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Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel eines Modellgemisches aus ver-
schiedenen Polyphenolklassen, die in Traubentrester erhalten sind, deren moglichen Einsatz
in kosmetischen Emulsionen gezeigt. Die phenolischen Verbindungen wurden charakterisiert
und unter Beachtung von Emulsionseigenschaften, Stabilitdt, Polyphenolfreisetzung, Haut-

permeation und Wirkung auf die Haut in die Emulsionen eingearbeitet.

Die untersuchten Polyphenole zeigten hoch potente, antioxidative Eigenschaften. Dabei
wurden mogliche potenzielle Schutzmechanismen fir die Haut gezeigt: hohe Radikalfanger-
aktivitat (TEAC von 1,2 bis 6 uM Trolox/uM) deuten auf die Fahigkeit der Polyphenole hin,
die destruktiven Reaktionen freier Radikale in der Hautgewebe zu hemmen. Die Hemmung
der Lipidoxidation (Verlangerung der Induktionsperiode in 1,2 bis 2,4 Mal) konnte als Indiz
fur eine mogliche Schutzwirkung von phenolischen Substanzen auf die hauteigene Lipide wie
beispielsweise Ceramide und Fettsauren in der Epidermis gewertet werden und zeigte zu-
dem eine protektive Wirkung auf 6lhaltige kosmetische Formulierungen wahrend der Lage-

rung.

Fir die Hautpermeationsuntersuchungen wurde eine Methode zur Analyse von Poly-
phenolen in Schweinehaut entwickelt, die eine Wiederfindungsrate von tiber 90 % fiir Quer-
cetin, Protocatechusdure und Rutin gewadhrleistete. Unabhangig vom angewandten Extrakti-
onsprotokoll konnte eine keine vollstandige Extraktion von EGCG und Catechin erreicht wer-
den. Moglicherweise sind die hochreaktiven Polyphenole anfallig fir Oxidation und kénnen
stark mit hauteigenen Proteinen bzw. Enzymen interagieren, was allerdings eine Minderung
der antioxidativen Aktivitat zur Folge hatte. AuBerdem wurde mit einer wassrig-
ethanolischen Lésung (50/50, v/v) von Tween 20 (5 g/L) eine optimale Zusammensetzung
der Rezeptorflissigkeit ausgewahlt, bei der keine Limitierung von Freisetzungs- bzw. Perme-

ationsraten auftreten sollten.

Die Untersuchung von Hautpermeation und Wirkstofffreisetzung erfolgte in den Diffusi-
onszellen nach Franz, wobei fur die in-vitro Permeation exzidierte Schweinehaut, und fir die

Freisetzung eine Cellulosemembran eingesetzt wurden. Bei der Untersuchung der Freiset-



zungskinetik wurde gezeigt, dass Higuchis Modell am besten fiir die Beschreibung der Diffu-
sionsvorgdange von Polyphenolen in kosmetischen Emulsionen geeignet ist. Anhand dieses
Modells kdnnen Prognosen hinsichtlich der Freisetzungs- bzw. Diffusionsgeschwindigkeit in
Emulsionen vorgenommen werden. Der Einfluss von Lipophilitdt und MolekiilgréBe auf die
Freisetzungs- und Permeationskinetik wurde ebenfalls ermittelt. Es wurde gezeigt, dass klei-
nere hydrophilere Polyphenole schneller freigesetzt werden und die Haut besser durchdrin-
gen, als groRere und mehr lipophile Molekdle. In Emulsionen mit niedrigeren Lipidgehalten
konnten hdhere Freisetzungs- und Permeationsraten fiir fast alle untersuchten Polyphenole
ermittelt werden. Nach dem 24-stiindigen Permeationsversuch wurden alle Substanzen in
der Epidermis und Dermis lokalisiert, die als Zielschichten fiir die ,, Anti-Aging“-Wirkung von
Polyphenolen angesehen werden koénnen. Im Rahmen eines vereinfachten in-vivo-
Permeationsversuchs konnte jedoch keine unmittelbare Korrelation mit den in-vitro-Daten
hergestellt werden, wobei in diesem Versuch allerdings lediglich die Polyphenolkonzentrati-
on im duBerem Stratum Corneum nach einer 30-minutiger Exposition bestimmt werden

konnte.

Da eine gute Korrelation zwischen den Freisetzungs- und Hautpermeationsraten in vitro
festgestellt werden konnte, wurde bei weiteren Untersuchungen lediglich die Wirkstofffrei-
setzung bestimmt, so dass auf den Einsatz von Schweinehaut unter anderem aus ethischen

Grunden verzichtet werden konnte.

Um die Auswirkungen des Olphasengehaltes, des Emulgators und des Polyphenolgehaltes
auf die Emulsionseigenschaften zu ermitteln, wurden diese Parameter bei der Emulsionsher-
stellung variiert und die Emulsionsstabilitdt, Rheologie, Freisetzungsraten und Lagerstabilitat

der Polyphenole untersucht.

Die Polyphenole zeigten einen deutlichen Einfluss auf die Rheologie und Stabilitat der
Emulsionen. Dieser war ganz erheblich vom eingesetzten Emulgator abhangig, so dass die
Zugabe der Polyphenole entweder zu einem instabileren (wenn als Emulgator eine Mischung
aus Tween 40, Span 40, Cetylalkohol eingesetzt wurde) oder zu einem stabileren Produkt
fuhrte, wenn als Emulgator eine Mischung aus Glycerylstearatcitrat, Cetearyl Alcohol, Glyce-
ryl Caprylate eingesetzt wurde. Mogliche Wechselwirkungen zwischen phenolischen Verbi-

nungen und Emulgatoren wurden diskutiert. Moglicherweise lokalisieren die Polyphenole
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mit ihren OH-Gruppen an den gequollenen Polyoxyethylen Ketten von Tween 40, was seine
Emulgierkapazitat negativ beeintrachtigt. Allerdings konnte diese Theorie noch nicht ab-
schlieBend experimentell bestatigt werden. Weiterhin zeigte sich, dass aus stabileren Emul-
sionen hohere Freisetzungsraten erzielt werden kdnnen, so dass eine bessere Verfligbarkeit

der Polyphenole fiir die Permeation in die Haut gewahrleistet ist.

Abschlieend wurde eine Humanuntersuchung durchgefiihrt, in der die Wirkung einer
Resveratrol-haltigen Emulsion auf biophysikalische Hautparameter geprift wurde. Nach 8
Wochen Anwendung wurde eine signifikante Zunahme der Hautelastizitat und der Hautfes-
tigkeit festgestellt, allerdings zeigte sich dies sowohl fir die Resveratrol-haltige als auch fir
die Vehikel-Formulierung. Nach der Applikation der Resveratrol-haltigen Formulierung an
den Unterarmen wurde eine signifikante Abnahme des mittleren Flachenrauwertes beo-
bachtet. Da alle anderen Rauheitsparameter unverdandert blieben, sollten Aussagen Uliber
eine ,glattende” Wirkung des Resveratrols nur mit grofBer Vorsicht getroffen werden. Eine
Reduktion der Faltenvolumina wurde nicht festgestellt. Die abschliefRende Befragung der
Probanden ergab keine merklichen sensorischen Unterschiede zwischen beiden Formulie-
rungen. Allerdings betrug die Untersuchungszeit lediglich 8 Wochen, so dass eine mogliche

langerfristige Wirkung nicht erfasst werden konnte.



Summary

In this work, the potential use of polyphenols from grape pomace in cosmetic products
was investigated using a model mixture of different classes of polyphenols. The phenolic
compounds were characterized and incorporated into cosmetic emulsions. The emulsion’s
properties, such as stability, release and skin permeation of polyphenols and their effect on

the skin were analyzed.

The investigated polyphenols showed highly potent antioxidant properties. Two possible
protection mechanisms on the skin were shown. On the one hand, their high radical scaven-
ger activities (TEAC of 1.2 to 6 uM Trolox / uM) indicate the ability of the polyphenols to in-
hibit destructive reactions of free radicals in the skin tissue. On the other hand, the inhibition
of the lipid oxidation (1.2 to 2.4 times extension of the induction period of the oil) shows a
possible protective effect of phenolic compounds on skin lipids, such as ceramides and fatty
acids in the epidermis, as well as a protective effect of polyphenols on the oil containing

cosmetic formulations during the storage.

Prior to skin permeation experiments, a method for the analysis of polyphenols in pig skin
was developed, so that recovery rates of over 90% were guaranteed for quercetin, rutin and
protocatechuic acid. Independent of the extraction protocol, a complete extraction of EGCG
and catechin could not be achieved. Probably, these highly reactive polyphenols are suscep-
tible to oxidation and can interact with the skin’s proteins or enzymes. Furthermore, an op-
timum composition of the receptor fluid (water-ethanol mixture (50/50, v/v), containing 5
g/L Tween 20) was determined, what does not limit the release or permeation rates of phe-

nolics.

The examination of skin permeation and release of polyphenols was carried out in Franz
diffusion cells. For the in-vitro permeation, excised pig skin was used; for the release, a cellu-
lose membrane was applied. The investigation of the release kinetics showed that Higuchi's
model is the most suitable for the description of diffusion processes of polyphenols in cos-
metic emulsions. This model allows predictions regarding the release and diffusion rates in

the emulsions. The influence of the lipophilicity and molecular size on the release and per-



meation kinetics was also determined. It was shown that smaller hydrophilic polyphenols are
released faster and their penetration through the skin is more effective than the one of larg-
er or more lipophilic polyphenols. In emulsions with lower lipid content, higher release and
permeation rates were determined for almost all the investigated polyphenols. After the
permeation experiments, which were performed for 24 h, all the substances were localized
in the epidermis and dermis. These are the layers, which are considered as targets for the
"anti-aging" activity of polyphenols. In a simplified permeation experiment in-vivo, a direct
correlation with the in-vitro data could not be achieved. However, in this experiment, the
concentrations of polyphenols after 30 min application could be determined only in the up-

per stratum corneum.

Since a good correlation of the release and in-vitro skin permeation could be ascertained,
only the drug release was tested in the further experiments, and the usage of the pig skin

was abdicated (among others, for ethical reasons).

To determine the effects of the oil phase content, of the emulsifier and of the polyphe-
nols on the emulsion properties, these parameters were varied during the emulsion produc-
tion. The emulsion stability, rheology, shelf stability and release rates of the polyphenols

were studied.

The polyphenols influenced the rheology and stability of emulsions considerably. This in-
fluence depended on the used emulsifiers. The addition of the polyphenols either led to un-
stable products, if a mixture of Tween 40, Span 40 and cetyl alcohol was used as an emulsifi-
er, or to more stable products, if a mixture of glyceryl stearate citrate, cetearyl alcohol and
glyceryl caprylate was used. Possible interactions between phenolic compounds and emulsi-
fiers were discussed. Probably, the polyphenols are located with their OH-groups on the
swollen polyoxyethylene chains of Tween 40, what adversely affects its emulsifying capacity.
However, this theory has not been confirmed experimentally yet. It was also discovered that
higher release rates can be achieved from the more stable emulsions. Thus, a better availa-

bility of polyphenols for permeation into the skin can be provided.

Finally, a human investigation was carried out, in which the effect of a resveratrol-

containing emulsion on the biophysical parameters of the skin was assayed. After 8 weeks of



use, a significant increase in skin elasticity and firmness was observed; however, this effect
was indicated for both, the resveratrol-containing and the placebo formulations. After the
application of the resveratrol-containing formulation on the forearms, a significant decrease
of mean surface roughness was observed. Since all other roughness parameters remained
unchanged, any statements about a "smoothing" effect of resveratrol should be regarded
very carefully. A reduction of the wrinkle volume was not observed. The final interview with
the volunteers showed no significant sensory differences between the two formulations.
However, the period of the investigation included only 8 weeks, so that possible longer-term

effects could not be observed.



1. Einleitung

Viele extrinsische Faktoren wie UV-Strahlung, Umweltverschmutzung und Rauchen fih-
ren zu einer vorzeitigen Hautalterung. Dabei spielt die Bildung freier Radikale eine wesentli-
che Rolle, da diese oxidative Kettenreaktionen in der Haut auslésen, die wiederum zur Ande-
rung der Struktur und Funktion von Proteinen und zu DNS-Mutationen fiihren. Die Haut wird
diinner, unelastischer und es bilden sich Falten und Pigmentflecken. In extremen Fallen kon-
nen Hauttumore entstehen [1-3]. Die extrinsische Hautalterung zeigt sich unter anderem in
Veranderungen des dermalen Bindegewebes, die hauptsachlich durch Degeneration und
Desorganisation von Kollagen und der Anreicherung von pathologischem Elastin hervorgeru-
fen werden [2]. Zur Pravention der extrinsischen Hautalterung kénnen antioxidative Sub-

stanzen aus verschiedenen Quellen topisch appliziert werden.

Traubentrester sind Pressriickstande der Weinherstellung, die bislang meist als Diinge-
mittel Verwendung finden. Jedoch beinhalten diese hohe Mengen an antioxidativ wirkende
Polyphenole, die in Kosmetika eingesetzt werden kdnnen. Somit wird die Wertigkeit der

Rohstoffe erhéht und ein Beitrag zu einer nachhaltigen Kosmetikproduktion geleistet.

Polyphenole besitzen eine Reihe von bioaktiven Eigenschaften, wie beispielsweise die Ak-
tivitat als Radikalfanger und Metallchelatbildner sowie antimikrobielle, immunstimulierende,
wundheilende und chemopreventive Wirkungen [4-7]. AulRerdem wurden fiir polyphenoli-
sche Extrakte Anti-Kollagenase, Anti-Elastase und Anti-Hyaluronidase-Aktivitaten nachgewie-
sen. Sie besitzen somit die Fahigkeit, die Enzyme zu inaktivieren bzw. zu hemmen, die die
Hydrolyse von Kollagen- und Elastinfasern sowie von Hyaluronsaure in der Dermis katalysie-
ren [8, 9]. Deswegen kann die topische Applikation von Polyphenolen wirksam sein, um die
menschliche Haut vor oxidativem Stress, vor vorzeitigem Altern und vor Hauterkrankungen

zu schitzen.

Um die gewlinschte Wirkung entfalten zu kénnen, missen topisch applizierte Stoffe aus
der Formulierung freigesetzt werden, in die Haut zu gelangen, die Hornschicht (Stratum Cor-
neum) Uberwinden und in die Epidermis und Dermis eindringen. Die Wirkstoffpermeation

durch die Haut ist ein komplexer Prozess, seine wichtigsten Phasen sind die Diffusion der
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Substanz in der topischen Formulierung und die Freisetzung daraus, das Eindringen (Penet-
ration) in die Haut und die Diffusion durch diese (Permeation) [10]. Aufgrund des komplexen
Aufbaus und der Hautinhomogenitdaten sind die Beschreibung und die Modellierung der
Wirkstoffpermeation nicht einfach. Die Wirkstofffreisetzung und die Hautpermeation sind
von den Eigenschaften der Molekile wie Molmasse und Lipophilitat, aber auch von der Ve-

hikelformulierung und Hautbeschaffenheit abhadngig [11, 12].

Die Hautpermeation wird in der Regel in-vitro in sog. Diffusionszellen untersucht [13].
Dabei wird entweder Humanhaut oder Tierhaut eingesetzt, wobei die Nutzung von beidem
ethisch limitiert ist. Schweinehaut wird sehr haufig als Modell verwendet, da sie eine ahnli-
che Struktur wie die menschliche Haut hat, aber besser verfligbar und kostenglinstiger ist
[14]. Anstelle teurer Untersuchungen zur Hautpermeation wird oft die Wirkstofffreisetzung
aus der Formulierung unter Einsatz kinstlicher Membranen getestet, was beispielsweise

einen Vergleich von Formulierungen oder deren Qualitatskontrolle ermoglicht [15].

Emulsionen sind die gebrauchlichste Art von topischen Formulierungen aufgrund ihrer So-
lubilisierungskapazitat fur sowohl lipophile, als auch hydrophile Inhaltsstoffe. Die guten sen-
sorischen Eigenschaften auf der Haut tragen ebenso zu einer hohen Anwenderakzeptanz bei.
Die Konsistenz von Emulsionen hdngt stark von der Zusammensetzung und dem Gehalt der
Lipidphase und des Tensides ab, so dass sie von flissigen (Lotionen) bis halbfesten Formulie-
rungen (Cremes) variieren kénnen [16]. Die Einarbeitung von Polyphenolen in Emulsionen

kénnen deren rheologische Eigenschaften und deren Stabilitdt beeinflussen [17].

Die meisten verdffentlichen Studien beschreiben bioaktive Eigenschaften von phenoli-
schen Verbindungen [4-7]. Es gibt bislang nur wenige Hinweise auf die physikalisch-
chemische Eigenschaften von Polyphenolen und auf deren Einfluss auf die Emulsionseigen-
schaften [18-20]. Deshalb ist es wichtig zu ermitteln, inwieweit diese Substanzen die Rheolo-
gie und die Stabilitat von Emulsionen beeinflussen und auf welche Weise diese Veranderun-
gen die Freisetzung und Hautpermeation der Polyphenole beeinflussen, da dies ein wichtiges

Merkmal flr die biologische Wirkung auf die Haut ist.

Wenn die eingesetzten Verbindungen ein hohes antioxidatives Potential aufweisen und

die Hautbarriere gut durchdringen kénnen, ist dies ein erstes Anzeichen dafiir, dass sie die
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menschliche Haut vor UV-bedingten Schaden schitzen kénnen. Allerding sind Erkenntnisse
aus in-vitro Studien nicht immer auf in-vivo Systeme Ubertragbar. Daher sind kontrollierte
Humanstudien notwendig, um die Wirksamkeit von topischen Praparaten zu bestatigen. Da-
bei wird in der Regel ein Vorher-nachher Vergleich von biophysikalischen Hautparametern
nach einer definierten Applikationsdauer der untersuchten Formulierung vorgenommen. Je
nach dem Ziel der Studie kdnnen diese Parameter variieren. Da die Hautalterung primar mit
dem Elastizitatsverlust, Trockenheit und Faltenentstehung assoziiert wird [21], werden diese
Parameter haufig bei der Ermittlung der Wirksamkeit von sog. Anti-Aging Wirkstoffen unter-

sucht.
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2. Aktueller Kenntnisstand

2.1. Haut und Hautalterung

Die Haut ist die dullere Grenze des menschlichen Korpers, die ihn vor zahlreichen dufleren
Einflissen schitzt und u.a. an der Temperaturregulierung und am Stoffwechsel beteiligt ist.
Die Haut ist das rezeptive Feld fiir die Wahrnehmung der Sinnesempfindungen (Schmerzen,
Druck, Temperatur etc.). Darliber hinaus bildet die Haut eine physikalische, chemische, bio-

logische und immunobiologische Barriere.

2.1.1. Aufbau der Haut

Die menschliche Haut, wie die Haut von Saugetieren, besteht aus drei Hauptschichten:
Epidermis, Dermis und Subkutis. Die standig regenerierte Epidermis besteht zu mehr als 95%
aus ziegelartig geschichteten Keratinozyten, die im Stratum basale gebildet werden und an-
schlieBend durch Stratum spinosum und Stratum granulosum zur Hautobeflache in Apoptose
wandern. Dabei findet die Differenzierung statt, die Korneozyten verlieren ihre Organellen,
so dass die dulRere Hornschicht, das Stratum corneum (SC), aus flachen verhornten kernlosen
Korneozyten besteht [2]. Das 10-20 um dicke SC stellt die groRte Barriere fir die Aufnahme
von bioaktiven Kosmetika dar. Wahrend der Zelldifferenzierung werden Phospholipide ab-
gebaut und Ceramide synthetisiert, die zusammen mit Cholesterol, Cholesterolsulfat und

freien Fettsauren den Intrazellularraum des SC bilden [22].

In der Basalschicht befinden sich zudem die Melanozyten, die fiir die Produktion und den
Transfer des Pigmentes Melanin verantwortlich sind. Melanin schiitzt die Haut vor UV-
Strahlung und verleiht ihr die natirliche Farbe. Die Epidermis ist durch die dermo-
epidermale Juktionszone mit der Dermis verbunden. Diese besteht aus den in eine gelartige
extrazelluldre Matrix eingebetteten Bindegewebszellen (Fibrozyten und Fibroblasten) und
Bindegewebfasern (Kollagen und Elastin). Diese Fasern verleihen der Haut ihre Elastizitat
und ReiRfestigkeit. AuBerdem befinden sich in der Dermis die Blut- und LymphgefaBe, Ner-
ven und Hautanhangsgebilde wie Haare und Talgdrisen. Der Zustand der Dermis fur das

Erscheinungsbild der Haut von grof3er Bedeutung, insbesondere weil hier wahrend des Alte-
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rungsprozesses entscheidende Verdanderungen stattfinden. Die tiefste Hautschicht, die Sub-
kutis, stellt das Unterhautfettgewebe dar, das sowohl ein mechanisches Polster als auch eine

Energiereserve des Koérpers ist [2].

