,29
26 62,15 65,74 66,70 66,30 65,22 2,09
28 62,74 65,87 66,38 66,85 65,59 1,95
30 63,03 66,44 66,58 67,21 65,82 1,89
32 63,24 67,08 67,02 67,07 66,10 1,91
34 63,65 67,64 67,71 67,52 66,63 1,99
36 64,13 67,44 68,27 68,16 67,00 1,95
38 64,22 67,45 68,90 68,79 67,34 2,18

Tab. 23: Wasserkonzentrationsprofil der hydrierten Stellen
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Sulfathiazol:

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%] [%] [%] [%]

0 46,31 48,94 46,77 43,07 46,27 2,42
2 45,94 48,29 45,36 42,74 45,58 2,28
4 48,49 49,90 47,99 45,15 47,88 1,99
6 51,87 52,35 52,74 48,16 51,28 2,11
8 54,32 55,92 57,61 49,99 54,46 3,27
10 56,39 59,47 62,10 51,62 57,40 4,50
12 58,77 62,34 64,46 54,08 59,91 4,54
14 61,74 63,82 65,88 57,38 62,21 3,63
16 64,24 64,08 66,31 60,30 63,73 2,50
18 65,91 64,44 66,46 63,13 64,99 1,50
20 66,68 65,64 66,69 65,54 66,14 0,63
22 67,15 66,41 66,73 66,36 66,66 0,36
24 67,64 66,18 66,70 65,79 66,58 0,80
26 67,97 65,78 66,42 65,51 66,42 1,10
28 67,93 65,42 66,25 65,65 66,31 1,13
30 68,26 65,28 66,22 65,80 66,39 1,30
32 68,75 65,60 66,43 66,03 66,70 1,41
34 68,78 66,18 66,86 66,53 67,09 1,16
36 68,73 67,21 67,86 67,20 67,75 0,72
38 69,61 65,41 69,81 67,71 68,14 2,05

Tab. 24: Wasserkonzentrationsprofil der Sulfathiazol-behandelten Stellen
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Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%0] [%] [%] [%]

0 49,21 45,51 42,36 35,09 43,04 6,00
2 49,47 45,63 41,73 35,13 42,99 6,12
4 51,88 49,25 45,11 39,60 46,46 5,36
6 53,99 53,81 51,24 46,30 51,34 3,58
8 55,77 57,68 56,33 51,93 55,43 2,47
10 57,49 60,48 58,95 55,38 58,08 2,17
12 59,28 61,60 60,52 58,12 59,88 1,51
14 60,58 62,54 61,49 59,95 61,14 1,13
16 61,21 63,03 62,25 60,91 61,85 0,97
18 61,58 63,57 62,72 61,39 62,32 1,02
20 62,27 64,11 63,04 61,66 62,77 1,06
22 62,96 64,61 63,34 61,96 63,22 1,10
24 63,69 64,94 64,02 62,38 63,76 1,06
26 64,35 65,32 64,57 62,79 64,26 1,06
28 65,05 65,52 65,16 63,16 64,72 1,06
30 65,24 65,95 65,42 63,64 65,06 1,00
32 65,35 66,14 65,20 64,28 65,24 0,76
34 65,83 66,35 65,01 64,74 65,48 0,74
36 66,44 66,54 64,96 64,69 65,66 0,97
38 66,11 66,80 64,91 64,66 65,62 1,01

Tab. 25: Wasserkonzentrationsprofil der unbehandelten Stellen

Tiefe Ohr 1 Ohr 2 Ohr 3 Ohr 4 MW SD
[pm] [%0] (%] (%] [%0]

0 51,11 50,05 49,42 48,34 49,73 1,16
2 51,30 49,55 49,13 48,79 49,69 1,12
4 54,25 53,15 52,01 51,92 52,83 1,10
6 56,77 56,53 55,36 53,97 55,66 1,28
8 59,51 58,88 58,98 54,76 58,03 2,20
10 63,41 62,47 62,16 55,75 60,95 3,51
12 65,98 65,34 63,85 57,57 63,19 3,85
14 66,88 66,09 64,50 59,67 64,29 3,23
16 66,67 65,97 64,49 61,69 64,71 2,21
18 66,38 66,23 64,39 63,22 65,06 1,52
20 66,17 66,11 64,28 64,28 65,21 1,07
22 66,07 66,06 64,31 64,73 65,29 0,91
24 66,23 65,90 64,59 64,99 65,43 0,77
26 66,40 65,91 65,06 65,37 65,69 0,59
28 66,20 66,33 65,43 65,81 65,94 0,41
30 66,55 67,16 65,75 66,71 66,54 0,59
32 67,34 68,05 66,40 67,47 67,32 0,68
34 67,80 68,52 67,26 67,58 67,79 0,53
36 68,14 68,38 67,73 67,10 67,84 0,56
38 68,24 68,21 68,01 68,06 68,13 0,11