Stratum cormeum

Stratum granulosum

Y
“» - Stratum spinosum

Stratum basale

Abb. 2.1. Schematischer Aufbau der Epidermis [2]

2.1.2. Hautalterung: Faktoren und klinisches Bild

Alterung ist ein unvermeidbarer Prozess, bei dem zahlreiche innere und dulBere Faktoren
fortschreitend zu einem Verlust der strukturellen Integritdt und physiologischer Funktionen
der Haut fuhren. Es wird zwischen intrinsischer und extrinsischer Hautalterung unterschie-
den. Zu den wichtigsten intrinsischen Alterungsfaktoren zahlen Ethnizitat und Geschlecht,
anatomische Variationen, hormonelle Verinderungen wie z. B. der Abfall von Ostrogen in
der Menopause. Die intrinsische Alterung ist genetisch determiniert und nahezu unbeein-
flussbar. Die extrinsischen Alterungsfaktoren sind dagegen kontrollierbar. Hier spielen bei-
spielsweise Umwelteinfliisse wie UV-Strahlung, Verschmutzung, Nikotinkonsum, Erndahrung
und Lebensweise eine bedeutende Rolle [3]. Bei beiden Alterungstypen ist der Verlust der
Elastizitat und Faltenbildung zu beobachten. Jedoch unterscheidet sich das Hautbild deut-
lich. Eine schematische Darstellung der Verdanderungen der Haut durch Alterung ist in Abb.

2.2 dargestellt.
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Junge Haut Intrinsische Alterung  Extrinsische Alterung (Photoaging)

\ Kollagenfasern (@) Keratinozyt &&— Fibroblast xMelanozyt

Elastinfasern (I] atypn%cher J&=. Seneszenter @ Entziindungszelle
Keratinozyt Fibroblast

\ Verankerungsfibrillen
(Kollagen Typ VII)

Abb. 2.2. Schematische Darstellung charakteristischer Merkmale in der jungen, intrinsisch gealterten und extrinsisch
gealterten (photoaged) Haut [23]. H: Hornschicht, E: Epidermis, BM: Basalmembran, D: Dermis

Junge Haut zeigt eine ausgewogene Zusammensetzung und Verteilung verschiedener
Zelltypen in der Epidermis und Dermis, eingeordnete Kollagen und Elastinfasern in der extra-
zellularen Matrix. Intrinsisch gealterte Haut (z.B. sonnengeschiitzte Hautareale) zeigt eine
Atrophie, die vor allem durch eine Abnahme der Dicke der Epidermis und der Dermis ge-
kennzeichnet wird. Strukturelle Komponenten der extrazellularen Matrix, wie interstitieller
Kollagen, werden abgebaut, Kollagenfasern werden vernetzt. Gesamtanzahl an Fibroblasten
nimmt ab, deren morphologischer und funktioneller Phanotyp andert sich, was mit einer
erhohten Freisetzung von Matrix-abbauenden Metalloproteinasen verbunden ist. Extrinsi-
sche Alterung (Photoaging) duRert sich in einer hyperplastischen Haut, die Dicke der Horn-
schicht, der Epidermis und der Dermis nimmt zu. Die Epidermis wird rau und trocken und
zeichnet sich durch eine Hyperpigmentierung und eine milde Hyperkeratose aus. Bei schwe-
ren Sonnenschaden entstehen in der Hornschicht atypische Keratinozyten, was zu einem
klinischen Bild der aktinischen Keratose flihrt. Die Verteilung der Melanozyten wird inhomo-
gen, was zu verschiedenen Pigmentveranderungen fiihrt, von pigmentierten Maculae (So-
larlentigines) bis zu Bereichen mit einer Hypopigmentierung (Hypomelanose). Die Anzahl der
Verankerungsfibrillen, die die Epidermis mit der Dermis binden, sinkt. Das interstitielle Kol-
lagen wird reduziert und beschadigt. Die Zunahme von elastischen Fasern und mikrofibrilla-

ren Komponenten fihrt zu einer nicht-funktionellen und schwer gestérten supramolekula-
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ren Struktur. Eine langfristige Sonneneinstrahlung resultiert in einer Entziindung (Helioder-

matitis) mit einer erhéhten Anzahl an mononukledren Zellen und Mastzellen [2, 23, 24].

2.1.3. Oxidativer Stress

Als Hauptursache der extrinsischen (vorzeitigen) Alterung gilt heutzutage der oxidative
Stress, der durch endogene reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ausgeldst wird. Zu ROS gehoren
Superoxid-Radikal (Hyperoxid-Anion O,"), Hydroxyl-Radikal (OH") sowie andere Formen von
aktiven Sauerstoff wie Wasserstoffperoxid (H,0,) oder Singulett-Sauerstoff (*0,). ROS sind
an normalen Signalprozessen beteiligt, ihre Produktion ist fiir den Organismus von einer es-
senziellen Bedeutung, u. a., um die Homoostase und zelluldre Reaktivitat aufrechtzuerhalten
[1]. Primdre Orte der ROS-Produktion sind Mitochondrien, wo sie in die Energiegewinnung
involviert sind. Unter normalen Bedingungen wird der oxidative Schaden in der Zelle auf ein
Minimum reduziert. Wenn der Organismus duBerlichen Belastungen ausgesetzt wird, ent-

steht ein Uberschuss an ROS, der fiir den oxidativen Stress verantwortlich ist [1, 25].

In den Zellmembranen werden durch ROS Kettenreaktionen der Lipidoxidation initiiert
(Abb. 2.3). Infolgedessen kann die Fluiditdt der Membranen beeinflusst werden, auRerdem
konnen die Membranproteine, insbesondere Rezeptoren, in die Radikalreaktionen involviert

werden, was ihre Funktion beeintrachtigt. Letztlich kann die Membran brechen [26].

/\/\/\/\COOR
k—- ‘OH

/\/\/\/\COOR
!

/\,/\/\/\COOR

t/ 2

o./o t/— AN coor

5 i )

P +

HO /\/\/\/\COOR

©]

Abb. 2.3. Kettenreaktion einer Lipidperoxidation [26]. Das Hydroxyl-Radikal entzieht ein Wasserstoffatom von einem
ungesattigten Lipidmolekil. Nach der Umgruppierung zu einer konjugierten Struktur reagiert das neu gebildete Radikal mit
Sauerstoff, dabei entsteht ein Peroxidradikal, das wiederum eine Kettenreaktion initiieren kann.
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Der Effekt von Sonnenlicht macht rund 90 % der sichtbaren Hautalterung aus, besonders
bei heller Haut. UVA und UVB Strahlung sind unter anderem an der Entstehung von Haut-
krebs beteiligt [2, 3]. ROS sind nicht nur direkt an Gewebeoxidation und -abbau beteiligt,
sondern sie greifen in die Signaltransduktionswege ein, die in die Expression von Genen,
welche den Kollagenmetabolismus regulieren, involviert sind. Bereits nach 15 Minuten UV-
Bestrahlung werden die Rezeptoren fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (Interleukin (IL)-
1 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a) in Keratinozyten und Fibroblasten aktiviert. Die Protein-
Tyrosin-Phosphatasen, deren Funktion die Herunterregulierung dieser Rezeptoren ist, wer-
den aber durch ROS oxidiert und inhibiert. Diese dadurch noch héhere Rezeptoraktivierung
fUhrt zur Aktivierung von Signalisierungs-Kinasen sowie vom nuklearen Transkriptionsfaktor
(Aktivatorprotein 1 (AP-1)), welcher die Steuerung der Transkription von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) kontrolliert. Zu MMPs gehéren MMP-1 (Kollagenase), MMP-3
(Stromelysin) und MMP-9 (Gelatinase). Diese Enzyme katalysieren den Abbau von entspre-
chenden Proteinen [24]. Die MMP-Expression findet sowohl in den epidermalen Keratinozy-
ten sowie in dermalen Fibroblasten statt, deswegen sind diese beiden Hautschichten beson-

ders den Sonnenschaden ausgesetzt.

Die Kollagenproduktion in den Fibroblasten in der UV-beschaddigten Haut ist ebenso ver-
mindert. Ferner kann das beschadigte Kollagen wiederum die Synthese des neuen Kollagens
herunterregulieren [24]. Das genetische Material wird unter der Einwirkung von UV-Licht
beschadigt. Da DNS UVB-Strahlung direkt absorbiert, kommt es zu einer Dimerisierung von
Pirimidinbasen, was eventuell eine Mutation infolge von Fehlern bei der DNS-Replikation
auslésen kann. UVA kann auRerdem die DNS-Reparatur inhibieren [25]. Dies zusammen mit
der oben beschriebenen Aktivierung der MMP und der Lipidoxidation kann Hautkrebs auslo-

sen und fiihrt zu einer vorzeitigen Hautalterung.

2.1.4. Topische Pravention der Hautalterung

Die Haut verfligt Giber ein eigenes System an Antioxidantien (enzymatisch und nicht-
enzymatisch), das sie unter normalen Bedingungen vor oxidativem Stress schiitzen kann.
Enzyme funktionieren Gberwiegend in den Zellen. Glutathionperoxidase, Glutathionredukta-

se und Katalase reduzieren Wasserstoffperoxid und Lipidhydroperoxide. Superoxiddismuta-
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sen schitzen die Zellen und den extrazelluldaren Raum vor Superoxid. Enzymaktivitaten in der
menschlichen Haut sind in der Epidermis héher als in der Dermis. Nichtenzymatische hautei-
gene Antioxidantien sind beispielsweise L-Ascorbinsdure in der wassrigen Phase, Glutathion
im zelluldren Kompartiment, Vitamin E (a-Tocopherol) in Membranen und Ubichinol in Mito-
chondrien [25]. Die niedermolekularen Antioxidantien funktionieren in Geweben als koordi-
nierte interaktive Chemikaliengruppe (Abb. 2.4), diese Interaktionen basieren auf deren

chemischen Struktur, Position im Gewebe und dem relativen Redoxpotential.

RO- RO
Tocopherol Tocopheroxyl radical
Ubiquinone Ascorbate
Ubiquinol mhydm?%as%
Gs%mwm

NAD(P)*
Abb. 2.4. Interaktion von nichtenzymatischen Antioxidantien [27]. Eine im lipophilen Bereich der Zelle gebildete ROS (RO¢)
wird durch das Tocopherol, das in Membranen lokalisiert ist, reduziert. Dabei entsteht das Tocopheroxyl-Radikal, das ent-
weder durch Ubiquinol (lipophil) oder durch die Ascorbinsdure (hydrophil) wieder reduziert werden kann. Das oxidierte
Dehydroaskorbat kann durch Glutathion (GSH) reduziert werden, das oxidierte Glutathiondisulfid (GSSG) bringt das NADPH
wieder zum aktiven Zustand. (NAD(P)", Nicotinamidadenindinucleotidphosphat-oxidierte Form; NAD(P)H, NAD(P)-
reduzierte Form).

Wenn der Organismus oxidativem Stress ausgesetzt wird, lasst die Effektivitat des hautei-
genen Antioxidantsystems nach. Beispielsweise, nach einer Bestrahlung der Hautfibroblas-
ten mit UVA geht die Aktivitat von Katalase und Superoxiddismutase zurlick [25]. Somit ist es
wichtig, das Antioxidantsystem der Haut zu unterstitzen, indem weitere Antioxidantien
entweder mit der Erndhrung eingenommen, oder direkt auf die Haut appliziert werden, wo-

bei das letzte als eine gezielte Applikation von Vorteil ist.

Die Behandlungsterapien der Hautalterung werden in drei Gruppen unterteilt. Zur pri-

maren Pravention gehort in erster Linie der UV-Schutz. Hierzu gehéren kosmetische Produk-
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te mit SPF (Sun Protection Factor), die UVB und UVA Filter beinhalten. Sommerbekleidung

bietet beispielsweise einen UV-Schutz, der dem SPF von 30 dquivalent ist [24].

Zu sekundaren MaBnahmen gehdren kosmetische Wirkstoffe, die sowohl praventiv, als
auch reparativ wirken kénnen. Basierend auf dem Wirkmechanismus deren Wirkung werden

sie in zwei Kategorien unterteilt:

- Antioxidantien, wie Vitamine, Coenzyme und Pflanzenstoffe, die die freie Radikale ab-
fangen und MMPs inaktivieren kénnen, was wiederum zu einer Normalisierung der
Kollagenproduktion flhrt.

- Zellregulatoren wie Retinol, Peptide und Wachstumsfaktoren, die direkt den Metabo-

lismus der Fibroblasten beeinflussen [28].

Tertidre MaRnahmen umfassen minimalinvasive (Botulinumtoxin A, oberflachliches che-
misches Peeling u.a.) und invasive Therapien (chirurgisches Face-Lifting, tiefes chemisches

Peeling, Laser-Skin-Resurfacing u.a.) [2].

2.2. Klinische Methoden in der Evaluierung der Hautalterung

Um eine Anti-Aging-Therapie bewerten zu kdnnen, ist es wichtig, ihre Wirksamkeit zu
quantifizieren. Dabei ist es wichtig, dass die Messmethoden nicht-invasiv und aussagekraftig
sind. Aus diesen Griinden sind in den letzten Jahren viele klinische Methoden zur Messung
und Quantifizierung der Hautalterung entwickelt und validiert worden. Im Folgenden sind
die im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewandten sowie andere in der Forschung rele-

vante biophysikalische Messmethoden beschrieben.

2.2.1. Hauttopographie

Das duBere Erscheinungsbild der Haut ist das wichtigste Merkmal, woran die Hautalte-
rung erkennbar wird. Sowohl chronologische Alterung, als auch das Photoaging ist mit einer
Ausbildung von Falten verbunden (Kap. 2.1.2). Haufig wird das Hautrelief zur Validierung in
Klassen eingeteilt, z. B. von klaren Falten und Furchen (> 100 um) bis zu Hautlinien, die ein-
zelnen Hornzellen zuzuordnen sind (0,5 um) [29]. Hierzu werden in der Literatur unter-

schiedliche Validierungsskalen angeboten. Das sind vier- bis neun-Punkt Skalen, die auf einer
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standardisierten fotografischen Dokumentation basieren (Abb. 2.5). Bewertet werden ver-

schiedene Gesichtsstellen, wie Stirn, Augenbereich, Mundbereich [21, 30-32].

Allerdings sind diese Skalen trotz Objektivierungsversuchen ziemlich subjektiv, da es sich
bei der Bewertung immer noch um persénliche Wahrnehmung handelt. Daher war es wich-
tig, eine instrumentelle Analyse der Hauttopographie zu entwickeln, was in der letzten Zeit
gut gelungen ist. Im Wesentlichen kdnnen die Messmethoden in zwei Gruppen unterteilt
werden: Analyse von Replikas (Silikonabdruck der Haut) oder direkte Hautmessung, wobei
das Letztere heutzutage immer mehr an Bedeutung gewinnt. Die dazugehorige Software
ermoglicht in der Regel eine Darstellung dreidimensionaler Topographien sowie die Ermitt-

lung standardisierter Rauheitswerte, die in Kap. 2.2.2 ndaher beschrieben werden.

(a) (b) (c) (@ SN

- -

Abb. 2.5. Photoagingskala nach Glogau: (a) wenige Falten, keine Keratose; (b) friihe Falten; (c) ausgeprigte Falten und
Hautentfirbung; (d) tiefe Falten, Hautschaden [21].

Analyse von Replikas

Hierzu wird erst durch Auftragen einer selbsthartenden Silikonmasse auf die Haut der Sili-
konabdruck (Replika) angefertigt, der anschlieRend Mittels diverser Techniken bildquantita-
tiv analysiert wird. Bei einer mechanischen Profilometrie und Laserprofilometrie wird die
Replikaoberflache mit einer Diamantennadel bzw. mit einer Laserdiode ,,abgetastet” und ein
Oberflachenprofil erstellt [33, 34]. Beim quantitativen Image Analysis werden die Schatten,
die Replikas unter einem bestimmten Winkel werfen, aufgenommen und digitalisiert [34].
Das Prinzip der Transparenz-Profilometrie basiert auf dem Durchleuchten von Replikas aus
diinnem blauem Silikon mit parallelem Licht [33, 35]. Der Nachteil von Replika-Methoden ist,
dass die Vorbereitung der Silikonabdriicke mit einem hohen Aufwand sowie mit einer hohen
Fehlerwahrscheinlichkeit verbunden ist. Z. B. kann die Haut, wahrend die Silikonmasse hart

wird, unter dem Silikon schwitzen, was zu einer Verzerrung des Hautbildes fiihrt.
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In-vivo Messung der Hauttopographie

Eine direkte optische Erfassung der Hautoberflache hat den Vorteil, dass die Replikavor-
bereitung entfallt und die Messung kontaktfrei verlauft. Allerdings mussen die Messgerate
eine hohe Messgenauigkeit und Auflésung haben und gleichzeitig robust gegeniber Stérun-
gen sein, da es liberaus schwierig ist, in-vivo Haut zu fixieren. Da aber die Technik besonders
in der letzten Jahren enorme Fortschritte macht, existieren gegenwartig einige Systeme, die

diesen Anforderungen entsprechen.

Ein berlihrungsloses Verfahren zur Erfassung der Hautoberflachenprofile ist die Streifen-
projektion, ein Verfahren, bei dem ein phasenverschobene Streifenmuster durch eine Mikro-
spiegelvorrichtung erstellt und auf die Haut projiziert wird (Abb. 2.6). Eine Digitalkamera, die
unter einem anderen Winkel, als das Projektionssystem, positioniert wird, erfasst drei ver-

schobene Bilder, aus den ein 3-D-Oberflachenkontur der Haut berechnet wird [21].

CCD-Kamera

Lichtgquelle i

DMD-Array

Aufnahme-
optik

Messtiefe 3D-Profil

Projektionsflache

Messflache
Messfeld (FOV)

Abb. 2.6. Prinzip des optischen 3D-Sensors (PRIMOS) [36]

Eine weitere Methode ist die Videomikroskopie. Das Visioscan (Courage & Khazaka, KolIn)

besteht aus einer Kamera, die mit einem hochauflésenden schwarz-weif3-Videosensor und
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einer UVA-Lichtquelle ausgerustet ist. Das Hohenprofil des erhaltenen Bildes wird in Grau-
stufen kodiert, was die Auflosung ziemlich begrenzt [37, 38]. Durch eine Kombination des
Streifenprojektionsverfahrens mit der Grau-Code-Methode ist die Auflosung bei FOITS (fast

optical in vivo topometrie of human skin) deutlich héher [39, 40].

In dieser Arbeit wurde das Messsystem PRIMOS (phase shift rapid in-vivo measurement
of the skin, GFMesstechnik, Teltow) fiir die Evaluierung der Hauttopographie verwendet
(Abb. 2.6). Das System findet eine breite Anwendung in der Hautforschung, fiir eine Objekti-
vierung der Bewertung des Hautzustandes, besonders der Hautalterung [41, 42], und fir

eine quantitative Bewertung der Anti-Aging-Therapie [43].

2.2.2. Rauheitsparameter

Im Folgenden die RauheitskenngréRen beschrieben, die mittels der Software Primos 5.7
berechnet werden, wobei die KenngrofSen auf ISO-Normen basieren und unabhangig von der
verwendeten Messsystem sind. Der Ablauf stellt sich wie folgt dar: nachdem ein Hohenbild
der Hautoberflache erstellt ist (Beispiel: Abb. 2.7), kann durch das Bild eine Sekante (Linie 1)
gezogen werden, fiir die das Hohenprofil (Abb. 2.8) ermittelt wird und die unten beschriebe-

nen Linienrauheitsparameter (LRP) berechnet werden kénnen.

Lange (mm)

Hohe (um)

Abb. 2.7. Hohenbild der Stirn eines 44-jahrigen Probanden, aufgenommen mit PRIMOS Pico.
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Die Software erlaubt auch die Berechnung der sog. Sternrauheit, wobei die Linien unter
unterschiedlichen Winkeln sternférmig angeordnet sind (Abb. 2.7). Die Rauheitsparameter
werden dabei fir jede Linie separat ermittelt und die Mittelwerte berechnet. Die Flédchen-
rauheitsparameter (FRP) enthalten Informationen lber die gesamte Oberflaiche und sind
somit aussagekraftiger, als die sehr stark von der Linienposition abhangigen LRP. Die FRP

sind allerdings bis dato noch nicht standardisiert [36].

Linienrauheitsparameter (LRP)

Eine der dltesten Rauheitskenngrofien, die oft benutzt wird, um die Veranderungen in der
Oberflache zu erkennen, ist der arithmetische Mittelrauwert Ra (Formel (1), [36]). Allerdings
kann Uber Ra weder zwischen Spitzen und Riefen unterschieden werden noch sind verschie-

dene Profilformen erkennbar [44].

1 plr
Ra =— [ IR(x)ldx, (1)
Ir ist die Lange der Mittellinie, und die R(x) sind die Betrage der Profilwerte in jedem Punkt x.

Der quadratische Mittelrauwert Rq ist der quadratische Mittelwert der Profilabweichun-
gen von der mittleren Linie (Formel (2), [36]). Rq ist empfindlicher auf einzelne Spitzen und
Riefen als Ra. Bei einer statistischen Auswertung des Oberflachenprofils hat Rg eine grolie

Bedeutung, da der Wert gleich der Standardabweichung der Profilhhenverteilung ist [44].

Rq = \/%foer(x)zdx. (2)
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Abb. 2.8. Der Linie 1 (Abb. 2.7) entsprechendes Rauheitsprofil
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Fléichenrauheitsparameter (FRP)

Diese Parameter werden analog zu oben beschriebenen LRP definiert, die Berechnung er-

folgt beim Integrieren der Gesamtflache.

Sa und Sq sind arithmetischer und quadratischer Mittelrauwerte, die analog zu Ra und Rz

flir die gesamte Messflache bestimmt werden:

1
Sa=——-"31"% ;-lle(xi,y]'), (3)

nxny =

1 2
5= \/nx-ny . ?31 ;le(xi'yj) ’ )

nx und ny sind die Anzahl der Punkte des Auswerterechteckes in x- und y-Richtung, R(x; y))

sind die Profilwerte an den entsprechenden Koordinaten [36].

2.2.3. Mechanische Eigenschaften der Haut

Die Haut ist ein viskoelastisches System. lhre Eigenschaften sind von der Grof3e und Form
der Zellen, dem Zusammenhalt der Schichten und der Organisation der inneren Faserstruk-
turen abhangig ist und die mit dem Altern dndern. Zu den biomechanischen Eigenschaften
der Haut gehdéren Dehnbarkeit, Zugbelastbarkeit, Viskoelastizitdat und FlieBeigenschaften. In-

vivo Messverfahren basieren auf der Hautreaktion auf Dehnung, Drehung oder Druck.

Saugmethoden (Suktion)

Die Hautoberflache wird bei dieser Methode durch Unterdruck in eine Sonde gezogen. In
der Sonde ist ein optisches Messsystem eingebaut, das die Eindringtiefe der Haut in die Son-
de erfasst. Die gangigen Gerate, denen die Elongation zu Grunde liegt, sind z. B. Cutometer
(Courage-Khazaka, Koln) oder Dermalab Elasticity module (Cortex Technology, Ddnemark),
wobei die Sonden unterschiedliche Form und Gréf3e haben. Beim Cutometer ist ein Unter-
druck von 20 bis 500 mbar einstellbar. Der Widerstand der Haut gegen das Einsaugen (Fes-
tigkeit) und ihre Fahigkeit, die Ausgangsposition wieder einzunehmen (Elastizitat) werden als
Kurven dargestellt. Diverse Messmodi sind verfligbar, z. B. Dehnungs-Zeit-Modus, bei dem
die Deformation der Haut als Funktion Uber die Zeit angezeigt wird. Die Software ermdglicht
es, die Deformationsparameter wie sofortige elastische Deformation, verzégerte Deformati-

on, unmittelbare elastische Erholung der Haut und das viskoelastische Verhaltnis u. a. zu
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berechnen [45]. Im Dermalab Elasticity module wird eine bestimmte Ausdehnung der Haut
vorgegeben. Nach Ermittlung des hierfiir bendtigten Unterdrucks werden das Young’s Modul

sowie andere viskoelastische Parameter berechnet [46].

Da im Rahmen dieser Arbeit zur Messung der mechanischen Hauteigenschaft das Cuto-
meter verwendet wurde, wird auf diese Messung im Weiteren naher eingegangen (Kap.
2.2.4, Abb. 2.9). Die Methode ist in der Hautforschung weit verbreitet. Haufig wird sie ange-
wandt, um Hautalterungserscheinungen sichtbar zu machen [47, 48] und um die Wirkung

einer kosmetischer Behandlung oder einer Verjingungstherapie nachzuweisen [49-51].
Andere Methoden

Torsionsmethoden basieren auf der Verdrehbarkeit der Haut, die von ihrer Festigkeit
(dem Turgor) abhangig ist. Junge Haut leistet einen groRen Widerstand und kehrt sofort
nach der Beendigung des Verdrehungsvorgangs zurlick in die Ausgangslage. Der Messkopf
wird mit einer Klebefolie auf der Hautoberflache fixiert und zu kleinen Drehbewegungen
veranlasst. Mittels des Dermal Torque Meters (DiaStron Limited, UK) kénnen anhand von
Widerstand, Drehwinkel und der Zeit der Verdrehungs- und Rickstellphase elastische und
plastische Anteile definiert werden. Der Frictiometer (Courage-Khazaka, K6In) misst die Ver-

drillung der Haut bei einer konstanten Drehgeschwindigkeit des Friktionskopfs [46].

Bei der Indentometrie (Eindrucksmethode) driickt ein Stempel mit einer definierten Kraft
auf die Hautoberflache. Die Eindringstiefe wird mit Uber die Zeit aufgenommen. Mit dieser
Methode kdnnen die Widerstandkrafte gegen den Druck sowie die Riickprallelastizitat der
Haut definiert werden. Bei der Lewarometrie (Ziehmethode) wird die Messsonde mit einem
doppelseitigen Klebeband auf der Haut befestigt und eine rechtwinkelige Zugkraft auf die

Haut ausgelibt [46].

2.2.4. Elastizititsparameter

In der Abb. 2.9 ist eine typische Deformationskurve nach einer Messung mit Cutometer
dargestellt. Diese Kurve besteht aus drei Zyklen, die jeweils eine Einsaugungsphase und eine
Relaxationsphase beinhalten. Die Software Cutometer MPA Q ermittelt sog. R- und F-

Parameter, die sowohl absolute, als auch relative Elastizitatsparameter darstellen [45].
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Uf (RO) ist die Amplitude (maximale Hautdeformation) des ersten Saugzyklus. Der Para-
meter spiegelt die Festigkeit der Haut wider und zwar, je niedriger Uf, desto fester ist die

Haut [45]. Die Gesamtauslenkung umfasst elastische und viskoelastische Hauteigenschaften:
Uf=Ue + Uv.

Ue ist die sofortige elastische Deformation der Haut wahrend des ersten Ansaugens. Ue
stellt den linear ansteigenden Kurvenanteil dar und wird nach ca. 0,1 s gemessen [45]. In der
Phase der elastischen Hautverformung dehnen sich alle Fasern (Kollagen, Elastin) und Faser-
blndel in der Dermis aus. Je groRRer die ,reine” Elastizitat ist, desto reversibler ist die Haut-
verformung [46]. Uv, die Viskoelastizitét, wird aus dem zweiten Teil der ersten Messkurve
ermittelt. Der Parameter stellt die verzogerte Deformation bzw. plastische Verformung der
Haut dar [45]. Die viskosen Eigenschaften der Haut werden durch innere Reibung einiger

Hautkomponente, z. B. gedehnter Kollagenfasern, hervorgerufen [46].
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Abb. 2.9. Deformationskurve einer Elastizititsmessung mit dem Cutometer

Die R- und F-Parameter, die das Einsaugungsverhalten beschreiben, sind:

RO = Uf, Gesamtdeformation, Dehnbarkeit der Haut, der Wert ist umgekehrt proportional

der Hautfestigkeit;
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R6 = Uv/Ue, Verhiltnis der verzogerten (viskosen) Deformation zur sofortigen elastischen

Deformation. Je kleiner dieser Wert ist, desto elastischer ist die Haut.

FO — Flache Uber der ersten Kurve (Abb. 2.9), normiert auf die Flache des gesamten
Rechtecks (Uf multipliziert mit Einsaugungszeit). Der Parameter ist somit von der Amplitude
unabhangig. Je steiler die Kurve ist, desto kleiner ist die Fliche und umso elastischer ist die

Haut [45, 49].

Wenn das Vakuum aufgel6st wird, kehrt die Haut nah zur Ausgangsposition zurlick, diese
wird allerdings nicht erreicht. Die gesamte Rickbildung wird durch den Parameter Ua (R8)
ausgedriickt. Je ndher Ua zu Uf ist, desto elastischer ist die Haut. In der Relaxationsphase
sind ebenso zwei Kurventeile zu beobachten, Ur ist das sofortige elastische Riickstellvermo-
gen, es wird ca. nach 0,1 s nach dem Brechen des Vakuums gemessen. Dabei ziehen sich die
Elastin- und Kollagenfasern wieder zusammen. Da die Hautbewegung wiederum durch die
innere Reibung erschwert wird, zeichnet sich die Relaxationskurve auch durch den plasti-
schen Anteil (Ua — Ur) aus [45]. Die verbleibende Deformation bzw. Dehnung der Haut am
Ende des ersten Saugzyklus (Uf — Ua) stellt eine quasi-plastische Verformung dar, die sich nur
sehr langsam zurickbildet. Diese ist ein direktes MaR dafiir, wie irreversibel der Dehnungs-

prozess war [46].
Die Parameter, die die Relaxationsphase beschreiben, sind somit:
R8 = Ua, Gesamtriickbildung;
R1 = Uf — Ua, tiefster Punkt der ersten Kurve, die verbleibende Deformation;

R2 = Ua/Uf, Ruckbildungsfahigkeit oder Bruttoelastizitdt. Je ndher dieser Wert an 1 ist,

desto elastischer ist die Haut;

R5 = Ur/Ue, Nettoelastizitat, d. h., ohne die viskose Deformation. Verhéltnis der soforti-
gen (elastischen) Rickbildung zur sofortigen elastischen Ausdehnung. Fir ein ideal elasti-

sches System betragt der R5-Wert 1.

R7 = Ur/Uf, Verhaltnis der sofortigen (elastischen) Rickbildung zur maximalen Ausdeh-

nung. Einem ideal elastischen System entspricht ein R7-Wert von 1.
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F1 — Flache unter der Relaxationskurve (Abb. 2.9), normiert auf die Flache des gesamten
Rechtecks (Uf multipliziert mit Relaxationszeit). Dieser Flachenparameter ist ebenso von der

Amplitude unabhangig. Je ndaher der F1-Wert an 0 ist, desto elastischer ist die Haut [45],[49].

Wenn der Unterdruck mehrmals an der gleichen Stelle angelegt wird, ohne dass die Haut
Zeit hat, sich davon zu erholen, kénnen die Ermidungserscheinungen messbar gemacht

werden. Die entsprechenden Parameter sind:
R3, die Amplitude der letzten Kurve; R4, der tiefster Punkt der letzten Kurve;

R9 = R3 — RO, die Differenz zwischen der letzten und der ersten Amplituden. Je kleiner

dieser Wert ist, desto weniger ermiidet die Haut [45].

2.2.5. Feuchtigkeit und Barriereeigenschaften der Haut

Eine ausreichende Hautfeuchtigkeit ist eine Voraussetzung fiir einen gesunden Hautzu-
stand. Wenn die Haut altert, mindert ihre Barriereintegritat, was zu einem erhohten Was-
serverlust fuhrt, als Folge wird die Haut trockener und rauer. Die Messung der Hautfeuchtig-
keit kann mittels mehreren Methoden durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wur-

de die Hauthydratation mittels Corneometrie ermittelt.

Die Leitfahigkeit sowie die elektrische Kapazitdt eines Gewebes sind von dessen Wasser-
gehalt abhangig. Auf einer Leitfahigkeitsmessung basieren z. B. Skicon 200 EX (I.B.S. Co., Ja-
pan), Dermalab Moisture Module (Cortex Technology, Danemark). Corneometer CM 825
(Courage-Khazaka, K6ln) und MoistureMeter (Delfin Technologies Ltd., Finnland) basieren
auf der Messung der elektrischen Kapazitat, Nova DPM 9003 und dem Messprinzip von Nova
Penquin (Nova Technology Corporation, USA) liegt eine Impedanzmessung zugrunde [52-55].
Am meisten verbreitet in der Hautforschung ist die Corneometrie. Weitere Methoden wie
NMR Tomographie oder Infrarotspektroskopie sind sehr aufwendig und finden daher kaum
Anwendung. Eine relativ neue Methode ist die in vivo konfokale Raman-Spektroskopie. Sie
ermoglicht, exakte Konzentration von Wasser oder anderen Raman-aktiven Stoffen (z. B.

Karotinoiden) in den oberen Hautschichten sowie deren Tiefenprofil zu ermitteln [56].

Veranderungen in der Integritdt der Hautbarriere konnen durch die Ermittlung des trans-

epidermalen Wasserverlustes (TEWL) erfasst werden. Der TEWL wird als die Wassermenge,

28



das in die umgebende Atmosphdre durch die Epidermis diffundiert bzw. abgedampft wird,
definiert. Das vegetative Nervensystem, die Korpertemperatur und die Durchblutung der
Haut steuern das Mal8 des TEWLs [21]. Die Messung des TEWLs erfolgt mittels Evaporimet-
rie. Der Wasserdampfpartialdruck und die Temperatur werden in zwei Abstanden von der
Hautoberfliche gemessen und der Wasserdampfgradient (g/cm?®/h) ermittelt. Gangig sind
zwei Systemtypen, mit einer offenen Sonde (Tewameter TM 300 (Courage-Khazaka, Koln),
Evaporimeter EP1 (ServoMed, Sweden)), wobei das Mikroklima unmittelbar iber der Haut
wahrend der Messung nur minimal beeinflusst wird, und das System mit einer geschlossener
Sonde (Vapometer SWL-3 (Delfin Technologies Ltd., Finnland)). Die Vergleichsuntersuchun-
gen zeigten, dass Tewameter geringere TEWL-Anderungen signifikant ermitteln kann, als

Vapometer [57]. Tewameter wurde in dieser Arbeit angewandt.
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2.3. Polyphenole als aktive Inhaltsstoffe fiir kosmetische Produkte

Wie im Kap. 2.1.4 erwdhnt, gehort eine Behandlung mit kosmetischen Wirkstoffen, die
praventiv oder reparativ wirken, zu den sekundaren Mallnahmen der Anti-Aging Therapie.
Eine Moglichkeit dabei ist die topische Anwendung von Antioxidantien, die freie Radikale
abfangen und MMPs inaktivieren kénnen, was zu einer Normalisierung der Kollagenproduk-
tion und zu einem Anti-Aging-Effekt fiihren kann [28]. Beispielsweise, Polyphenole sind na-
turliche Pflanzenstoffe, die in der Literatur als sehr potente Antioxidantien beschrieben wer-

den [4, 58], was sie zu sehr attraktiven kosmetischen Inhaltsstoffen macht [59].

2.3.1. Chemische Zusammensetzung wichtiger Polyphenolklassen

Der Begriff "Polyphenole" umfasst eine komplexe Gruppe von chemischen Verbindungen,
die in ihrer Struktur mehr als eine phenolische Hydroxylgruppe enthalten, die an einem oder
mehreren Benzolringen gebunden sind. Phenolsduren und Zimtsduren sind einfache Pheno-
le, die in der Regel Vorlaufer fur die Biosynthese von komplexeren Molekilaggregaten sind.
In Abb. 2.10 sind die Strukturformeln typischer Reprdsentanten von Phenolsduren

(p-Hydroxybenzoesaure, Protocatechusdure) und Zimtsauren (Zimt- und Kaffesdure) darge-

stellt [26].
o OH o OH
\ ﬁ/
o OH o OH
N X / =
OH i
OH OH
p-Hydroxybenzoesaure Protocatechuséaure Zimtsaure Kaffeesaure

Abb. 2.10. Strukturformeln typischer Phenol- und Zimtsduren

Flavonoide bilden die grofRte Gruppe von Polyphenolen, bei denen zwei Benzolringe (A, B)
mittels eines sechs-atomaren Heterozyklus gebunden sind (z.B. Naringenin, Abb. 2.11). Der
A-Ring stammt aus der Kondensation von drei Malonyl-Coenzym-A-Molekilen. Der Ring B
stammt aus p-Cumaryl-CoA, daher ist der A-Ring der meisten Flavonoide entweder meta-di-

oder meta-trihydroxyliert [26]. Der B-Ring der Isoflavone ist an einer anderen Position des
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Sauerstoffhaltigen Heterozyklus gebunden (Abb. 2.11). Der Heterozyklus von Flavanonen

enthalt ebenso eine Ketongruppe, aber keine ungesattigten C-C Bindungen (z.B. Naringenin).

OH
OH
OH
OH O

C
OH o

OH  OH

Naringenin Isoflavon Leucocyanidin

Abb. 2.11. Strukturformeln von Vertretern der Flavanone (Naringenin), Isoflavone und Leucoanthocyanidine

Flavane besitzen einen komplett gesattigten Heterozyklus. Sie werden in Leucoanthocya-
nidine (Abb. 2.11) und Flavan-3-ole (Flavanole oder Catechine, Abb. 2.12) unterteilt. Cate-
chine werden oft mit einem Gallussaurerest bei der OH-Gruppe in der Position 3 esterifiziert
(Catechingallat, Abb. 2.12)

OH

OH

OH

OH

OH OH

Catechin Gallocatechin Catechingallat OH

Abb. 2.12. Strukturformeln typischer Catechine

Der Heterocyclus von Flavonen enthdlt eine Ketongruppe und hat eine ungesattigte
C-C-Bindung (Abb. 2.13, Quercetin). Die OH-Gruppe in der Position 3 ist oft glykosiliert. Zur
groflen Gruppe der Anthocyane gehoren rote-blau-schwarze Pigmente, die in Blumen und
Frichten vorkommen. Der Heterocyclus der Anthocyanidine (Aglykone) stellt ein Pyriliumka-

tion dar (Abb. 2.13, Pelargonidin). Anthocyanine sind die Glykoside von Anthocyanidinen.
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Durch die Verknipfung von Flavonoiden mit Zucker oder Sduren entstehen tber 4.000 ver-

schiedene Verbindungen, die in Pflanzen natdirlich vorkommen [26].

OH OH
OH OH
o

OH

Quercetin Pelargonidin

OH l
Q / i
OH Resveratrol

Abb. 2.13. Strukturformeln von Vertretern der Flavone (Quercetin), Anthocyaninide (Pelargonidin), Xanthone und Stilbe-
ne (Resveratrol)

Xanthone haben eine Cg-C;-Cg-Struktur (Abb. 2.13) und kommen u. a. in Blumen und tro-
pischen Friichten als gelbe Pigmente vor. Stilbene besitzen eine Cg-C,-Cs-Struktur. Ein Repra-
sentant der Stilbene, Resveratrol (Abb. 2.13), wird als "magisches Polyphenol" aus Rotwein

bezeichnet [26].

2.3.2. Quellen und Funktion der Polyphenole

Polyphenole gehoéren zu den sekundaren Pflanzenstoffen, denn sie werden nicht im pri-
maren Energierstoffwechsel von Pflanze gebildet und dienen z. B. zum Schutz der Pflanze
gegen UV-Strahlung oder Schadlinge. Sie sind flir die Pflanze nicht lebensnotwendig und
werden nur in geringen Mengen gebildet. Wichtige natlrliche Quellen von Polyphenolen
sind Friichte, Tee, Gewiirze oder Olsaaten. Auch die nach der Verarbeitung der Rohstoffe
anfallenden landwirtschaftlichen Nebenprodukte, wie beispielsweise Apfel- oder Trauben-
trester, Kaffeerlickstande etc. sind reich an Polyphenolen. In Tabelle 2.1 sind einige Poly-

phenolquellen aufgefihrt.
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Tabelle 2.1. Quellen pflanzlicher Polyphenole (nach [60])

Quelle Meist enthaltene phenolische Substanzen
Friichte Beeren Flavanole, Hydroxyzimtsauren, Hydroxy-
benzoesauren, Anthocyanine
Kirschen Hydroxyzimtsdauren, Anthocyanine
schwarze Trauben Anthocyanine, Flavonole
Zitrusfrichte Flavanone, Flavonole, Phenolsduren
Pflaumen, Apfel, Birnen, Kiwi Hydroxyzimtsauren, Catechine
Gemiise Aubergine Anthocyanine, Hydroxyzimtsauren
Chicorée, Artischocken Hydroxyzimtsauren
Petersilie Flavone
Rhabarber Anthocyanine
SuRkartoffelblatter Flavonole, Flavone
Gelbe Zwiebel Flavonole
Bohnen Flavanole
Spinat Flavonoide, p-Cumarinsaure
Mehl Hafer, Weizen, Reis Kaffeesaure, Ferulasadure
Tee schwarzer Tee, griiner Tee Flavanole, Flavonole
Getréinke Rotwein Flavanole, Flavonole, Anthocyanine
Cider Hydroxyzimtsauren
Orangensaft Flavanols
Kaffee Hydroxyzimtsauren
Schokolade Flavanols
Kréiuter und  Rosmarin, Salbei Carnosolsaure, Carnosol, Rosmarinsaure,
Gewiirze Rosmanol
Oregano Rosmarinsaure, Phenolsauren, Flavonoide
Thymian Thymol, Carvacrol, Flavonoide, Luteolin

Eine wichtige Quelle von Polyphenolen sind Weintrauben (Vitis Vinifera). Das Poly-
phenolspektrum ist sehr breit und umfasst sowohl Flavonoide als auch andere Verbindungen
wie Phenolsdauren oder Stilbene. Der Gesamtpolyphenolgehalt in roten Trauben variiert je
nach Sorte 4 bis 5 g GAE/100 g TM (g Gallussdure-Aquivalente pro 100 g Trockenmasse) in
der Haut und von 5 bis 8 g GAE/100 g TM in den Kernen. Die Wichtigsten Vertreter sind Ca-
techin und Epicatechin (Kerne), Quercetin, Rutin und Resveratrol (Haut) [61]. Wahrend der
Weinproduktion wird ein grofRer Teil der phenolischen Verbindungen mitextrahiert, so dass
der Polyphenolgehalt in Wein je nach Sorte bis 3,2 g GAE/L betragen kann [62]. Traubentres-
ter weisen nach dem Pressen aber auch einen relativ hohen Polyphenolgehalt auf; ca. 0,8 bis
2,9 g GAE/100 g TM konnten aus weiBem bzw. rotem Traubentrester extrahiert werden [4],

[63], [64] was diese zu einer wesentlichen Polyphenolquelle macht.
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Tee ist ebenso eine der wichtigsten Quellen der Polyphenole. Zu Teepolyphenolen geho-
ren hauptsachlich Flavanole (Catechine); der Polyphenolgehalt und somit das antioxidative
Potential des griinen Tees ist viel hoher im Vergleich zu schwarzem, weiRem oder Oolong-
tee. Epigallocatechingallat (EGCG), Epigallocatechin (EGC) und Epicatechingallat (ECG) sind in
griinem Tee in vergleichsweise hohen Konzentrationen enthalten [65]. Extrakte aus Eiche,
Kiefer und Zimt weisen ein sehr hohes antioxidatives Potential auf, diese Pflanzen enthalten
300-400 mg GAE/g Polyphenole [66]. Oliven und Olivendl, Sesam und diverse Olsaaten wie
Sonnenblumen sowie kaltgepresste Ole enthalten polyphenolische Verbindungen wie
Flavonoide und Phenolsdure [60]. Die Reste nach der Saftherstellung aus Acerolakirsche,
Ananas und Passionsfriichte enthalten jeweils 0,7; 0,28 und 0,1 g GAE/100 g TM [67]. Andere
tropische Friichte, wie zum Bespiel Mangostane, enthalten bis zu 4,8 g GAE/100 g TM, wobei
die Hauptsubstanzen Xanthone sind [68]. Tabakpflanzen enthalten Flavonoide Apigenin,

Quercetin und Rutin [69], Blumen wie Orchideen sind ebenso reich an Flavonoiden [70].