Tab. 26: Wasserkonzentrationsprofil der hydrierten Stellen
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6.3 SC-Dicke

Natriumdodecylsulfat:

unbehandelt | behandelt | Wasser

Einzelwerte | 9,58 15,28 19,00
11,28 13,59 10,89
11,48 10,29 8,08
9,97 11,52 11,83

Mean 10,58 12,67 12,45

SD 0,94 2,21 4,65

Tab. 27: SC-Dicke der SDS-Stellen

Natriumlaurylethersulfat:

unbehandelt | behandelt | Wasser

Einzelwerte 13,17 15,13 12,64
10,75 12,74 12,40
11,42 11,95 7,56

Mean 11,78 13,27 10,87

SD 1,25 1,65 2,87

Tab. 28: SC-Dicke der SLES-Stellen

Dimethylsulfoxid:

unbehandelt | behandelt | Wasser

Einzelwerte 11,82 20,09 28,22
13,08 14,62 13,84
13,23 13,87 11,06
8,35 11,61 10,39

Mean 11,62 15,05 11,76

SD 2,27 3,60 1,83

Tab. 29: SC-Dicke der DMSO-Stellen

Sulfathiazol:

unbehandelt | behandelt | Wasser

Einzelwerte 13,26 17,60 12,00
10,56 13,69 11,76
10,66 12,43 10,67
12,12 20,35 18,96

Mean 11,65 16,02 13,35

SD 1,29 3,63 3,79

Tab. 30: SC-Dicke der Sulfathiazol-behandelten Stellen
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6.4 Penetrationstiefe der Nanoemulsion

6.4.1 Diclofenac-Natrium mittels HPLC

Tape Nr. | 1[pg/ml] | 2 [pg/ml] | 3 [pg/ml] MW SD

1 9,73 10,84 14,41 11,66 2,45
2 3,81 3,28 2,77 3,29 0,52
3 1,86 0,98 1,71 1,52 0,47
4 0,78 0,62 1,53 0,98 0,49
5 0,63 0,67 0,72 0,67 0,05
6 0,85 0,64 0,66 0,72 0,12
7 0,33 0,27 0,39 0,33 0,06
8 0,34 0,23 0,28 0,29 0,05
9 0,30 0,28 0,32 0,30 0,02
10 0,25 0,21 0,31 0,26 0,05
11 0,14 0,12 0,23 0,17 0,06
12 0,09 0,14 0,27 0,17 0,09
13 0,11 0,36 0,19 0,22 0,13
14 0,07 0,22 0,22 0,17 0,09
15 0,07 0,09 0,16 0,11 0,05
16 0,04 0,05 0,28 0,12 0,14
17 0,06 0,04 0,08 0,06 0,02
18 0,03 0,10 0,19 0,11 0,08
19 0,00 0,04 0,11 0,05 0,05
20 0,00 0,15 0,31 0,15 0,16
21 0,00 0,09 0,40 0,16 0,21
22 0,00 0,19 0,41 0,20 0,20
23 0,00 0,03 0,06 0,03 0,03
24 0,00 0,00 0,08 0,03 0,05
25 0,00 0,00 0,07 0,02 0,04
26 0,00 0,00 0,06 0,02 0,04
27 0,00 0,00 0,08 0,03 0,04
28 0,00 0,00 0,17 0,06 0,10
29 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Summe | 19,48 19,65 26,50
Tab. 31: Gehalt an Diclofenac-Natrium pro Tape-Strip in pg/ml

Tape Nr. | 1[pg/ml] | 2 [pg/ml] @ 3 [pug/ml] | MW SD

1-5 16,81 16,39 21,15 18,12 2,63
6-10 2,07 1,64 1,96 1,89 0,23
11-15 0,48 0,93 1,07 0,83 0,31
16-20 0,13 0,38 0,97 0,50 0,43
21-25 0,00 0,31 1,02 0,44 0,52
26-30 0,00 0,00 0,33 0,11 0,19

Tab. 32: Gehalt an Diclofenac-Natrium pro 5 Tape-Strips in pg/mi

76



16,00

14,00

12,00

10,00 -

8,00

6,00

Diclo-Na [pg/ml]

4,00

2,00

0,00
1 3

5

7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Tape Nr.

m1
m2
m3
=MW

Abb. 64: Gehalt an Diclofenac-Natrium pro Tape-Strip in yg/ml

25,00

20,00 T

15,00 -

10,00 -

Diclo-Na [pg/ml]

5,00 -

6-10 11-15 16-20
Tape Nr.