2.3.3. Bioaktive Eigenschaften von Polyphenolen

In der Literatur werden zahlreiche positive Wirkungen von Polyphenolen auf die Haut be-
schrieben, wie beispielsweise die Hemmung von UV-induzierten Hautschaden [71], entziin-

dungshemmende Eigenschaften [72] oder Wirkung gegen Melanoma [73, 74].

Die am meisten untersuchte Eigenschaft der Polyphenole ist die Radikalfangeraktivitat
[67, 75]. Wie oben beschrieben, spielen ROS eine wichtige Rolle bei pathophysiologischen
Prozessen sowohl in der Haut, als auch in anderen Organen. Bei einer Untersuchung von
wassrigen Extrakten aus 30 Pflanzen wurde eine Korrelation zwischen dem Polyphenolgehalt
der Extrakte und deren antioxidativer Kapazitat festgestellt [66]. Pflanzliche Polyphenole
dienen nicht nur als ROS-Fanger, Metallchelatoren und Enzymmodulatoren, ihre antimikro-
bielle, immunostimulierende, chemopreventive und Wundheilaktivitdt werden ebenso in der

Literatur beschrieben [4-7].

Epigallocatechingallat (EGCG) ist ein sehr potentes Polyphenol, das natirlich im griinen
Tee (Camellia sinensis L. Kuntze) vorkommt. Studien in Tiermodellen zeigen, dass antioxida-
tiv und entziindungshemmend wirkende Griinteeextrakte schadliche Auswirkungen der UV-

Exposition reduzieren kénnen [76]. Sevin et al. [71] berichtet Uber einen protektiven Effekt
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des EGCG auf die Rattenhaut, wenn EGCG vor UV-Bestrahlung topisch appliziert wurde. Im
Rahmen einer Humanstudie von Katiyar et al. konnte ein protektiver Effekt von EGCG ge-
genliber dem durch die UV-Strahlung ausgeldsten oxidativen Stress nachgewiesen werden
[77]. Einige Studien am Menschen lassen ein chemopraventives Potential des EGCG vermu-
ten, allerdings wird diese Wirkung derzeit noch diskutiert, da in anderen Studien keine signi-

fikanten Ergebnisse gezeigt werden konnten [76].

Bekannt ist das sogenannte ,franzosisches Paradox”, wobei die epidemiologische Daten
aus Frankreich auf eine schiitzende Wirkung von Rotwein trotz einer fettreichen Erndahrung
hinwiesen [78]. Weitere Studien geben Hinweise darauf, dass positive Effekte auf das kardi-
ovaskuldre System auf die Polyphenole, insbesondere Resveratrol, zuriickzufiihren sein kann
[79]. Neben den kardioprotektiven Wirkungen wurde eine antikanzerogene Wirkung des
Resveratrols beschrieben, die vermutlich an der Fahigkeit liegt, die Proliferation einer Viel-
zahl von Tumorzellen zu unterdriicken. Hierzu gehdren lymphatische und myeloische Krebs-
arten, multiples Myelom, Brusttumoren, Prostata-, Magen-, Darm-, Pankreas- und Schilddri-

senkrebs; Melanom, Plattenepithelkarzinom; Ovarialkarzinom und Zervixkarzinom [80].

Flr einige Flavonoide (Luteolin, Quercetin, Galangin) sowie fir Stilben Resveratrol wurde
eine protektive Wirkung in Zelllinien gegentiber dem von H,0; induziertem oxidativen Stress
nachgewiesen. Allerdings kam es bei zu hohen Konzentrationen zu zytotoxischen Effekten
und Zellapoptosis, es wurden Uberschneidungen von protektiven und toxischen Effekten der

Polyphenole beobachtet [81].

Unter den berichteten positiven Auswirkungen der Polyphenole auf den menschlichen
Organismus und insbesondere auf die Haut, ist auch eine inhibierende Wirkung auf die Mat-
rix-Metalloproteinasen beschrieben, z. B. auf MMP-1 (Collagenase), die unter oxidativem
Stress aktiviert werden (Kap. 2.1.3). In-vitro Studien belegen eine hemmende Wirkung poly-
phenolischer Extrakte bzw. einzelner phenolischer Verbindungen auf die Enzyme der extra-
zelluldren Matrix Collagenase, Elastase, Hyaluronidase, die den Abbau von Collagen, Elasin
bzw. Hyaluronsdure in der Dermis verursachen und zu einer vorzeitigen Alterung beitragen

(8,9, 82].
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Die beschriebenen Wirkungen lassen ein hohes Potential pflanzlicher Polyphenole als ak-
tive Inhaltsstoffe fiir kosmetische Zubereitungen erwarten, das nach einer topischen Appli-

kation einen Anti-Aging-Effekt in der Haut erzielen kdnnte.

2.4. Kosmetische Emulsionen

Emulsionen sind die meist verbreiteten Systeme topischer Formulierungen nicht nur auf-
grund ihres Solubilisierungsvermdgens fir sowohl lipophile als auch hydrophile Bestandteile,
sondern auch wegen einer hohen Akzeptanz bei der Anwendung auf der Haut aufgrund an-
sprechender sensorischen Eigenschaften. Emulsionen sind heterogene Systeme, die aus zwei
nicht mischbaren Phasen (Wasserphase und Olphase) bestehen, wobei die eine Phase in der
anderen dispergiert und mit einem Emulgator stabilisiert wird [83]. Die Konsistenz von Emul-
sionen hangt stark von der Zusammensetzung und Gehalt der Lipidphase und der verwende-
ten Tenside ab, so dass sie von fliissigen (Lotionen) zu halbfesten Formulierungen (Cremes)

variieren kdénnen [16].

2.4.1. Emulsionstypen

Zwei wesentliche Emulsionstypen sind Ol-in-Wasser (O/W) und Wasser-in-Ol (W/0O)-
Emulsionen. Bei den O/W-Emulsionen handelt es sich um ein zweiphasiges System, in dem
die Olphase (disperse Phase) in der Wasserphase (Dispergiermittel, duRere, kontinuierliche
Phase) dispergiert ist. In W/O-Emulsionen bildet das Ol die kontinuierliche Phase. Welcher
Emulsionstyp entsteht, wird durch den Emulgator bestimmt. Die Phase, in der der Emulgator
besser 6slich ist, wird zur kontinuierlichen Phase (Regel von Bancroft) [29]. Bei multiplen

Emulsionen liegt die innere Phase als Emulsion vor (z. B. W/O/W- oder O/W/O-Emulsionen).

Mikroemulsionen sind thermodynamisch stabile transparente Systeme, die spontan durch
den hohen Emulgatoranteil entstehen. Nanoemulsionen sind kinetisch stabilisiert, d. h. sie
entstehen durch z. B. Hochdruckhomogenisierung mit oder ohne Emulgatoren. Die Teilchen-
groRe betragt bei den beiden Typen 10-100 nm. PIT-Emulsionen entstehen durch die Erwar-
mung einer O/W-Emulsion bis zur Phaseninversionstemperatur (PIT), wobei eine W/O-
Emulsion entsteht. Durch die anschlieBende Abkihlung zur Raumtemperatur entsteht eine
fein verteilte O/W-Emulsion (Tropfchendurchmesser 100-400 nm). Pickering-Emulsionen

enthalten feinstverteilte Feststoffteilchen, die an der Phasengrenze angereichert werden
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und die Emulsion durch Verhinderung des ZusammenflieSens disperser Phase stabilisieren

[29].

2.4.2. Emulsionsinhaltsstoffe

Da im Rahmen dieser Arbeit einige Komponenten variiert wurden, wird im Folgenden auf

die wesentlichen Emulsionsinhaltsstoffe eingegangen.

Emulgatoren sind oberflachenaktive Stoffe (Tenside), die die Grenzflichenspannung re-
duzieren und somit die Emulsionsstabilitat positiv beeinflussen [84]. In Hautpflegemitteln
werden in der Regel nicht-ionische Emulgatoren eingesetzt. Deren hydrophiler Molekdlteil
besteht z. B. aus Glycerin, Polyglycerin, Sorbitanen, Kohlenhydraten oder Polyoxyethylengly-
kolen. Der hydrophobe Teil besteht beispielsweise aus Fettalkoholen oder Fettsduren. Die
Zusammensetzung der dieser Emulgatoren lasst sich durch die Kettenlangen stark variieren.
Ubliche Reprisentanten sind selbst-emulgierende Glycerinmono-/distearate sowie deren
Ethoxylate, Mono-, Di-, Trifettsdureester der Sorbitane und deren ethoxylierten Derivate.
Phospholipide stellen natiirliche Emulgierwachse dar [16]. Coemulgatoren (z. B. Cetylalko-

hol) tragen der zusatzlichen Stabilisierung der Emulsion bei.

Eine wichtige Charakteristik flir Emulgatoren ist der HLB-Wert (hydrophilic-lipophilic ba-
lance), der ein MaR fiir die Wasser- bzw. Olléslichkeit darstellt. Der HLB-Wert kann nach der
Formel (5) berechnet werden und somit von 1 bis 20 variieren [84]. Substanzen mit einem
HLB-Wert < 10 sind W/O-Emulgatoren, mit hdherem — O/W-Emulgatoren. Der HLB-Wert ist

temperaturabhdngig, deswegen erfolgt bei der PIT eine Inversion der Phasen [85].

HLB = 20-x / MW, (5)
wobei x der hydrophile Teil der Molekil und MW die Molmasse ist.

Lipophile Bestandteile bestimmen Konsistenz und Hautgefuhl der Emulsion. Beispielswei-
se hangt das Fettigkeitsgefiihl von der Spreitfahigkeit (Verteilbarkeit) der Olkomponente ab.
Hierzu gehoren feste, halbfeste und flissige Kohlenwasserstoffe (Parafindl, Vaseline), natr-
liche Ole und Wachse (Weizenkeimél, Bienenwachs), modifizierte Triacylglyceride (z. B. par-
tiell hydriertes Kokosfett, Caprylcaprinsduretriglycerid), Fettsaureester, Silicone bzw. Polyor-

ganosiloxane (Dimethicone) u. a [29].
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Zu hydrophilen Komponenten gehéren Feuchthaltemittel - Wasser bindende Substanzen

wie Polyole (Glycerin, Sorbit), ethoxylierte Polyole und hydrolysierte Proteine, Komponenten
des natirlichen Feuchthaltefaktors der Haut wie Harnstoff oder einige Aminosduren [29].
Zur Viskositatsregelung der Wasserphase werden Polymere (Verdickungsmittel) eingesetzt,
die durch gebildete Netzwerke auch die Koagulation der Emulsion verhindern [86]. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde Glycerin als Feuchtemittel und Hydrokolloid Xanthan als Verdi-

ckungsmittel eingesetzt.

Wirksubstanzen dienen zur Beeinflussung von Physiologie und Funktion der Haut oder zu

ihrem Schutz. Der Auswahl der Wirksubstanz hangt von der gedachten Anwendung ab. Fir
eine Anti-Aging Therapie bzw. Pravention (Kap. 2.1.4) werden beispielsweise Antioxidantien
eingesetzt, die die Einflliisse von ROS auf die Haut mildern kénnen [28]. Wie im Kap. 2.3.3
beschrieben, sind pflanzliche Polyphenole sehr potente Wirksubstanzen fiir eine topische

Anwendung.

2.4.3. Stabilitit von Emulsionen

Kosmetische Emulsionen sollen Gber einen viel langeren Haltbarkeitszeitraum verfiigen
als z. B. Lebensmittelemulsionen, die relativ schnell verzehrt werden. Von der Kosmetikin-
dustrie wird eine Stabilitat von Uber drei Jahren angestrebt. Die komplexe Stabilitdat umfasst
dabei physikalische, chemische und mikrobielle Stabilitdat. Mit physikalischer Stabilitat wird
die Emulsionsstabilitdt bezeichnet, so dass kein Aufrahmen, Koagulieren oder Koaleszens
wahrend der Lagerung stattfindet. Unter chemischer Stabilitdit wird die Stabilitat der
Wirksubstanzen sowie anderer Emulsionskomponenten verstanden, deren Abbau beispiels-
weise durch Oxidation verursacht wird. Die Oxidationsvorgange kénnen durch Antioxidati-
onsmittel oder/und durch Herstellung/Verpackung unter einer sauerstoffarmen Atmosphare
(z.B. unter Stickstoff) verhindert werden. Zur Gewahrleistung einer mikrobiellen Stabilitat

werden haufig Konservierungsmittel eingesetzt [28, 29].

Physikalische Stabilitédt von Emulsionen

Emulsionen sind themodynamisch instabile Systeme, deren Stabilitdt das Aufrahmen bzw.
die Sedimentation, Aggregation und Koaleszens der dispersen Phase entgegenwirken (Abb.

2.14). Diese Prozesse fiihren zur Emulsionstrennung [85, 87].
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Abb. 2.14. Stufen der Emulsionsdestabilisierung

Mehrere Faktoren spielen bei der Emulsionsstabilitdt eine wichtige Rolle. Die Grenzfld-
chenspannung ist in dispersen Systemen aufgrund einer groRen Phasengrenzfliche sehr
hoch. Durch eine Aggregation der dispersen Phase nimmt die Spannung ab. Tenside bzw.
Emulgatoren reduzieren die Grenzflachenspannung infolge ihres amphiphilen Charakters
und stabilisieren somit die Emulsion. Eine geeignete Kombination der Emulgatoren, die eine
stabile Grenzschicht bilden kénnen, sowie die geometrische Anordnung der Emulgatormole-
kile an der Grenzflache bei der Emulsionsstabilisierung, spielen entscheidende Rolle. Die
elektrostatische Abstofsung von gleich geladenen Tropfchen wirkt ebenso einer Aggregation
entgegen. Das Oberflachenpotential der emulgierten Trépfchen (Zeta-Potential) wird oft zur
Beurteilung der Emulsionsstabilitdt herangezogen. Hohere Viskositét der externen Phase
tragt zu einer erhéhten Emulsionsstabilitat bei. In vielen Formulierungen ist ein stark hydra-
tisiertes Gelgerlist vorhanden, das zu einer verbesserten Stabilitdt beitragt. Trépfchengro-
Benverteilung sowie die Dichtedifferenz zwischen den Phasen sind ebenso wichtige Faktoren
der Emulsionsstabilitdt. GroBere Tropfchen sind thermodynamisch stabiler als kleine. Bei
einer Oswald-Reifung wachsen die groReren Tropfchen auf Kosten der kleineren, daher be-

wirkt eine enge TropfchengréRenverteilung eine bessere Stabilitat [29, 84].

Priifmethoden zur Emulsionstabilitdt

Durch einen Zentrifugentest kann die Entmischungsgeschwindigkeit und die Emulsions-
stabilitdt beurteilt werden. Mithilfe einer analytischen Zentrifuge kénnen Veranderungen in

der Emulsion bereits wahrend der Messung bewertet werden [88].

Die Emulsionsstabilitat kann in Lagertests geprift werden. Die Proben werden bei Raum-
temperatur und bei 40 °C, bzw. abwechselnd bei -10 und +20 °C oder 40 °C) gelagert und die

Stabilitat nach einer der geeigneten Methode beurteilt, z. B. mittels einer mikroskopischen
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Betrachtung im Licht-mikroskop oder Rasterelektronenmikroskop oder Laserbeugungsspekt-
roskopie konnen die TropfchengréBen und deren Verteilung ermittelt werden [84]. Messung
der elektrischen Leitfdhigkeit ermoglicht die Bestimmung des Wasseranteils in Emulsionen.
Da das Ol nicht leitend ist, nimmt die Leitfdhigkeit an der Oberfliche beim Aufrahmen der
O/W-Emulsion ab. Bei einer Phaseninversion ist ein Sprung in der Leitfahigkeit zu beobach-
ten [34]. Die unten beschriebenen rheologischen Messungen, durchgefiihrt vor und nach der

Lagerung, ermoglichen ebenso Aussagen Uber die Emulsionsstabilitat.

2.4.4. Rheologie von Emulsionen

Die Rheologie beschreibt das Flie3- und Verformungsverhalten von Stoffen. Die Anlagen
und Pumpen fir den Herstellungsprozess werden anhand der rheologischen Daten projek-
tiert. Rheologische Eigenschaften bestimmen zudem die Entnahmefahigkeit, die Verteilbar-

keit und das Hautgefuhl beim Auftragen kosmetischer Produkte.

Die Viskositat eines Fluids kann als Widerstand gegen die Reibung, die infolge der Bewe-
gung des Fluids entsteht, bezeichnet werden. Die dynamische Viskositat (n, Pa-s) wird als

Quotient der Schubspannung (t, Pa) und Schergeschwindigkeit (y, 1/s) definiert [89].

n=t/y. (6)

Emulsionen gehodren zu nicht-newtonschen Fluiden, d. h. deren Viskositdt hdangt von der
Scherrate ab. Mit steigenden Scherraten sinkt die Viskositat, da die Beweglichkeit der Tropf-
chen mit zunehmender Schubspannung ansteigt. Dieses scherverdiinnende Verhalten ist

charakteristisch fur strukturviskose Fluide [90].

Zur Messung von rheologischen Eigenschaften existieren verschiedene Messgerate. Auf-
grund ihrer hohen Reproduzierbarkeit und einfachen Temperierbarkeit werden haufig
Schubspannung- oder Schrerraten-gesteuerte Rotationsrheometer eingesetzt. Diese haben
unterschiedliche Messgeometrien (z. B. Platte-Platte, Kegel-Platte, koaxialer Zylinder), wobei
die Probe zwischen dem rotierenden bzw. oszillierenden und dem ruhenden Element ge-
schert wird. Die Gerdte haben in der Regel eine Temperatursteuerung und sind program-
mierbar. Es kdnnen nicht nur Viskositatskurven, FlieBgrenzen, sondern auch das viskoelasti-

sches Verhalten stukturviskoser Fluide ermittelt werden [89, 91].
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Oszillationsmessungen liefern Informationen Uber die strukturellen Eigenschaften von

Materialien. Die Schubspannung t wird sinusformig vorgegeben (mit der Frequenz w). Die
Antwortkurven (Deformation y) weisen je nach der Substanzart verschiedene Phasenwinkel-
verschiebung (6) auf: bei idealelastischen Kérpern sind t-und y-Kurve ,in Phase” (6 = 0); bei
einer idealviskosen Flissigkeit 6 = 90°. Bei einem viskoelastischen Material verschiebt sich

die y-Kurve um 0 < 6 < 90°. Dabei wird die Schubspannung wie folgt dargestellt [91]:

T = 7[G'(w) sin(wt) + G"'(w)cos(wt)], (7)
T =716 (w)| sin[(wt) + §(w)]. (8)
G* ist ein komplexes Schubmodul (Pa), dessen realer Teil das Speichermodul G, und des-
sen imaginarer Teil das Verlustmodul G* ist:
G*=G+*G". (9)
6 = arctan (G"/G’) (10)
Das Speichermodul G’ (Elastizitaitsmodul) stellt die wahrend eines Schwingungszyklus ge-
speicherte Verformungsenergie dar, die fiir die Rickdeformation erforderlich ist. G* repra-
sentiert das elastische Verhalten der Probe und ermdéglicht somit Aussagen Uber die Gelstar-
ke. Der Verlustmodul G* (viskoser Modul) prasentiert die verlorene Deformationsenergie,
die zum viskosen FlieBen bendtigt wird und die als Scherwarme verloren wird. tan 6 wird als

Verlustfaktor bezeichnet und liefert Aussagen zum Gel-/Solcharakter [89].

2.4.5. Sensorische Eigenschaften

Die Akzeptanz eines kosmetischen Mittels beim Verbraucher ergibt sich unter anderem
aus taktilen Eigenschaften [92]. Geprift wird sie beispielsweise durch die die Herstellung
eines sensorisches Profils fur jeweilige Formulierung mit einem Experten-Panel. Bewertet
werden z. B. Verteilbarkeit, Einziehvermégen, Oligkeit, Klebrigkeit, Entnehmbarkeit, Konsis-

tenz usw. [93].

Sensorische Prifmethoden werden in deskriptive Prifungen und Unterschiedsprifungen
unterteilt. Bei deskriptiven Priifungen kénnen die Probanden Proben mit Begriffen beschrei-
ben, die anschliefend besprochen und als Attribute festgelegt werden. Bei Unterschiedspri-
fungen werden zwei oder mehrere Produkte miteinander verglichen. Dazu gehdren bei-

spielsweise Dreiecksprifungen (zwei Proben sind gleich, eine Probe weicht ab), paarweise
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Vergleichsprifungen (zwei unterschiedliche Proben) und Rangordnungsprifungen (mehr als

zwei Proben, die Auspragung der Attribute wird nach der Intensitat sortiert) [94].

2.5. Wirkstofffreisetzung und dermale Permeation

Bei einer topischen Applikation von aktiven Wirkstoffen ist es wichtig, dass die Wirkstoffe
in die Zielhautschichten penetrieren, in denen sie ihre Wirkung ausiiben kénnen. Es wird
zwischen der Stratum Corneum (SC)-Absorption, dermaler Absorption und perkutaner Pe-
netration unterschieden. Die SC-Absorption charakterisiert die Menge der topisch applizier-
ten Substanz, die in dem SC verbleibt. Diese gilt als nicht systemisch verfliigbar. Dermale Ab-
sorption beschreibt die Substanzmenge, die in die Epidermis und Dermis (exklusive SC) dif-
fundiert. Die perkutane Penetration bedeutet, dass die Substanzen die Dermis durchdrungen
haben. In den beiden letzten Fillen gelten die entsprechenden Substanzen als systemisch

verfligbar [14].

Bei dermaler Permeation spielt der Hautzustand eine wichtige Rolle. Beispielsweise Ver-
letzungen fiihren zu deformierten Barriereeigenschaften, was wiederum zu héheren Perme-
ationsraten fuhrt. Die Hornschichtbarriere verschiedener Hautareale unterscheidet sich
stark, was zu regionalen Differenzen bei der Permeation von Wirkstoffen fuhrt. Das Alter der
Haut, der Hydratationszustand der Hornschicht, ihre Durchblutung und die Temperatur der
Haut sowie der Metabolismus von Mikroorganismen auf der Hautoberflache weisen ebenso
einen groBen Einfluss auf die Permeabilitat der Haut auf. Des Weiteren sind die Vehikelei-
genschaften fur die Hautpermeation von essentieller Bedeutung. Spreitfahigkeit, Viskositat,
Abdeckvermogen, pH-Wert u. a. gehéren zu Formulierungsattributen, die sich entweder ver-
starkend oder vermindernd auf die Hautpermeation auswirken kénnen. Wirkstoffqualitaten
wie Loslichkeit in der Formulierung, Polaritat, Diffusions- und Verteilungskoeffizienten, Kon-
zentration sowie Applikationsart, -dauer, -haufigkeit, -menge, -flache sind weiter wichtige

Faktoren, die bei der dermaler Permeation beriicksichtigt werden missen [92, 95].

2.5.1. In-vitro Testsysteme

Die Prifung der dermalen Permeation in-vitro erfolgt in der Regel in sog. Diffusionszellen.
Diese bestehen aus einer Donor- und einer Akzeptor-Kammer, die durch eine Hautmembran
getrennt sind. Die Haut wird so fixiert, dass sie mit der dermalen Seite in Kontakt zur Rezep-
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torphase (Blutimitat) gebracht wird, die temperiert und gut vermischt werden muss. Die
Zellen werden aus einem inerten Material (z. B. Glass) hergestellt. Wahrend des Tests erfolgt
eine Probenentnahme. Eine gangige Apparatur sind Diffusionszellen nach Franz [13, 14]

(Abb. 2.15).

LR

Abb. 2.15. Diffusionszelle nach Franz. 1 — obere Permeationszelle (Donorkammer), 2 — topisch applizierte Formulierung, 3 —
Membran oder Hautbiobsie, 4 — untere Permeationszelle (Akzeptorkammer), 5 — temperierte Fllssigkeit, 6 — Doppelwand,
7 — Probenentnahmerohr, 8 — Rezeptorfliissigkeit, 9 —Magnetriihrer

Neben den stationaren sind Durchflussdiffusionszellen (flow-through) anwendbar, die ei-
ne automatisierte Probenentnahme ermoglichen [14]. Diese Zellen sind naher zur in-vivo-
Situation, da durch den standigen Austausch der Rezeptorfliissigkeit die penetrierende Sub-
stanz aus der Haut schneller ausgewaschen wird. Beim Saarbriicker Penetrationsmodell
dient die Haut selbst als Akzeptor, sie wird zur Untersuchung der Wirkstoffpenetration in die

Haut verwendet, wobei die Inkubationszeit hier eingeschrankt ist [96].

2.5.2. Rezeptorfliissigkeit

Die Zusammensetzung der Rezeptorflussigkeit darf die Penetration des Wirkstoffes nicht
limitieren. Integritat sowie Permeationseigenschaften der Haut dirfen nicht beeinflusst
werden. Der Wirkstoff soll unter den Testbedingungen in der Rezeptorphase 6slich sein.
Somit wird das Rezeptorkammervolumen so ausgewadhlt, dass die Menge an Penetrant nicht

hoéher als 10% der Sattigungskonzentration ansteigen kann, aber noch analysierbar ist [14].

Fir hydrophile Molekile wird eine Salzlésung bzw. eine Pufferlosung verwendet. Fir die
Solubilisierung lipophiler Komponenten werden Serumalbumin sowie andere nichtionische
Emulgatoren zugesetzt. Bei Bedarf kann zur mikrobiologischen Stabilisierung auch ein Anti-
biotikum zugesetzt werden (z. B. bei langerer Versuchsdauer). Bei Frauen et al. wird bei-

spielsweise ein Blutimitat aus Wasser, Natriumchlorid, Gentamycin und Albumin beschrie-
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ben [97]. Riedel et al. verwendeten ein Natriumphosphatpuffer [96]. Ein Einsatz eines Kali-
umphosphatpuffers mit Penicillin und Streptomycin oder Zugabe von bis zu 50% Ethanol ist

ebenso in der Literatur beschrieben [14].

2.5.3. Hautmembranen

Die Auswahl eines Hautmodells wird durch die Ziele der Untersuchung sowie durch die
Verfligbarkeit der Hautproben determiniert. Empfohlen wird in der Regel die Humanhaut, da
sie am meisten realistischste Ergebnisse liefert, allerdings, aufgrund deren beschrankten
Verfligbarkeit werden haufig Hautmodelle tierischen Ursprungs (z. B. vom Schwein oder

Maus) sowie synthetische Membranen verwendet [14].

Ex-vivo Haut muss sehr vorsichtig behandelt werden. Unmittelbar nach der Entnahme
mussen der Kiihltransport, die Aufbereitung (Waschen, Entfernen der Fettgewebe, Schnei-
den) und das Einfrieren auf -20 °C erfolgen. Eine Hautmembran kann ,ganze” Haut, Spalt-
haut, Epidermis oder Dermis sein. Fir Permeationsuntersuchungen, insbesondere bei lipo-
philen Komponenten werden normalerweise diinnere (£ 1Imm) Hautmembranen (Spalthaut)
verwendet, es sei denn, Ziel der Studie ist es, Penetrationsprofil in Hautschichten zu ermit-
teln. Hierzu wird die ganze Haut untersucht. Die Lagerungszeit bei -20 °C betragt 3 bis 6 Mo-

nate [14].
Kiinstliche Haut

Es ist auch moglich, menschliche Haut aus Hautzellen zu rekonstruieren. Auf dem Markt
sind Vollhautdquivalente (Episkin™, Epiderm™, Testskin™ u. a.) verfligbar. Deren Barriereei-
genschaften sind meistens mit menschlicher Haut vergleichbar, die Funktionalitdt ist jedoch
abweichend. Bis heute ergab sich keine Korrelation mit in-vitro und in-vivo Permeationsstu-

dien [98].

Synthetische Membranen

Schwierigkeiten bei der Aufbereitung und die Notwendigkeit der Konservierung von Hu-
man- oder tierischer Haut sind die Hauptgriinde fir die Nutzung von synthetischen Memb-
ranen. Die Ergebnisse sind dabei reproduzierbarer, die Aufbereitung ist einfach und die La-

gerbedingungen sind anspruchslos im Vergleich zu biologischen Membranen. Deswegen sind
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synthetische Membranen gut anwendbar fiir die Anfangsuntersuchungen der Permeation
bzw. Wirksofffreisetzung, z. B. beim Screening der Wirkstoffe oder des UV-Filters. Die Penet-
rationsprofile sind jedoch nicht definierbar. Es werden Cellulose-Memranen (Acethylcellulo-
se, Mischung aus Acethyl- und Nitratcellulose), Polydimethylsiloxane-Membranen u. a. in

diversen Studien angewandt [98].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde exzidierte Schweinehaut fur die in-vitro Per-
meationsuntesuchung von Polyphenolen verwendet. Zur Untersuchung der Polyphenolfrei-

setzung aus den Emulsionen wurde eine Cellulose-Membran eingesetzt.

2.5.4. Analyse von Freisetzungs- und Permeationskinetiken

Zur Beschreibung der Hautpermeation werden in der Regel zwei Arten von Tests ange-
wandt: "close-to-real" Bedingungen, wenn nur die Wirkstoffmengen bestimmt werden, die
in die Haut penetrieren bzw. durch die Haut permeieren, bestimmt werden, und ,infinite-
dose“-Bedingungen (unendliche Dosis), unter denen die Bestimmung kinetischer Koeffizien-
ten moglich ist [13, 14]. Letzteres wird in der Regel auch fir Freisetzungsversuche verwendet

[15].

Bestimmung der Hautpermeationsparameter

Wenn fir ein Experiment ,infinite dose“-Bedingungen ausgewahlt werden, verlauft der
Permeationsprozess innerhalb der stationdren Periode (,steady-state“-Periode) in einer

Ubereinstimmung mit dem ersten Fick‘schen Gesetz (Formel (11)) [10, 13, 99] :

dQ/dt = K,(Cp — Cr), (11)
Q (pug/cm?) ist die kumulative permeierte Menge durch eine Flacheneinheit der Haut- bzw.
Membranoberflache, K» (cm/h) ist der Permeabilitatskoeffizient und Cp und Cg (ug/ml) sind
die Wirkstoffkonzentrationen in den Donor- und Rezeptorkammern. Wenn Ci << Cp ("unend-
liche Dosis"), entspricht Cp der Ausgangskonzentration des Wirkstoffes in dem Vehikel Cp.
Durch die Integration der Formel (11) kann die kumulative permeierte Menge zum Zeitpunkt

t wie folgt ausgedriickt werden:

Q = KyCoft -t,), (12)
t, ist die Verzogerungszeit (Lag time), die fir eine Diffusion durch die Haut (Membran) erfor-
derlich ist. Innerhalb der steady-state-Periode ist der Stoffflux (Jss = dQ/dt, ug-cm*h™) kon-

45



stant und kann als Steigung der linearen Regression bestimmt werden, wenn die kumulativ
permeierte (bzw. freigesetzte) Menge als Funktion der Zeit aufgetragen ist; t; ist dabei der
Schnittpunkt der J;; mit der Zeitachse. Folglich gilt:
Kp=Jss / Co. (13)
Die Permeationsrate durch die Haut hangt sehr stark von der Dicke ab. Wahrend des in-
vitro-Versuches in den Franz-Zellen kann das Hautstiick mit einer bestimmten Fliche A (cm?)
und Dicke h (cm) als ein Reservoir mit einem bestimmten Volumen angesehen werden, in-
nerhalb dessen die Diffusion des Wirkstoffs hauptsachlich in die Richtung des Konzentrati-
onsgradienten ablauft, im Fall der Franz-Zellen von oben nach unten (oder vom SC zur Der-
mis). Die entsprechenden Diffusionskoeffizienten innerhalb der Haut (Ds, cm?/h) kénnen
unter Verwendung der Lag-time-Methode bestimmt werden [99, 100]:
Ds = h*/(6t). (14)
Zusatzlich zur Formel (13) kann der steady-state-Flux auch wie folgt dargestellt werden
[100]:
Jss = (Ds'PsnCp) /h. (15)
Aus den beiden Gleichungen (13) und (15) kann der Haut/Vehikel Verteilungskoeffizient

kalkuliert werden:

Ps/\/ = Kph /DS . (16)

Wirkstofffreisetzung aus kosmetischen Formulierungen

Der Freisetzungsvorgang lber eine kiinstliche Membran verlauft dahnlich zur Hautpermea-
tion. Die steady-state-Periode kann ebenfalls mit dem ersten Fick'schen Gesetz beschrieben
werden (Formeln (11)-(13)), so dass die Freisetzungskoeffizienten K, (cm/h) analog kalkuliert
werden kdnnen:

Ki = Jss / Co. (17)

Da die bei den Freisetzungsexperimenten verwendete kiinstliche Membranen in der Re-
gel keine derart signifikante Barrieren wie die Haut darstellen, sind die Verzégerungszeiten t;
in der Regel sehr kurz und kénnen vernachldssigt werden. Wenn die Freisetzungsrate zu Be-

ginn des Versuchs sehr hoch ist, ist die scheinbare steady-state Periode ebenso kurz, was die
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Anwendung der Gleichung (17) entsprechend dem 1. Fick'schen Gesetz begrenzt, so dass die
Koeffizienten K, tatsachlich lediglich die anfangliche Freisetzungskoeffizienten sind. Das wei-
tere Profil der Wirkstofffreisetzung aus kosmetischen Formulierungen lasst sich beispielswei-

se mit der kinetischen Modells von Hiquchi beschreiben [101]:

Qe _, /E (18)
Co b4

D, ist der Diffusionskoeffizient innerhalb der Vehikel (cm?/h).

Beim Auftragen der kumulativen freigesetzten Menge, normalisiert mit der Ausgangskon-
zentration (Q/Cy) als Funktion der Quadratwurzel der Zeit, wird die Steigung der linearen

Regression (Ky) wie folgt bestimmt:

Hieraus kann dann der D,-Wert berechnet werden. Um die unter Verwendung des Higu-
chi-Modells berechneten Ergebnisse zu bewerten, wurde im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit ein anderes kinetisches Modell angewandt. Das Modell ist von Korsmeyer und Peppas
vorgeschlagen worden [102] und wird beschrieben als anwendbar fiir verschiedene Systeme
und Geometrien [103]:

Q/Co =K t". (20)

Wenn n = 0,5, verlauft der Wirkstofftransport in Ubereinstimmung mit dem 1. Fick’schen
Gesetz und die Freisetzungsrate ist zeitabhangig. Wenn 0,5< n < 1, ist der Transport anomal,
aber zeitabhdngig; wenn n = 1, verlduft die Freisetzung unabhdngig von der Zeit (nullter

Ordnung) [102].

Durch das Auftragen der experimentellen Daten in den logarithmischen Koordinaten
In (Q/Cy) gegen In t (Zeit) konnen der Koeffizient Kx und der Exponent n unter der Verwen-

dung der linearisierten Gleichung (20) ermittelt werden:

In (Q/Cy) =InKx+nint. (21)
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3. Aufgabenstellung der Arbeit und Vorgehensweise

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Polyphenole mit einer hohen antioxidativen Aktivitat
in kosmetische Emulsionen einzuarbeiten, die Stabilitdt der Emulsionen und Polyphenole
Uber der Zeit zu ermitteln und die Polyphenolfreisetzung, Hautpermeation und bioaktive
Wirkung auf die Haut zu untersuchen, als Beitrag zum Verstandnis der Freisetzung und Wir-

kung von natirlichen Antioxidantien in kosmetischen Applikationen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Reprasentanten der Substanzklassen, die
in Weintrauben bzw. Traubentrester erhalten sind, untersucht. Diese Substanzen wurden
hinsichtlich ihrer antioxidativen Aktivitdat und Lipophilitat charakterisiert. Vor der Untersu-
chung der Hautpermeation wurde eine Methode zur Analyse der Polyphenole in der Schwei-
nehaut entwickelt, die die Extraktion mit organischen Losemitteln und eine HPLC-Analyse
beinhaltet [104]. AuRerdem wurde die geeignete Rezeptorfllssigkeit ausgewahlt, in der die

Testsubstanzen die maximale Loslichkeit aufweisen.

Die Freisetzung der Polyphenole aus Emulsionen mit unterschiedlichem Olgehalt und die
in-vitro-Hautpermeation wurden in Diffusionszellen nach Franz untersucht [105]. Zur Unter-
suchung der Hautpermeation wurde exzidierte Schweinehaut verwendet, fiir die Freiset-
zungsversuche kam eine Cellulosemembran zum Einsatz. Um die Freisetzungskinetiken zu
beschreiben, wurden Modelle von Higuchi bzw. von Korsmeyer [101, 102] angewendet und
miteinander verglichen. Die Hautpermeationsparameter wurden nach dem ersten Fick’schen

Gesetz und nach der Lag-Zeit-Methode berechnet.

Die Emulsionsherstellung wurde hinsichtlich des Olphasengehaltes, des Emulgators und
des Polyphenolgehaltes variiert und die Auswirkung dieser Faktoren auf die Emulsionsstabili-

tat, Rheologie (Konsistenz), Freisetzung und Lagerstabilitat der Polyphenole untersucht.

Anschliefend wurde eine Vehikel-kontrollierte Humanuntersuchung durchgefihrt, in der
die Auswirkung einer Polyphenol-haltigen Emulsion auf biophysikalische Hautparameter ge-
testet wurde. Um mogliche Wechselwirkungen zu vermeiden, wurde im Rahmen dieser Stu-
die nur eine Substanz, Resveratrol, in die zu testende Creme eingearbeitet, da Resveratrol
als hoch potent fiir topische Anwendungen gilt [106]. Innerhalb von 8 Wochen applizierten

18 Probanden eine Resveratrol-haltige und eine Vehikel-Formulierung stets auf definierte
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Hautareale. Die Elastizitat, Festigkeit, Rauheit und Feuchtigkeit der Haut vor und nach der

Anwendung wurden verglichen.
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4. Charakterisierung der Polyphenole

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Reprdsentanten verschiedener Poly-
phenolklassen untersucht und in kosmetische Emulsionen eingearbeitet. Zum Einsatz kamen
Flavanole (Catechin, Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)), Flavonole (Quercetin, Rutin), Stilbe-
ne (trans-Resveratrol) und Phenolsauren (Protocatechusaure (PCA)) (Abb. 4.1). Im folgenden
Kapitel ist die Charakterisierung dieser ausgewadhlten Polyphenole, die natirlich in Wein-
trauben bzw. Tee vorkommen, beschrieben, und zwar die Quantifizierung mittels HPLC, die
antioxidativen Eigenschaften sowie die Lipophilitdt der Substanzen. Die antioxidativen Eigen-
schaften werden dabei als Radikalfangeraktivitat sowie als Hemmung der Lipidoxidation dar-
gestellt. Aus diesen Daten kdnnen Rickschlisse darauf gezogen werden, ob und in wieweit
die jeweilige Substanz eine positive Wirkung auf die Haut ausiiben kann. Die Lipophilitat,
hier durch den Octanol-Wasser Verteilung Koeffizient bestimmt, ist ein wichtiger Faktor fur

die Hautpermeation von Wirkstoffen.
4.1. HPLC-Analyse

Abb. 4.1 zeigt die Absorptionsspektren der verwendeten Polyphenole. Alle untersuchten
Substanzen zeigen ein Absorptionsmaximum bei 230 nm, das auf die phenolischen Ringe
zuriick zu fiihren ist. Flavanole (Catechin und EGCG) weisen ein zweites charakteristisches
Maximum zwischen 275 und 280 nm auf, und Flavonole (Quercetin und Rutin) haben Ab-

sorptionsmaxima bei 256 und zwischen 355 und 371 nm.
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Abb. 4.1. UV-Spektren und chemische Strukturen von der untersuchten phenolischen Verbindungen

Basierend auf den dhnlichen Absorptionsmaxima phenolischer Gruppen, wurden fir die
Quantifizierung drei Wellenlangen ausgewahlt (Tabelle 4.1). Nach Variation von Eluenten-
gradienten wurde die im Kap. 8.1.1 beschriebenes HPLC-Programm ausgewahlt (Tabelle 8.1),
da dieses eine gute Trennung aller Testsubstanzen und relativ kurze Messdauer gewahrleis-

tet (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2. HPLC-Chromatogramm von untersuchten Polyphenolen bei 279 nm. 1: Protocatechusaure (PCA); 2: Catechin; 3:
Epigallocatechingallat (EGCG); 4: Rutin; 5: Resveratrol; 6: Quercetin

Tabelle 4.1 zeigt die Quantifizierungsparameter der einzelnen Polyphenole.

Tabelle 4.1. Validierungsdaten der HPLC-Methode [104]

. . N b
Sans e R e 00 et (O
PCA 254 4,64 0,9994 0,164 0,395
Catechin 279 5,77 0,9974 0,304 0,466
EGCG 279 6,82 0,9921 0,389 0,655
Rutin 254 8,18 0,9987 0,063 0,207
Resveratrol 306 11,45 0,9989 0,108 0,226
Quercetin 254 12,54 0,9964 0,165 0,343

* 6-Punkt Kalibrierung, n = 4;
? Nachweisgrenze (limit of detection), LOD = b + 3s; ® Bestimmungsgrenze (limit of quantitation), LOQ
= b + 10s; b, Blindwert; s, Standardabweichung von Blindwert, n = 4
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4.2. Antioxidative Eigenschaften der Polyphenole

Die antioxidativen Eigenschaften der Polyphenole wurden mittels zweier Methoden ge-
messen, und zwar in einem ABTS-Assay flr Radikalfangeraktivitat (Kap. 8.1.2) und in einem
Rancimat-Test fur die Aktivitdt gegen Lipidoxidation (Kap. 8.1.3). Das erste Assay reprasen-
tiert die Wirkung von Polyphenolen auf reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die in der Haut
durch UV-Strahlung entstehen kénnen. Der zweite Test ist ein Mal} flr eine mogliche schiit-
zende Wirkung auf Hautlipide, insbesondere in der SC, sowie eine schiitzende Wirkung auf

die Olkomponente der Formulierung gegen Oxidation.

Tabelle 4.2 prasentiert die /ICsp Werte der einzelnen Polyphenole sowie die entsprechen-
den TEAC-Werte (Trolox equivalent antioxidant capacity), da Trolox, das wasserldsliche Vi-

tamin E-Derivat, in der Literatur als Standard-Antioxidant gilt [107].