21-25

26-30

m1
m2
m3

=MW

Abb. 65: Gehalt an Diclofenac-Natrium pro 5 Tape-Strips in pyg/ml
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Tape Nr. | 1 [%] 2 [%] 3 [%] MW SD

1 9,77 10,88 14,47 11,71 2,46
2 3,82 3,29 2,78 3,30 0,52
3 1,87 0,99 1,72 1,52 0,47
4 0,78 0,62 1,54 0,98 0,49
5 0,63 0,68 0,73 0,68 0,05
6 0,85 0,65 0,66 0,72 0,12
7 0,34 0,27 0,39 0,33 0,06
8 0,34 0,24 0,28 0,29 0,06
9 0,30 0,28 0,32 0,30 0,02
10 0,25 0,21 0,32 0,26 0,05
11 0,14 0,12 0,24 0,17 0,06
12 0,09 0,14 0,27 0,17 0,09
13 0,11 0,37 0,19 0,22 0,13
14 0,07 0,22 0,22 0,17 0,09
15 0,07 0,09 0,16 0,11 0,05
16 0,04 0,05 0,29 0,13 0,14
17 0,06 0,04 0,09 0,06 0,02
18 0,03 0,10 0,19 0,11 0,08
19 0,00 0,04 0,11 0,05 0,05
20 0,00 0,15 0,31 0,15 0,16
21 0,00 0,09 0,41 0,17 0,21
22 0,00 0,19 0,41 0,20 0,21
23 0,00 0,03 0,06 0,03 0,03
24 0,00 0,00 0,08 0,03 0,05
25 0,00 0,00 0,07 0,02 0,04
26 0,00 0,00 0,06 0,02 0,04
27 0,00 0,00 0,08 0,03 0,04
28 0,00 0,00 0,17 0,06 0,10
29 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Summe | 19,56 19,73 26,61
Tab. 33: Gehalt an Diclofenac-Natrium pro Tape-Strip in %

Tape Nr. | 1 [%] 2 [%] 3 [%] MW SD

1-5 16,88 16,46 21,24 18,19 2,65
6-10 2,08 1,64 1,97 1,90 0,23
11-15 0,48 0,94 1,08 0,83 0,31
16-20 0,13 0,38 0,98 0,50 0,44
21-25 0,00 0,31 1,02 0,44 0,52
26-30 0,00 0,00 0,33 0,11 0,19

Tab. 34: Gehalt an Diclofenac-Natrium pro 5 Tape-Strips in %
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6.4.2 F6HS8

Tape 1 2 3 MW SD
Nr. [ug/ml/cm?] | [ug/ml/cm?] | [ug/ml/cm?]

1 22,89 33,72 25,13 27,24 572
2 11,82 12,43 7,90 10,72 2,46
3 7,21 4,76 4,04 5,34 1,66
4 2,63 2,39 2,85 2,62 0,23
5 1,57 2,00 0,76 1,44 0,63
6 2,01 1,37 0,45 1,28 0,78
7 0,58 1,85 0,46 0,96 0,77
8 0,64 0,61 0,28 0,51 0,20
9 0,46 0,44 0,25 0,38 0,12
10 0,25 0,45 0,27 0,32 0,11
11 0,16 0,25 0,20 0,20 0,04
12 0,15 0,27 0,18 0,20 0,06
13 0,15 0,22 0,11 0,16 0,06
14 0,11 0,15 0,13 0,13 0,02
15 0,00 0,00 0,09 0,03 0,05
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Summe | 50,62 60,90 43,11

Tab. 35: Gehalt an F6H8 pro Tape-Strip in pg/ml/cm?

Tape Nr. 1 2 3 MW SD
[ug/ml/cm?] | [ug/ml/cm?] | [ug/ml/cm?]