Tabelle 4.2. Radikalfangeraktivitdt der untersuchten Polyphenole, ermittelt im ABTS-Assay [104] (mod.)

Substanz ICso [mg/ml] MW [g/mol] IC5o*[uM] TEAC* [uM Trolox/uM]
EGCG 1,017 £ 0,002 458,4 2,22 +0,00 6,05+0,11
Quercetin 1,12+ 0,08 302,2 3,71+0,28 3,62+0,28
Catechin 1,18+ 0,01 290,3 4,06 + 0,04 3,31+0,07
Resveratrol 1,21+ 0,04 228,2 5,29+0,16 2,54 £ 0,09
PCA 1,75+ 0,06 154,1 11,37 0,38 1,18 + 0,04
Rutin 6,69+ 0,22 610,5 11,40+ 0,36 1,18+ 0,04

Trolox 3,362 + 0,003 250,3 13,43 £0,24 1,00

* Mittelwert £+ SD, n=3

Alle untersuchten Verbindungen zeigten im ABTS-Assay hohere Radikalfangeraktivitaten
als Trolox. Die hochste Aktivitat wurde fir EGCG, gefolgt mit Quercetin und Resveratrol er-
mittelt. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den Daten von Medvedovic-
Kosanovic et al. [108] und sind als Beleg zu werten, dass die untersuchten Polyphenole hoch

potente antioxidativ wirksame Substanzen sind.

Die Radikalfangeraktivitat von polyphenolischen Pflanzenextrakten wurde in mehreren
Studien untersucht und mit dem Gesamtpolyphenolgehalt korreliert [4, 66, 109]. Einzelne
Polyphenole weisen jedoch unterschiedliche Radikalfangeraktivitdat und Aktivitat gegenliber
Lipidoxidation auf (Tabelle 4.2, Abb. 4.3). Dies ist an die Strukturunterschiede zurtickzufih-

ren und hangt hauptsachlich von der Kapazitat der Substanzen ab, als Protondonator zu
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agieren. Diese Aspekte wurden in der im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Veroéffentli-

chung genauer diskutiert [104].

Die Hemmung von Lipidoxidation wurde im Rancimat-Test bei der Messung der Indukti-
onsperiode von Oxidation des Sonnenblumendls mit der Zugabe von der Testsubstanz (0,1%
wt.) im Vergleich zu reinem Ol bestimmt (Kap. 8.1.3). Die entsprechenden antioxidativen
Indizes (Al) sind in Abb. 4.3 dargestellt. Alle Substanzen zeigten eine Verlangerung der Induk-
tionsperiode von Sonnenblumendl, besonders Catechin, EGCG und Quercetin. Fiir Res-

veratrol und Rutin war diese Verldangerung jedoch nicht signifikant.
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Abb. 4.3. Antioxidative Indizes von Polyphenglen, ermittelt im Rancimat-Test, Mittelwerte + SD, n = 3. * Signififikant
unterschiedlich von der Kontrollprobe (reines Ol)

Verschiedene Assays zur Bestimmung der antioxidativen Wirkung von phenolischen Ver-
bindungen korellieren nicht immer unter einander, da sie auf unterschiedlichen Wirkmecha-
nismen basieren. Es konnte beispielsweise keine Korrelation zwischen den Rancimat- und
ABTS-Aktivitaten festgestellt werden. Die hohe Temperatur bei dem Rancimat-Test (100 °C)
ist kritisch fir thermolabile Substanzen. Somit kdnnen die Polyphenole bei der Testtempera-

tur teilweise zerstort werden, was zu einer Aktivitatsabnahme fiihrt.

In der Studie von Schwarz et al. [109] wurde beispielsweise eine negative Korrelation zwi-
schen dem Polyphenolgehalt im Rosmarinextrakt und der Aktivitat gegen Lipidoxidation be-
obachtet, was die thermische Zerstorung bestatigt. Darlber hinaus konnte bei der Inhibition
der Lipidoxidation die Lipophilitat der Wirksubstanzen eine Schliisselrolle spielen, da eine

bessere Olléslichkeit zu einer besseren Diffusion zum Wirkungsort beitragen kann [110].
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4.3. Oktanol-Wasser Verteilung

Die Lipophilitdat von Stoffen kann als Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (log Pow) an-
gegeben werden. Wenn die untersuchenden Molekiile ionisierbare Gruppen enthalten, wer-
den oft Oktanol-Puffer-Verteilungskoeffizienten (log D,y) in Abhdngigkeit vom pH-Wert be-
stimmt [11, 111, 112]. Verteilungen zwischen Octanol und Pufferldsungen mit verschiedenen
pH-Werten, namlich 7,4 (naturlicher pH-Wert des Blutes), 5,5 (pH an einigen Stellen der
Hautoberflache) wurden mit Octanol-Wasser Verteilungskoeffizienten verglichen (Abb. 4.4).
Die hochste Lipophilitdat weisen Resveratrol und Quercetin auf, die geringste Lipophilitat zei-

gen Rutin und PCA. Letzteres ist bei pH 7,4 besonders ausgepragt.

34 logP,, 0 log Poy B
1 log DpH o log DpH 5.5
r B m log DpH 7.4

0* **ﬁ:. ﬁ**mii
=1

Rutin Catechin  PCA EGCG  Quercetin Resveratrol

2

Abb. 4.4. Octanol-Wasser und Oktanol-Puffer Verteilungskoeffiziente (log Pow, log D,y) (MW % SD, n = 3) von Polypheno-
len bei 25 °C. * Signifikant abweichend von den entsprechenden log Poy-Werten (zweiseitiger t-Test, p = 0.95) [104]

Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit anderen Studien [11, 111], in denen Quer-
cetin als mehr lipophil und Rutin als mehr hydrophil im Vergleich zu Catechin beschrieben

wurden.

Octanol-Wasser und Octanol-Puffer-Verteilungskoeffizienten, die in nicht-ionisierten und
ionisierten Systemen ermittelt werden, stehen miteinander in Zusammenhang gemal der

Gleichungen (22) flr Sduren und (23) fur Basen [112]:
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log Dy = log Pow + Ig (1/(1+10°"P*%)), (22)
log Dpw = log Pow + Ig (1/(1+107“")). (23)

Polyphenole sind schwache Sauren. PCA ist mit einem pKa-Wert von 4,48 die starkste von
ihnen, die anderen Substanzen liegen in ihren pKa-Werten deutlich dariber (Tabelle 4.3).
Dies erklart die Veranderungen der Verteilungskoeffizienten mit wechselnden pH-Wert. Die
hydrophilen leicht sauren Polyphenole sind besser 16slich im Puffer mit dem hdheren pH-
Wert (7,4) als bei pH 5,5. Die Verteilungskoeffizienten von stark lipophilen Quercetin und
Resveratrol dndern sich durch die Anderung des pH-Wertes des Puffers nicht signifikant,
wahrscheinlich, weil sie in wassrigen Lésungen kaum I6slich sind, so dass der pH-Wert des

wassrigen Mediums ihre Verteilung nicht wesentlich beeinflusst.

Tabelle 4.3. Sdurekonstanten (pKa) von untersuchten Polyphenolen

Substanz pKa; Quelle
PCA 4,48 [113]
Quercetin 6,74 [113]
Rutin 7,1 [113]
EGCG 7,75 [114]
Catechin 8,64 [113]
Resveratrol 8,8 [115]

Zwischen den antioxidativen Indizes (Al, Abb. 4.3) und der Lipophilitat der Molekiile (log
Pow bzw. log Dpy) wurde jedoch keine Korrelation beobachtet. Dies steht im Gegensatz zu
den Arbeiten von Viskupicova et al. [110]. Dabei wurde, vergleichbar mit unseren Ergebnis-
sen, eine geringe antioxidative Aktivitat von Rutin festgestellt. Allerdings bewirkten die Rut-
inderivate (Fettsdureester C4-C18) eine zunehmende Induktionsperiode von Sonnenblu-
mendl mit steigender Lipophilitdt des Molekiils. Da die hier untersuchten phenolischen Ver-
bindungen nicht zu einer homologen Reihe gehoren, sind Unterschiede in ihren antioxidati-
ven Eigenschaften durch starkere Veranderungen der Molekilstrukturen bedingt [104]. Da-
her ist es nicht Gberraschend, dass keine Korrelation zwischen der Lipophilitdt und der antio-

xidativen Aktivitat festgestellt wurde.
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5. Permeation und Freisetzung

5.1. Vorbereitung der in-vitro Untersuchungen

Vor der Durchfiihrung von in-vitro Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung und Haut-
permeation musste ein Rezeptorfluid ausgewahlt werden, das fir die untersuchten phenoli-
schen Verbindungen geeignet ist. Nach den Hautpermeationsuntersuchungen ist es in der
Regel wiinschenswert, die Wirkstoffverteilung in den Hautschichten zu bestimmen. Daher
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode zur Extraktion der Polyphenole aus der

Schweinehaut optimiert.

5.1.1. Auswahl der Rezeptorfliissigkeit

Die Zusammensetzung des Rezeptorfluids sollte die Permeation von Testsubstanzen
durch die Membran oder Haut nicht beeinflussen, eine Riickpenetration muss ebenso ausge-
schlossen werden [14]. Fiir hydrophile Stoffe wie Catechine wird haufig eine NaCl-Losung
(evtl. gepuffert bei pH 7,4) verwendet, um den natirlichen pH-Wert von Blut zu simulieren
[11, 14, 116]. Aufgrund der sehr geringen Loslichkeit von Quercetin und Resveratrol in Was-
serldsungen, waren aber Salzlosungen fiir unsere Untersuchungen nicht geeignet. Im Fall
von lipophilen Substanzen, werden zu Rezeptorflissigkeit beispielsweise Serumalbumin oder
nicht-ionische Tenside zugesetzt, um die Testsubstanzen besser zu solubilisieren [14]. Rezep-
tormedien, die auf Ethanol-Wasser oder Ethanol-Puffer (pH 7,4)-Mischungen basieren, wer-
den beispielsweise zur Bestimmung der transdermalen Verabreichung von Resveratrol ein-
gesetzt [106]. Phosphat-Puffer (pH 7,6, 0,1 M), mit Zugabe von Tween 20 wurde in der Stu-
die von Casagrande et al. [117] als Rezeptorlosung bei der Untersuchung der Hautpermeati-

on von Quercetin ausgewahlt.

Um ein geeignetes Aufnahmemedium zu finden, wurden die Sattigungskonzentrationen
von Quercetin und Resveratrol in verschiedenen L&sungen untersucht. Als Emulgatoren
wurden Rinderserumalbumin (BSA), Polyoxyethylensorbitan-monolaurat (Tween 20) und

Polyoxyethylensorbitan-monopalmitat (Tween 40) verwendet. Als Losungsmittel wurden
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Wasser, phosphatgepufferte (0,1 M) NaCl-Lésung (PBS, pH 7,4, 9 g/L NaCl) oder 9 g/L NaCl

Wasserlésung, mit und ohne Zugabe von 50 % (v/v) Ethanol eingesetzt (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1. Loslichkeit von Quercetin und Resveratrol

Zusammensetzung der
Rezeptorfliissigkeit

Léslichkeit ?, mg/mL

Wasserlésungen

Gemisch mit Ethanol 1:1 (v:v)

Quercetin Resveratrol Quercetin Resveratrol
ohne Puffer n. a. n. a. 0,40 + 0,04 12,5+0,9
Em?:?grl;cor PBS,pH7,4  (6,5+0,8)-10° (3,1+0,8)-10% 0,94 + 0,04 16,1+ 0,3
NaCl, 9 g/L (1,5+0,5)-10" (3,9+0,0)-10° 0,78 +0,01 16,6 + 0,4
ohne Puffer 0,043 + 0,004 0,04 + 0,01 n. a. n. a.
f;?ﬁ PBS, pH 7,4 0,022 +0,007 0,030+0,008  1,21+0,02 18,38 + 0,05
NaCl, 9 g/L 0,059+0,004 0,107 £0,006 n. a. n. a.
ohne Puffer 0,028 +0,002  0,18+0,01 1,68 + 0,07* 40,2 + 0,4*
TwSeZ?LZO, PBS,pH7,4  0,028+0,002 0,117+0,003  1,10+0,01 14,3+0,3
NaCl, 9 g/L 0,009+0,001  0,11+0,01 0,97 + 0,03 16,4 0,2
ohne Puffer 0,019+0,000 0,119+0,008 0,51+ 0,02 13,7+0,6
TwSeZ?L4O, PBS,pH7,4  0,012+0,001 0,083+0,003  1,34+0,03 14,8+ 0,7
NaCl, 9 g/L 0,016 +0,003 0,119+0,009 0,76 + 0,01 17,7+0,3

*Mittelwert + SD, n=3; n. a. — nicht analysiert;
*maximale Loslichkeit

In wdssrigen Losungen ist Quercetin ohne Zugabe eines Emulgators unl6slich und Res-
veratrol nur gering I6slich. Der Zusatz von BSA, Tween 20 oder Tween 40 verbessert die Los-
lichkeit der beiden Substanzen in Wasser-, PBS- und NaCl-Lésungen. Allerdings ist diese Er-
héhung nicht ausreichend fiir eine geeignete Rezeptorflissigkeit. Unter der Annahme, dass
die Wirkstoffkonzentration in der Testformulierung etwa 1 mg/ml ist und die Auftragsmenge
zur Bestimmung von Permeationskonstanten ca. 2 ml betrdgt, ist mit einer Konzentration
von permeierenden Substanzen im Rezeptorkammer mit dem Volumen von 20 ml bis zu
0,1 mg/mL zu rechnen. Da die Konzentration von permeierten Testsubstanzen nicht mehr als
10 % der Sattigungskonzentration betragen sollte, um eine Limitierung durch eine Rickdiffu-
sion zu vermeiden [14], sollte die Loslichkeit der Polyphenole im Rezeptorfluid nicht niedri-

ger als 1 mg/mL sein.

Durch die Zugabe von 50 % (v/v) Ethanol zu den Losungen wurde die Loslichkeit beider

Substanzen deutlich verbessert. In allen ethanolischen Gemischen war die Loslichkeit von
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Resveratrol hoher als 12 mg/mL, die 10-fach lber der geforderten Konzentration lag. Die
Loslichkeit von Quercetin war in allen Ethanol-PBS-Mischungen mit Emulgatoren sowie in
der nicht-gepufferten Wasser-Ethanol-Mischung mit Tween 20 héher 1 mg/mL. Anzumerken
ist, dass die Zugabe von Albumin als Emulgator zur Bildung eines unldslichen Niederschlags
fuhrte, offensichtlich aufgrund einer Denaturierung des Proteins unter dem Einfluss der
ethanolischen Salzlésung. Da ein Niederschlag die HPLC-Analyse beeintrachtigen koénnte,
wurde keine BSA-LOsung als Rezeptorfliissigkeit verwandt, trotz der relativ hohen Loslichkeit
beider Testsubstanzen in dieser Mischung. Die maximale Loslichkeit sowohl von Quercetin
als auch von Resveratrol wurde im nicht-gepufferten Wasser-Ethanol-Gemisch mit Tween 20
beobachtet. In diesem Gemisch betrug die Loslichkeit von Rutin 5,4 £+ 0,1 mg/mL. Die L&s-
lichkeit anderer Substanzen lag bei Gber 200 mg/mL. Daher wurde dieses Losungsmittel als

Rezeptorflissigkeit fur folgende Permeations- und Freisetzungsexperimenten ausgewahlt.

5.1.2. Extraktion von Polyphenolen aus der Schweinehaut

Vor der Bestimmung der Wirkstoffverteilung in den Hautschichten nach in-vitro Permea-
tionsexperimenten musste eine analytische Methode angepasst werden. Obwohl in der Lite-
ratur einige Methoden der Polyphenolextraktion beschrieben sind, gelang keine einfache
Ubertragung dieser Methoden, vor allem aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung
der verwendeten phenolischen Substanzen und deren unterschiedlichen Loslichkeiten. Dal
Belo et al. [118] extrahierten beispielsweise Quercetin und EGCG aus der menschlichen Haut
mit reinem Methanol. Das Losungsgemisch, das Frauen et al. [119] flir die Extraktion hydro-
philer Grliintee-Polyphenole aus Schweinehaut einsetzen, enthielt 40 % Wasser. Somit war
fur die vorliegende Arbeit zu identifizieren, mit welchem Lésemittel die Polyphenole am bes-

ten aus der Haut extrahiert werden kénnen.

In dieser Arbeit wurden die Wiederfindungsraten (WFR) nach einer definierten Zugabe
von Polyphenolen in die Schweinehaut untersucht. Daflir wurden methanolische Stammlo-
sungen von Polyphenolen in die Haut injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 2 h wurde die
Haut mit verschiedenen Losungsmitteln extrahiert, dabei wurde die Zerkleinerungsmethode

und Homogenisierungsintensitat variiert (Tabelle 5.2).
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Tabelle 5.2. Variation der Parameter bei der Extraktion der Schweinehaut [104]

Zusammensetzung der Extraktionslésung Extraktionsparameter
Nr. MeOH/ Wasser (v/v) Ascorbinsdure [g/L] Zerkleinerg:i:nethode/ Ultraschallbad
Ultra-Turrax bei 18.000 rpm:
1 100:0 0 50s 15 min
2 90:10 0 50s 15 min
3 80:20 0 50s 15 min
4 70:30 0 50s 15 min
5 90:10 0.2 50 s, N,-Atmosphare 15 min
6 90:10 0.2 50s 15 min
7 90:10 0.2 20s 15 min
8 90:10 0.2 Schneide"n mit Skalpell; 15 min
Schiitteln 1 h
Kryo-Miuhle / Schutteln

9 90:10 0.2 2min/0.5h 15 min
10 90:10 0.2 3min/0.5h 15 min
11 90:10 0.2 4 min/0.5h 15 min
12 90:10 0.2 5min/0.5h 15 min

Zur ldentifikation des geeigneten Losungsmitteln fiir die Extraktion von sowohl hydro-
phober (Quercetin, Resveratrol) als auch hydrophiler Polyphenole, wurde die Polaritdt des
Extraktionslésungsmittel durch Variation des Wasser-Methanol-Verhdltnis variiert. Bei einer
Erhéhung von Wasserkonzentration im Losungsmittel ohne Einsatz von Ascorbinsdaure von 0
bis 30 % (vol.) (Versuche Nr. 1-4, Abb. 5.1) wurden die hochste Gesamtwiederfindungen so-
wie die hochsten WFR einzelner Polyphenole bei einem Wassergehalt von 10 und 20 vol. %
beobachtet (Versuche Nr. 2 und 3; gesamte WFR von 35%), ohne signifikante Unterschiede
zwischen diesen beiden Experimenten. Die einzige Ausnahme war das hydrophobe Querce-
tin, fiir das nur eine WFR von max. 31% bei der Extraktion mit absolutem Methanol ermittelt
werden konnte. Die Erhéhung des Wassergehalts bis zu 30 vol. % flihrte zu einem Rickgang
von Extraktionsausbeuten, insbesondere fiir Catechin, Resveratrol, Quercetin und EGCG
(Versuche Nr. 4, Abb. 5.1). Daher wurde ein weiterer Anstieg der Wasserkonzentration in der

Extraktionsldsung nicht untersucht.
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Abb. 5.1. Wiederfindungsraten (WFR) der gesamten Phenole und Verteilung einzelner Polyphenole, extrahiert aus
Schweinehaut bei der Variation der Zusammensetzung von Losungsmittel, Mittelwert + SD, n = 3. Die Versuchsnummern
(Nr.) sind der Tabelle 5.2 zu entnehmen; Theor.: theoretische WFR (100%). Die Proben wurden mit Ultraturrax bei 18.000
rpm fiir 50 sec homogenisiert und im Ultraschallbad fiir 15 min behandelt [104]

Auffallend sind die geringen Ausbeuten von EGCG (unter 9 %), vermutlich aufgrund der
hohen oxidativen Instabilitdit. Aus diesem Grund wurde in weiteren Versuchen
L-Ascorbinsdure als Antioxidationsmittel [119] zu dem Methanol-Wasser-Gemisch (90:10,
v/v) zugegeben (Versuch Nr. 6, Abb. 5.1). AuBerdem wurde ein Versuch unter partiellem
Sauerstoffausschluss durchgefiihrt, mit dem Ziel, die Oxidation der Polyphenole wahrend der

Extraktion zu reduzieren. Hierzu wurden die Hautproben wahrend der Inkubation und der

folgenden Extraktion mit Stickstoff (iberschleirt (Versuch Nr. 5).

Die Zugabe von L-Ascorbinsdure erhohte die WFR erheblich, vor allem fir Quercetin (um
31 %) und Resveratrol (um 12 %) sowie EGCG (um 5 %), mit gleichzeitiger Erhéhung der Ge-
samtwiederfindung um 6 % (Nr. 6 vs. Nr. 2, Abb. 5.1), was auf eine protektive Wirkung von
Ascorbinsaure auf Polyphenole hindeutet. Der partielle Ausschluss von Luftsauerstoff durch
die Probenvorbereitung unter Stickstoffatmosphare (Versuch Nr. 5) flihrte zu einer weiteren
Erhohung von Gesamt-WFR um 10 %, mit einer erheblichen Steigerung der Ausbeuten von

Quercetin und PCA, was den Einfluss der Oxidation bestatigte. Gleichzeitig nahm die Ausbeu-
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te von Catechin ab. Fiir Resveratrol und EGCG wurden keine wesentlichen Anderungen bei

der Extraktion unter Luftausschluss beobachtet.