1-5 46,11 55,30 40,68 47,36 7,39

6-10 3,94 4,72 1,71 3,46 1,56

11-15 0,56 0,88 0,72 0,72 0,16

Tab. 36: Gehalt an F6H8 pro 5 Tape-Strips in pg/ml/cm?
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Tape Nr. | 1 [%)] 2 [%] 3 [%] MW SD
1 1,14 1,69 1,26 1,36 0,29
2 0,59 0,62 0,40 0,54 0,12
3 0,36 0,24 0,20 0,27 0,08
4 0,13 0,12 0,14 0,13 0,01
5 0,08 0,10 0,04 0,07 0,03
6 0,10 0,07 0,02 0,06 0,04
7 0,03 0,09 0,02 0,05 0,04
8 0,03 0,03 0,01 0,03 0,01
9 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01
10 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01
11 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
12 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
13 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
14 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Summe | 2,53 3,05 2,16
Tab. 37: Gehalt an F6H8 pro Tape-Strip in %

Tape Nr. 1 [%)] 2 [%] 3 [%] MW SD
1-5 2,31 2,77 2,03 2,37 0,37
6-10 0,20 0,24 0,09 0,17 0,08
11-15 0,03 0,04 0,04 0,04 0,01

Tab. 38: Gehalt an F6H8 pro 5 Tape-Strips in %
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6.5 Stabilitatsuntersuchungen
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7 Abstract

7.1 Deutsch
Seit der erstmaligen Verwendung von Laserlicht in der Raman-Spektroskopie,
etablierte sich diese Technik als eine der wichtigsten Methoden unter anderem zur
Analyse von pharmazeutischen Zubereitungen auf der Haut. Der Hochleistungslaser
bestrahlt die Haut, die das Licht in zwei unterschiedliche Strahlungen spaltet. Das
Raman-Spektrometer detektiert dabei die so genannte Raman-Streuung und generiert

ein Spektrum.

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Raman-Spektroskopie zur Penetrationsanalyse von
SDS, SLES, DMSO und Sulfathiazol an porciner Ohrhaut genutzt. Zusatzlich dazu
wurde die Wasserkonzentration an behandelten, unbehandelten und hydrierten
Hautstellen gemessen. Die mit den Modellsubstanzen behandelte Haut wies im
Vergleich zu den unbehandelten Hautstellen einen statistisch signifikanten
Unterschied im Wassergehalt auf. So wurde gezeigt, dass mit der Raman-
Spektroskopie die Mdglichkeit besteht den dehydrierenden Effekt von Substanzen

nachzuweisen und die Dicke des Stratum corneum zu messen.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Herstellung, der Hautpenetration
und der Stabilitdt von Nanoemulsionen mit semifluorierten Alkanen. Aufgrund ihrer
kleinen Partikelgré3e haben Nanoemulsionen einen hohen Stellenwert als Vehikel fur
dermale Zubereitungen. Aus diesem Grund wurde im Laufe der Stabilitdtsprifungen
sowohl die Partikelgrof3e, als auch der Polydispersitatsindex, das Zetapotenzial, die

rheologischen Eigenschaften und der pH-Wert untersucht.

Zudem wurde die Hautpenetration von F6H8 und Diclofenac-Natrium mittels 1°F-NMR
und HPLC untersucht.
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7.2 Englisch
Since the use of laser technology for Raman spectroscopy, this technique has become
one of the most important analytical measurement tools for pharmaceutical
applications. The high power laser irradiates the skin samples, which scatter the light
into two different radiances. The Raman spectrometer detects the so called Raman-

scattering and generates a spectrum.

In the course of this study, the Raman-spectrometer was used to analyse the
penetration depth of SDS, SLES, DMSO and sulfathiazole into porcine ear skin. In
addition, the water concentration of treated, untreated and hydrated skin samples was
measured. The skin being treated with the model substances caused a statistically
significant difference in water content compared to untreated skin. Raman-
Spectroscopy was able to detect the dehydrating effect of the applied substances and

moreover measuring the stratum corneum thickness.

The second part of this work investigated the production, skin penetration and stability
of nanoemulsions with semifluorinated alkanes. Because of their small particle size,
nanoemulsions gained importance as vehicles for dermal formulations. Therefore the
determination of the stability of the formulation’s droplet size was confirmed by

determination of polydispersity, zeta potential, rheological property and pH value.

Furthermore, the simultaneous penetration of F6H8 and diclofenac sodium into the

skin was examined using **F-NMR and HPLC.
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