Fur die weitere Optimierung wurde das mit 0,2 g/L L-Ascorbinsdure versetzte Methanol-
Wasser-Gemisch 90:10 (v/v) ausgewahlt. Auf Grundlage der vorliegenden Ergebnisse, war zu
Uberprifen, ob die geringen Wiederfindungsraten auf eine unzureichende Zerkleinerung der
Hautproben zurilck zu fihren waren. Eine ausreichende Zerstérung von Zellen, in denen die
Wirkstoffe verteilt sind, ist eine Voraussetzung fir eine erfolgreiche Extraktion von Wirkstof-
fen aus dem Zellgewebe. Daher wurde im Weiteren die Zerkleinerungsmethode und -dauer

variiert (Abb. 5.2).

100 -
90 - OQuercetin
30 | OResveratrol
D . -+ = = I
70 A Rutin -
S, mE
H . . T
= 50 4 B Catechin I I
§ 40 i .PCA - _ == I =
Q ==
© 30 - z E T
20 - =
10 | . I
O -
Theor. Nr. 6 7 8 9 10 11 12
Zerkleinerungszeit/ 50 s 20s 2min | 3min | 4min | 5min
Methode Ultra-Turrax Skalpell Kryo-Miihle

Abb. 5.2. Wiederfindungsraten (WFR) der gesamten Phenole und Verteilung einzelner Polyphenole, extrahiert aus
Schweinehaut bei der Variation der Zusammensetzung von Losungsmittel, Mittelwert + SD, n = 3. Die Versuchsnummern
(Nr.) sind der Tabelle 5.2 zu entnehmen; Theor.: theoretische WFR (100%). Die Proben wurden mit Methanol-Wasser
Mischung (90:10, v/v) mit 0,2 g/L Askorbinsiure extrahiert. Ultra-Turrax: 18.000 rpm; Kryo-Miihle: 25 1/s. Alle Proben
wurden im Ultraschallbad fiir 15 min behandelt [104]

In den Versuchen Nr. 6 und 7 wurden die Proben nach der Zugabe von Losungsmittel mit
einem Ultra-Turrax bei 18.000 rpm fiir 50 und 20 s zerkleinert. Beim Versuch Nr. 8 wurden
die Hautstiicke lediglich mit einem Skalpell geschnitten und nach der Losungsmittelzugabe
1 h bei 300 rpm geschiittelt (Abb. 5.2). Nach 50 s Homogenisierung wurde eine hohere Poly-

phenolausbeute beobachtet, allerdings ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwi-

62



schen den Versuchen 6, 7 und 8. Die WFR von Gesamtpolyphenolen lagen fiir 20 s und 50 s
Dispergierungszeit und ohne Dispergierung bei 41,4 + 3,0%; 36,6 + 4,8 % und 38,3 £ 3,5.
Uberraschenderweise war die Polyphenolausbeute ohne Dispergieren (Versuch Nr. 8) nahe-
zu identisch mit den der anderen zwei Versuche. Dies deutet darauf hin, dass eine ausrei-
chende Zerstorung der Hautzellen durch den Einsatz von Ultra-Turrax nicht erreicht werden
konnte und eine alternative Zerkleinerungsmethode bei der Probenvorbereitung erforderlich

ist.

Ein solches Verfahren bietet die Kryo-Muhle, bei dem ein sehr weitgehendes Zermahlen
der Proben nach Einfrieren bei -196 °C mit flissigem Stickstoff schonend und effektiv statt-
findet. Da der Zerkleinerungsgrad von der Frequenz und Mahldauer abhdngt, wurde die
Mahldauer zwischen 2 und 5 min bei einer héchstmoglichen Frequenz von 25 s™ (Abb. 5.2,
Nr. 9-12) variiert. Bereits nach 2-minltigem Mahlen stieg die Polyphenolausbeute (WFR der
gesamten Polyphenole) auf 51,2 + 7,5 %, weshalb diese Art von Zermahlen als effektive Al-
ternative zum Ultra-Turrax betrachtet werden kann. Mit zunehmender Mahldauer wurde
eine weitere Erhohung der Polyphenolausbeuten beobachtet. Das Maximum der WFR wurde
fir die Extraktion nach dem 4-min Mahlen erreicht (76,3 + 7,8 %, Versuch Nr. 11) und konnte
auch durch 5-min Mahlen nicht weiter gesteigert werden. Offensichtlich war mit der Kryo-
Miuhle nach dieser Zeit kein weiterer Zerkleinerungsgrad mehr moglich. Die Wiederfindung
einiger Polyphenole stieg sogar auf Werte von 90 bis 100 % an (PCA, Rutin, Resveratrol,
Quercetin). Diese Bedingungen wurden daher fiir die Analyse der Wirkstoffverteilung in den

Hautschichten bei den weiteren Permeationsuntersuchungen ausgewabhlt.
5.2. Wirkstofffreisetzung

Im Folgenden ist die Untersuchung der Wirkstofffreisetzung aus zwei Emulsionen mit un-
terschiedlichem Olgehalt beschrieben. Die Testemulsionen wurden entsprechend Kapitel

8.2.1 (2) nach den Rezepturen aus Tabelle 5.3 hergestellt.
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Tabelle 5.3 Zusammensetzung der untersuchten Emulsionen [105]

Formulierung Anteil, % (w/w)

Phase Komponent E1 (o/w Verhéltnis 50/50) E2 (o/w Verhéltnis 25/75)
A Wasser ad 100 ad 100
A Glycerin 3.0 3.0
A Dermosoft 1388 2.0 2.0
A Xanthan gum 0.2 0.2
B Symbiomuls GC 10.0 5.0
B Traubenkerndél 13.33 6.67
B Mittelkettige Triglyceride 13.33 6.67
B Myristylmyristat 13.33 6.67
C Polyphenole* (Gesamtgehalt) 0.6 0.6

* PCA, EGCG, Catechin, Rutin, Resveratrol, Quercetin in gleichen Anteilen.

Die Freisetzungsprofile der Polyphenole aus den Emulsion mit einem Ol-Wasser-

Verhiltnis von 50:50 und 25:75 (E1 und E2, Tabelle 5.3) sind in Abb. 5.3 bzw. in Abb. 5.4 dar-

gestellt.
0167 o pca
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Abb. 5.3. Kinetik der Polyphenolfreisetzung aus der Emulsion E1 mit Ol/Wasser-Verhiltnis 50/50 (w w). Kumulierte frei-
gesetzte Menge durch eine Flacheneinheit (Q, ug/cmz), bezogen auf die Ausgangskonzentration (C, = 0,96 + 0,06 pug/ml),
Mittelwerte £ SD, n = 3 [105]
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Abb. 5.4. Kinetik der Polyphenolfreisetzung aus der Emulsion E2 mit Ol/Wasser-Verhiltnis 25/75 (w w). Kumulierte frei-
gesetzte Menge durch eine Flacheneinheit (Q, ug/cmz), bezogen auf die Ausgangskonzentration (C, = 0,98 + 0,12 pg/ml),
Mittelwerte £SD,n=3

Aus den Abbildungen ist ersichtlich, dass die Freisetzung fiir jede Substanz und jede Emul-
sion unterschiedlich schnell verldauft. Die Freisetzung aus der Emulsion E2 mit niedrigerem
Olgehalt erfolgte etwas schneller als aus der Emulsion E1, wobei der Trend der Substanzrei-
henfolge gleich blieb. Die Grafiken wurden zur Berechnung von anfanglichen Freisetzungs-
koeffizienten K, nach Gl. (17) verwendet (Tabelle 5.4). Die hochsten Raten der anfanglichen

Freisetzung wurden fiir PCA und Catechin, die niedrigsten - fir Quercetin ermittelt.

Tabelle 5.4. Koeffizienten der anfinglichen Freisetzung von Polyphenolen aus Emulsionen mit Ol-Wasser Verhiltnis von

50/50 (E1) und 25/75 (E2) [105] (mod.)

K10% [cm-h]*

Emulsion E1 Emulsion E2

PCA 7,19+ 0,30 11,76 £ 0,05
Catechin 5,18+ 0,12 7,53+ 0,06
EGCG 3,80+£0,12 4,48 £ 0,02
Resveratrol 3,02+0,10 3,84+ 0,01
Rutin 1,65+ 0,07 2,18 £ 0,02
Quercetin 0,61 £ 0,04 0,58 £ 0,04

* K,, anfanglicher Freisetzungskoeffizient, Gl. (17), Mittelwerte £ SD, n =3
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Die Koeffizienten K, (Tabelle 5.4) sind ein MaR fur den anfanglichen linearen Anstieg der
Freisetzungskurven. Der weitere Kurvenverlauf war nicht linear, was damit zu erklaren ist,
dass die weitere Freisetzung durch die Diffusionsgeschwindigkeit innerhalb der Formulierung
limitiert wird. Dies gilt vor allem dann, wenn die Formulierung hoch viskos ist und nicht kon-
tinuierlich gertihrt wird [15], wie in unserem Fall. Um das komplette Freisetzungsprofil be-
schreiben zu kénnen, wurde Uberprift, ob die Daten mit den Gleichungen von Higuchi oder
Korsmeyer (Gl. (18), (20), [101, 120]) beschrieben werden kénnen. Damit kénnte ein kineti-

sches Modell zur Beschreibung des zeitabhdngen Freisetzungsprozesses ermittelt werden.

In Abb. 5.5 sind daher die freigesetzten Mengen an Polyphenolen (iber der Quadratwurzel
der Zeit dargestellt. Diese Darstellung wird fiir die Ermittlung der Higuchi-Koeffizienten Ky, als
Steigung der entsprechenden Regrassionsgeraden (Kapitel 2.5.4, Gl. (18)) verwendet. Die
dabei erhaltenen Koeffizienten wurden zur Berechnung der Diffusionskoeffizienten D, der

Polyphenole innerhalb der Emulsionen (Gl. (19)) herangezogen.

0.14 —o— PCA
" | —-e—-Catechin
012 | -~ EGCG &
| ---=-Rutin ~
0,1 1 —+— Resveratrol

—-0—- Quercetin

Jh [hO-5]

Abb. 5.5. Anpassung von kumulativ freigesetzten Mengen (Q/C,) an das kinetische Modell von Higuchi [105]
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Abb. 5.6 zeigt die Linearisierung der Korsmeyer-Gleichung (Gl. (21)). Auf Grundlage dieser
Graphen konnten die Korsmeyer-Koeffizienten Kx und des Exponenten n, durch die eine Be-

wertung des Transportmechanismus moglich ist, gemal Kapitel 2.5.4 bestimmt werden.

5 4
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Abb. 5.6. Anpassung von kumulativ freigesetzten Mengen (Q/C0) an kinetisches Modell von Korsmeyer [105]

Tabelle 5.5 zeigt die kinetischen Parameter, die aus den Kurven in Abb. 5.5 und in Abb.
5.6 fir die Emulsionen mit zwei unterschiedlichen Ol-Wasser-Verhéltnissen (50/50 und
25/75, E1 und E2, Tabelle 5.3) bestimmt wurden. Die anfanglichen Freisetzungskoeffizienten
K, (Tabelle 5.4) nahmen fiir die einzelnen Substanzen von PCA zu Quercetin ab. Aus den Ko-
effizienten Ky und Ky, die nach den kinetischen Modellen von Higuchi und Korsmeyer be-
stimmt wurden, sind ebenso héhere Freisetzungsraten fiir PCA und Catechin im Vergleich zu

Rutin und Resveratrol ersichtlich.

Die Koeffizienten K, und Ky beschreiben die anfangliche Freisetzung aus der Emulsion. Da-
bei ist K, die Steigung des linearen Teils der kinetischen Kurve und K die Steigung der Tan-
gente zur kinetischen Kurve. Daher korrelieren diese beiden Koeffizienten miteinander. Die
Koeffizienten von Higuchi K beschreiben den weiteren Freisetzungsverlauf und werden fir

die Berechnung des Diffusionskoeffizienten innerhalb der Formulierung D, verwendet. Aus
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einem Vergleich von D, und K; ist beispielsweise sichtbar, dass, obwohl PCA zu Anfang viel
schneller aus der Formulierung freigesetzt wurde, die Diffusionsrate von Catechin innerhalb

der Formulierung nahezu so hoch (Emulsion 1) oder héher (Emulsion 2) war wie die von PCA.

Tabelle 5.5. Kinetische Parameter fiir die Freisetzung der Polyphenole aus den Emulsionen mit Ol-Wasser Verhiltnis von

50/50 (E1) und 25/75 (E2) [105] (mod.)

Higuchi-Kinetik* Korsmeyer-Kinetik**

Achsen-
Ky-102[cm-h®%]abschnitt  R*  Dy-10°[ecm*h?] K¢10°[ecm-h™  n R?
[h—O.S]

Emulsion E1
PCA 8,19+0,03 0,25 0,999 5,27 £ 0,04 5,92+0,11 0,67 0,997
Catechin 8,03 +0,02 0,32 0,998 5,07 £ 0,02 5,20 £ 0,07 0,73 0,994
EGCG 7,49 £ 0,03 0,45 0,996 4,41+ 0,04 3,85+0,13 0,84 0,994
Resveratrol 4,81+ 0,06 0,51 0,999 1,82+ 0,05 2,75+£0,04 0,81 0,992
Rutin 3,60 £ 0,07 0,37 0,996 1,02+ 0,04 1,66+ 0,10 0,90 0,993
Quercetin 1,64 £ 0,07 0,70 0,987 0,21+0,02 0,49 £ 0,04 1,14 0,995

Emulsion E2
PCA 10,6 +0,2 0,23 0,997 8,83+0,34 7,84 £ 0,08 0,65 0,999
Catechin 10,9+0,2 0,33 0,998 9,42+ 0,27 6,86 + 0,02 0,75 0,994
EGCG 10,5+0,2 0,56 0,994 8,69+ 0,30 4,85+ 0,02 0,84 0,999
Resveratrol 6,2%+0,1 0,55 0,996 3,07+0,11 3,51+0,01 0,83 0,995
Rutin 51+0,1 0,37 0,994 2,03+0,10 2,17 £ 0,07 0,93 0,993
Quercetin 1,7£0,1 0,74 0,988 0,23 £0,04 0,44 £ 0,00 1,19 0,987

* Ky, Koeffizient von Higuchi, D,, Diffusionskoeffizient innerhalb der Emulsion, Gl. (18),(19), Abb. 5.5;
** Ky, n, Koeffizient und Exponent in Korsmeyers Gleichung (20), Abb. 5.5; Mittelwerte + SD, n=3

Fiir die Emulsion mit dem niedrigeren Olgehalt waren alle Freisetzungs- und Diffusionsko-
effizienten K;, Ky, Kx und D, hoher fir alle untersuchten phenolischen Substanzen mit Aus-
nahme von Quercetin, fur das alle kinetische Parameter unabhangig von der Formulierung
waren. Dies bedeutet, dass der Olgehalt das Freisetzungsverhalten der Polyphenole aus der
Emulsion direkt beeinflusst, namlich, je hdher der Olgehalt ist, desto langsamer ist die Frei-
setzung von in der Formulierung enthaltenden Substanzen. Die Diffusionskoeffizienten wur-
den noch starker beeinflusst als die entsprechenden K,-Werte, mit einer Steigerung bei der
Emulsion mit dem niedrigeren Olgehalt von 67 % fiir PCA und Resveratrol bis zu 99 % fiir

EGCG und Rutin. Dies kann zum Teil dadurch erkldrt werden, dass der Stofftransport der
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hydrophilen phenolischen Verbindungen primar in der wassrigen Phase ablauft, so dass ein

Anstieg des Olgehaltes eine zunehmende Barriere gegen die Diffusion darstellt.

Der Exponent n aus der Korsmeyer-Gleichung (Gl. (20)) scheint eine spezifische Konstante
flir die freigesetzten Substanzen zu sein, da seine Werte bei der Variation der Formulierung
unverandert blieben, im Gegensatz zu allen anderen Freisetzungsparametern. Der Exponent
n variierte von 0,67 bis 1,17, was fiir einen anomalen Transportmechanismus und Zeit-
Abhangigkeit von Freisetzungsprozess charakteristisch ist [102]. Dies bestatigt, dass die Be-
stimmung des Koeffizienten K, nach dem 1. Fick'schen Gesetz (Gl. (17)) zu anfanglichen Zeit-

intervallen limitiert ist.

Fir beide kinetischen Modelle, sowohl fir das von Higuchi, als auch fiir das von Korsmey-
er waren die Korrelationskoeffizienten sehr gut (R2 > 0,98 flir Quercetin, und > 0,99 fir alle
anderen Stoffe, Tabelle 5.5). In Tabelle 5.6 sind freigesetzte nach 4 h Mengen einzelner Po-
lyphenole beobachteten Werte und die entsprechenden Werte, die anhand von den beiden

kinetischen Modellen berechnet wurden, dargestellt.

Bei dem Vergleich der beobachteten und berechneten Werte ist zu erkennen, dass die
mit dem Higuchi-Modell berechneten Werte etwas niedriger und die mit dem Korsmeyer
Modell etwas hoher liegen als die gemessenen Werte. Die geringen Unterschiede zeigen
aber, dass beide Modelle zur Beschreibung der Freisetzungskinetik polyphenolischer Verbin-

dungen aus Emulsionen geeignet sind.

Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit der berechneten Modelle wurden analog zur Me-
thode von Karasulu et al. [121] kumulative Abweichungen der beobachteten Werte von den
berechneten ermittelt. Die Summen der kumulierten quadratischen Abweichungen (2SS), die
flir das Higuchi-Modell bestimmt wurden, waren 4,7 mal hoher als die XSS von den experi-
mentellen Daten fiir die beiden getesteten Formulierungen, wahrend 2SS beim Korsmeyer-
Modell 8 bzw. 5,3 mal hoher waren als die 2SS von den experimentellen Werten fiir Emulsi-

onen E1 bzw. E2 (Tabelle 5.6).
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Tabelle 5.6. Nach 4 h freigesetzte Mengen von Polyphenolen, beobachtet und berechnet aus kinetischen Modellen. Wer-

te mit entsprechenden kumulierten Abweichungen innerhalb des gesamten Experiments nach [105] (mod.)

Beobachtete und berechnete Werte, Kumulierte quadratische
Q(4)/Co-107 [em] ™ Abweichung ", s5-10*
Beobachtet * H'\i/?sgz:s Ko:\jlr:jzle > Beobachtet' I-r:it(jg;i,? KO;S;T:IZT?S
Emulsion E1
PCA 14,48 £ 0,02 14,37 14,96 0,08 0,06 0,50
Catechin 13,71 +£0,08 13,53 14,27 0,15 0,07 1,02
EGCG 11,92 +0,15 11,58 12,36 0,04 0,70 0,98
Resveratrol 8,13 + 0,09 7,86 8,51 0,04 0,20 0,33
Rutin 541+0,16 5,36 5,78 0,05 0,39 0,23
Quercetin 2,24 £0,13 2,14 2,36 0,02 0,35 0,04
5S$=0,38 3SS=1,76 3S5=3,11
Emulsion E2
PCA 19,2+0,3 18,73 19,21 0,33 0,54 0,19
Catechin 18,5+0,3 18,29 19,42 0,24 0,32 2,23
EGCG 15,7+ 0,2 15,19 15,53 0,13 2,10 1,18
Resveratrol 7,52 £0,07 7,36 7,90 0,04 0,44 0,25
Rutin 10,6 +0,1 10,16 11,03 0,05 0,47 0,54
Quercetin 2,23+0,19 2,13 2,31 0,04 0,03 0,02

5S$=0,83 3SS=3,91 5S5=4,42
*Mittelwert + SD, n = 3; ~ Q(4), kumulierte freigesetzte Menge nach 4 h durch eine Flacheneinheit,
mg-cm'z; Co, Ausgangskonzentration, mg-cm'3;
'Summe der quadratischen Standardabweichungen zu jedem Zeitpunkt t (SS = 5 SD(Mq)?);
" Summe der quadratischen Abweichungen der berechneten Werte von den beobachteten zu jedem
Zeitpunkt t (SS = 5, (mot-met)z), Mot My = Q(t)/Co, beobachtet oder berechnet.

Obwohl beide Modelle die Beschreibung des Freisetzungsprozesses von Polyphenolen aus
Emulsionen ermdglichen, ist das Higuchi-Modell aufgrund kleinerer Abweichungen zu expe-
rimentellen Daten vorzuziehen. AulRerdem, bietet das Modell die Mdoglichkeit, die Diffusi-

onskoeffizienten zu bestimmen.
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5.3. Hautpermeation von Polyphenolen

Wie bereits erwahnt, ist die Penetration von Antioxidantien in die Haut eine wichtige Vo-
raussetzung dafir, dass diese ihre Wirkung tatsachlich entfalten kénnen. Die vorherigen Ver-
suche zeigen, dass die Polyphenole gut aus den Emulsionen freigesetzt werden kénnen. Im
Folgenden ist deren Permeation durch die Schweinehaut in-vitro sowie ein Versuch zur Er-

mittlung der Penetration in Humanhaut in-vivo beschrieben.

5.3.1. In-vitro Hautpermeation

Die in-vitro Untersuchung der Hautpermeation erfolgte in Franz-Diffusionszellen gem.
Kap. 8.3.2 unter Verwendung der exzidierten Schweinehaut. Die anschlieRende Analyse der

Polyphenole in der Haut wurde wie in Kap. 8.3.3 beschrieben, durchgefiihrt.

In den Abb. 5.7 und Abb. 5.8 sind die Permeationskinetiken von Polyphenolen aus der

Emulsionen E1 und E2 (Tabelle 5.3) mit den Ol-Wasser-Verhéltnissen von 50/50 bzw. 25/75

dargestellt.
12 —o— PCA 1
1 —-o— - Catechin
10 4 ---&--- EGCG !
1 ---=--- Rutin
8 - —+— Resveratrol

—-0—- Quercetin

NN

Permeierte Menge Q/C, 10% [cm]
(0]

T
0,0 50 10,0 15,0 20,0
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Abb. 5.7. Permeationskinetik der Polyphenole durch die Schweinehaut aus der Emulsion E1 mit o/w-Verhiltnis von

50/50 (w/w) [105]. Permeierte Menge durch eine Flicheneinheit der Haut (Q, ug/cmz), bezogen auf die Ausgangskon-
zentration (Co = 0,96 + 0,06 pg/ml), Mittelwert £+ SD, n=3
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Abb. 5.8. Permeationskinetik der Polyphenole durch die Schweinehaut aus der Emulsion E2 mit o/w-Verhiltnis von
25/75 (w/w). Permeierte Menge durch eine Flicheneinheit der Haut (Q, pg/cm2), bezogen auf die Ausgangskonzentrati-
on (CO = 0,96 + 0,06 pg/ml), Mittelwert + SD, n=3

Ahnlich der Freisetzung, wiesen die einzelnen Polyphenole unterschiedliche Permeatios-

raten auf, und die permeierten Mengen nach 24 h bei Emulsion E2 mit niedrigerem Olgehalt

waren hoher als bei Emulsion E1.

Die entsprechenden Permeationskoeffizienten K, Verzdgerungszeiten (lag times) t;
(Gl. (12)), Diffusionskoeffizienten innerhalb der Haut Ds (Gl. (14)), Verteilungskoeffizienten
Haut-Vehikel P/, (Gl. (16)) und die kumulierten permeierten Mengen nach 24 h Versuchszeit

sind in Tabelle 5.7 dargestellt.

Die Koeffizienten der Hautpermeation K, waren fir jede Substanz etwa zwei GréRenord-
nungen niedriger als die jeweiligen Freisetzungskoeffizienten K, (Tabelle 5.5). Damit stellt die
Haut die limitierende Barriere gegen den Transport von Polyphenolen dar. Die héchste Per-
meationsgeschwindigkeit wurde flir PCA, die niedrigsten wurden fliir EGCG und Quercetin
beobachtet. Die Auswirkungen von Olkonzentration in der Formulierung auf die Permeation
von Polyphenolen durch die Haut waren dhnlich wie bei deren Freisetzung. Aus der Emulsion

mit niedrigeren Olgehalt wurden héhere Permeationsraten beobachtet.
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Tabelle 5.7. Permeationsparameter, bestimmt fiir die Applikation von Emulsionen mit O/W Verhiltnis von 50/50 (E1)

und 25/75 (E2) [105]

K,-10* [cm h™] t, [h] D,-10" [cm® h'h] Psyy

Emulsion E 1
PCA 50+1,4 4,7+0,3 6,6 +0,7 0,103 £ 0,024
Catechin 2,54 0,29 6,7+1,7 49+1,3 0,074 £ 0,012
Resveratrol 1,73+0,48 43+1,1 7,4+1,2 0,033 £0,012
Rutin 0,59+0,16 8,3+09 3,7+£0,6 0,012 + 0,003
Quercetin 0,07 £ 0,06 6,419 51+1,0 0,002 + 0,001
EGCG 0,03+ 0,01 6,2+0,7 50+0,6 0,0007 + 0,0002

Emulsion E 2
PCA 11,8+ 0,6 2,8+04 6,3+1,0 0,207 £ 0,008
Catechin 4,94 + 0,59 6,0£1,9 3,9+0,7 0,150 + 0,036
Resveratrol 3,79%+0,39 52+1,3 4,4+0,5 0,100 £ 0,013
Rutin 1,17+£0,16 59+2,6 42109 0,034 + 0,008
Quercetin 0,05+ 0,03 52+2,7 5,7+3,8 0,0013 +0,0009
EGCG 0,03 +0,03 8,5t2,3 2,8+0,8 0,0012 + 0,0006

Ko, Permeationskoeffizient; t,, Verzégerungszeit; D;, Diffusionskoeffizient in der Haut (Hautdicke

1,2 £ 0,Amm); Psy, Verteilungskoeffizient zwischen Haut und Emulsion; Q(24)/Co, Kumalative permei-
erte Menge durch eine Flacheneinheit der Haut nach 24 h, bezogen auf die Ausgangskonzentration.
Alle Werte sind Mittelwerte + SD, n =3

Die Verzogerungszeiten t; (Lag-Zeit) variierten von 2,8 zu 8,5 h und korrelierten nicht mit
den Permeationskoeffizienten. Vor der Permeation durch die Haut ist eine Sorption und Pe-
netration von Substanzen in die Haut notwendig. Wahrend der Lag-Zeit steigt die Stoffkon-
zentration in der Haut an, bis die weitere Freigabe infolge des Konzentrationsgradienten
erfolgen kann [99]. Dieser Zeitraum ist fir jeden Stoff und jede Formulierung individuell. Die
Diffusionskoeffizienten Ds, die nach der Lag-Zeit-Methode bestimmt wurden (Gl. (14)) unter-
schieden sich zwischen den Substanzen nicht so stark wie die Permeationskoeffizienten K,
waren aber tendenziell héher fiir die Emulsion mit héheren Olgehalt (E1). Die K, Werte, die
sich zu t, invers verhielten, waren beim Aufbringen der Emulsion mit dem niedrigeren Ol-
gehalt hoher. Die Verteilungskoeffizienten Haut/Formulierung P, zeigten eine viel geringere
Affinitat der Polyphenole zu der Haut als zu den Emulsionen und stiegen mit niedrigerem
Olgehalt der Emulionen an. Die héchsten Werte wurden fiir PCA, die niedrigsten fiir EGCG
und Quercetin bestimmt, dhnlich zu den Permeationskoeffizienten. Die Ermittelten Ds;sowie

P;;, Werte bestatigen, dass die Uberwindung des Stratum Corneum, der primiren Barriere,
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eine Voraussetzung fur die Permeabilitdat von Wirkstoffen durch die Haut ist. Sie hangt von
der Affinitdt der einzelnen Substanzen zum Stratum Corneum sowie von der Diffusion der
penetrierten Substanzen in den tieferen Hautschichten ab. Letzteres findet wahrscheinlich

unabhangig von der applizierten Emulsion statt.

Neben der Permeationskinetik, wurden die Verteilungen von Polyphenolen in den Haut-
schichten in dem mittels Tape-Stripping entfernten Stratum Corneum und in der restlichen
Epidermis und Dermis, in der Rezeptorflissigkeit und auf der Hautoberflache nach den 24-h

Permeationsexperimenten bestimmt. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Abb. 5.9 darge-

stellt.
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Abb. 5.9. Verteilung der Polyphenole nach den Hautpermeationsexperimenten, A: Emulsion E1; B: Emulsion E2. (Mittel-
werte + SD; n = 3). C: Catechin, E: EGCG, Ru: Rutin, Res: Resveratrol, Q: Quercetin [105]

Relativ hohe Mengen der Polyphenole wurden in der Epidermis und Dermis gefunden, die
als Ziel-Schichten fir die vorgesehene antioxidative Wirkung gelten. Bemerkenswert ist, dass
die Konzentration der Polyphenole im Stratum Corneum nach der Applikation der Emulsion
E2 (mit niedrigerem Olgehalt) niedriger war als bei Emulsion E1 (insgesamt penetriert
3,6 ug/cm’ (E2) bzw. 5,7 ug/cm?” (E1)). Die in die Dermis penetrierten Mengen waren nach

der Applikation der Emulsion mit niedrigerem Olgehalt héher (gesamte penetrierte Poly-
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phenolmengen betrugen 61,5 pg/cm”und 28,6 ug/cm” fur Emulsionen E2 bzw. E1). Dieses
Verhalten stimmt damit Uberein, dass die Permeationsraten einzelner Polyphenole aus der
Emulsion mit dem niedrigeren Olgehalt héher waren, als aus der Emulsion E1. Die Konzent-
rationen einzelner Polyphenole in der Epidermis und Dermis sowie in der Rezeptorflissigkeit

korrelierten mit den Permeationskoeffizienten K, (R2 =0,90 bzw. 0,99).

5.3.2. Invivo - Hautpenetration

Um die Penetration der phenolischen Verbindungen unter realen Bedingungen zu de-
monstrieren, wurde die Emulsion E2 auf den Unterarm von zwei gesunden Probanden auf-
gebracht. Nach 0,5 h wurde das Polyphenolgehalt in dem mittels Tape-Stripping entfernten
Stratum Corneum analysiert. Diese Schicht konnte mit 10 Tape-Streifen teilweise und mit 20
Streifen komplett entfernt werden, was durch eine Erhéhung des transepidermalen Wasser-
verlustes (TEWL) verifiziert wurde (TEWL von 7,7 £ 0,7 g-h'lm'2 fir unbehandelte; 10,1 + 0,7

und 38 + 2 g-h*'m™ fiir 10-mal und 20-mal gestrippte-Hautbereiche).

10 Streifen

20 Streifen

Abb. 5.10. Haut eines Probanden nach der Stratum Corneum-Entfernung mittels Tape-Stripping

Die Erhohung des TEWLs korrelierte mit der Hautrotung (Abb. 5.10) und deutete auf die
Verringerung der Barrierefunktion der Haut hin, und folglich in unserem Fall, auf eine partiel-
le oder vollstandige Entfernung des Stratum Corneum. In Tabelle 5.8 sind die Polyphenol-
Gehalte in den oberen Schichten (1-10 Streifen) und tieferen Schichten (11-20 Streifen) des

Stratum Corneums dargestellt.
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Tabelle 5.8 Polyphenolgehalt in Stratum Corneum von zwei Probanden nach 30 min nach der Applikation der Emulsion
auf dem Unterarm

. ApleZler'te Hauttiefe Polyphenolgehalt in der Haut, % von applizertem*
Pro- Hautfla- Formuli-

band che,cm?  erung (Streifen-
, , anzahl) PCA Catechin EGCG  Rutin Resveratrol Quercetin

mg-cm
1 4,91 5,58 1-10 23,36 0 1,56 24,60 3,77 23,21
2 4,91 4,75 1-10 37,18 0 2,00 32,92 1,04 32,27
1-10 43,13 0 3,05 4561 16,11 44,23
2 10,0 3,33
1120 0,41 0 0,65 1,40 1,04 1,45
2 10,0 0" 1-10 0 0 0 0 0 0

* Bezogen auf den Applikationsbereich
* Keine Formulierung appliziert (Kontrolle)

In allen Hautextrakten waren Catechin und EGCG nicht bzw. geringfligig nachweisbar. Die
Konzentrationen anderer Polyphenole in den oberen Schichten wichen stark zwischen den
Probanden und behandelten Hautarealen ab. Beim Vergleich der Polyphenolgehalte in den
einzelnen Schichten (Proband 2) zeigte sich, dass in der oberen Schicht (Streifen 1-10) die
Konzentrationen aller Substanzen, ausgenommen Catechin, deutlich héher waren als in der
tieferen Schicht (Streifen 11-20). Die Wiederfindungsraten waren jedoch 44 bis 47 % fir
DHBA, Rutin und Quercetin, und lediglich 17; 3,7 und 0 % fiir Resveratrol, EGCG bzw. Cate-

chin.

5.4. Diskussion

Die Zielhautschichten fiir eine antioxidative Wirkung von Polyphenolen sind die Epider-
mis, wo Polyphenole direkt die ROS inaktivieren kénnen und die Dermis, die Schicht, in der
fur die Hautbeschaffenheit und Elastizitat verantwortlichen Elastin- und Kollagenfasen gela-
gert sind und deren Destrukturierung und Abbau mit dem Alterungsprozess verbunden ist
[2]. Daher miissen die Polyphenole aus der topischen Formulierung freigegeben werden, und
in der Lage sein, das Stratum Corneum, die wichtigste Barriereschicht menschlicher Haut

durchzudringen. Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Kapiteln 5.1 bis 5.3 diskutiert.

5.4.1. Extraktion der Polyphenole aus der Schweinehaut

Bei der Untersuchung der Extraktion von phenolischen Substanzen aus der Schweinehaut

wurden auffallend niedrige Wiederfindungsraten erzielt, besonders in den Versuchen, bei
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denen die Zerkleinerung mit UltraTurrax vorgenommen wurde (Abb. 5.1, Abb. 5.2, Versuch
Nr. 1-8). Die Versuche mit Zugabe von L-Ascorbinsdure und unter Sauerstoffausschluss zeig-
ten, dass die niedrige Extraktionsausbeute der Polyphenole aus der Haut nicht nur an ihrer
Oxidation liegen kann. Moglicherweise werden aufgrund der Wechselwirkungen phenoli-
scher Substanzen mit den Proteinen der Haut unldsliche Protein-Polyphenol-Komplexe ge-
bildet [122]. Bei der Vermahlung in der Kryo-Mihle stiegen die Wiederfindungsraten einiger
Polyphenole allerdings auf 90 % bis 100 % an (PCA, Rutin, Resveratrol, Quercetin). Die Unter-
schiede in der Polyphenolausbeute kdnnten zum Teil durch den deutlichen Unterschied zwi-
schen den Verarbeitungstemperaturen erklart werden. Bei -196 °C (Kryo-Mihle) sind bio-
chemische Reaktionen in den Hautproben weitgehend ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu
konnen die Temperaturen wahrend einer intensiven Behandlung mit Ultra-Turrax deutlich
Uber 40 °C ansteigen, was sowohl die Oxidation phenolischer Substanzen, als auch eine Aus-

bildung von Polyphenol-Protein-Komplexen beglinstigt.

Im Gegensatz zur PCA, Rutin, Resveratrol und Quercetin lagen die Wiederfindungsraten
von EGCG und Catechin nur bei 19 % bzw. 56 %. Fir diese Komponenten wurden die héchs-
ten Indizien der Hemmung von Lipidoxidation (Al) (Abb. 4.3) sowie hohe Radikalfangeraktivi-
taten (TEAC) ermittelt (Tabelle 4.2). Wahrscheinlich findet ihr Abbau aufgrund der hohen
Aktivitdt dieser Stoffe statt. Andererseits, konnte fiir Quercetin, das auch eine sehr hohe
antioxidative Aktivitat aufweist, eine Wiederfindungsrate von 96 % erreicht werden. Deswe-
gen kann angenommen werden, dass die Lipophilitdat der Substanzen auch eine Rolle spielt.
Moglicherweise kann Quercetin nicht mit hydrophilen Hautproteinen interagieren aufgrund

seiner hohen Hydrophobizitat [104].

5.4.2. Freisetzung polyphenolischer Verbindungen aus Emulsionen

Eine in-vitro-Uberwachung der Wirkstofffreisetzung ist ein niitzliches Werkzeug fiir die
Kontrolle der Aktivitat fir die Entwicklung und Produktion kosmetischer oder pharmazeuti-
scher Produkte wie topischer Emulsionen. Im Kapitel 5.2 ist die Bestimmung von anfangli-
chen Freisetzungskoeffizienten nach Fick’schem ersten Gesetz sowie die Anwendung kineti-

scher Modelle von Higuchi [101] und Korsmeyer [120] beschrieben. Das Model von Higuchi
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wurde ausgewadhlt als am besten geeignete fiir die Beschreibung der Freisetzung phenoli-

scher Verbindungen aus Emulsionen.

Die Korsmeyer-Gleichung (Gl. (20)) wurde urspringlich fur die Untersuchung der Wirk-
stofffreisetzung aus starren oder schwellbaren Darreichungsformen vorgeschlagen [102,
120], aber dieses "Potenz-Gesetz" ist anwendbar fiir verschiedene Systeme und Geometrien.
Anhand des Exponenten n kann der Mechanismus der Wirkstofftransport beschrieben wer-
den. Beispielsweise, wahrend der Untersuchung der Freisetzung einiger phenolischer Ver-
bindungen aus einem polymeren Chitosan-Komplex, erfolgte die Freisetzung in den ersten
Zeitintervallen infolge einer unidirektionalen Diffusion, wobei n sehr nah an 0,5 war. Das
zweite Zeitintervall (60-270 min) wurde mit der Kinetik nullter Ordnung charakterisiert (n =
1) [103]. Bei den im Kapitel 5.2 beschriebenen Freisetzungsuntersuchungen wurde nur ein
Zeitintervall betrachtet und die n-Werte unterschieden sich fiir jede Substanz, waren aber
unabhangig von der Formulierung, im Gegensatz zu den kinetischen Koeffizienten (Tabelle
5.5). Die Freisetzung von PCA, Catechin und EGCG erfolgte gemaR eines nicht-Fickschen
Transportmechanismus, war aber zeitabhdngig, da die entsprechenden n-Werte zwischen
0,5 und 1 lagen. Die Freisetzung von Rutin und Quercetin, mit den entsprechenden n-Werten
von 0,90 und > 1, kann in erster Ndherung als Freisetzung nullter Ordnung beschrieben wer-
den. Das stimmt mit der Studie von Papa et al. Giberein [12], in der kinetische Modelle nullter
Ordnung fiir die Freisetzung von Rutin aus verschiedenen halbfesten Formulierungen erhal-
ten wurden. Die anomalen n-Werte von Quercetin (> 1) lassen sich mit der Begrenzung der
Freisetzungsgeschwindigkeit durch die angewandte Cellulosemembran erkldaren. Bei der
Freisetzung von Quercetin wurden namlich die Verzégerungszeiten von 10-16 min beobach-
tet, im Gegensatz zu anderen Substanzen, flr die keine Verzégerungszeiten und damit keine

Limitierung durch die Membran beobachtet wurden.

Obwohl das Korsmeyer-Modell gut zu den experimentellen Daten passte, stimmte das
Modell von Higuchi mit den Ergebnissen besser tiberein (Tabelle 5.6). Ahnlich wurde in der
Studie von Marquele et al. [17] die Freisetzung von p-Cumarinsdaure und von Polyphenol-
haltigen Propolis-Extrakt aus kosmetischen Emulsionen untersucht, dabei wurden die Frei-
setzungsprofile mit dem Higuchi-Modell beschreiben. Das Modell erlaubt, die Diffusionskoef-

fizienten zu berechnen. Die in Kapitel 5.2 berechneten D,- Werte zeigten, dass die Freiset-
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zung von polyphenolischen Verbindungen von ihrer Diffusionsgeschwindigkeit innerhalb der
Emulsion abhdngt. Allerding korrelierten die anfanglichen Freisetzungskoeffizienten K; nicht

immer mit D,-Werten.

Die Freisetzungs- und Diffusionskoeffizienten einzelner Polyphenole unterschieden sich
erheblich. Um die Auswirkungen der Molekiileigenschaften auf ihre Freisetzung aus Emulsi-
onen zu ermitteln, wurden die K,-Werte gegen das Molekulargewicht (Abb. 5.11, links) und
gegen die entsprechenden log Poyw-Werten aufgetragen (Abb. 5.11, rechts). Diese beiden
Faktoren werden als die wichtigsten fiir die Freisetzung und die Hautpermeation von Wirk-

stoffen beschrieben [123].
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Abb. 5.11. Anfangliche Freisetzungskoeffizienten (K,) der Polyphenole aus der Emulsion E1 als Funktion von Molekular-

masse (MW) und Oktanol-Puffer (pH 5,5) Verteilungskoeffizienten (log Pow). PCA, Protocatechusdure, C, Catechin, EGCG,
Epigallocatechingallat, Re, Resveratrol, Ru, Rutin, Q, Quercetin [105]

Die mehr hydrophilen Molekiile mit log Pow <1 (PCA, Catechin, EGCG und Rutin) zeigten
eine umgekehrt proportionale Korrelation zwischen den anfanglichen Freisetzungskoeffi-
zienten K, und dem Molekulargewicht. Die hydrophoben Resveratrol und Quercetin zeigten
eine dhnliche Tendenz beim Vergleich untereinander. Mit Ausnahme von Rutin, waren die
K-Werte proportional zu der Hydrophilitatsgrad der Polyphenole. Moglicherweise kdnnen

die hydrophilen Molekiile, die in der duBeren wassrigen Phase der Emulsion befinden, leich-
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ter zu der Grenzflache zwischen der Emulsion und der Membran diffundieren. Im Gegensatz
dazu mussen hydrophobere Molekile wie Resveratrol und Quercetin, die sich Gberwiegend
in und an der dispersen Lipidphase befinden, noch zusitzlich die Grenzfliche zwischen Ol

und Wasser Uberwinden. Das erklart deren niedrigeren die K-Werte.

Rutin, hingegen, hat keinen aufgrund seines niedrigen log Pow-Wertes erwarteten hohen
Freisetzungskoeffizienten aufgewiesen. Der Rutinose-Rest in seiner Struktur verleiht dem
Molekil einen amphiphilen Charakter und macht es leicht oberflachenaktiv [124]. Aus die-
sem Grund wird Rutin stirker an der Ol-Wasser-Grenzschicht gebunden, was seine Diffusion

und Freisetzung behindert.

Fur die Diffusionskoeffizienten in den Emulsionen (Dy) wurde eine dhnliche Tendenz be-
ziglich des Einfluss des Molekulargewichts und der Lipophilie erhalten, jedoch lagen Dy~
Werte von PCA, Catechin und EGCG naher beieinander, als die entsprechenden K,-Werte
(Tabelle 5.5). Durch die sehr schnelle anféngliche Freisetzung dieser relativ hydrophilen Sub-
stanzen, nimmt deren Konzentration in den Emulsionsschichten in der Nahe von Membran
schnell ab. Als Folge sinkt der Konzentrationsgradient innerhalb der Membran, was im End-
effekt die weiteren Freisetzungsraten verlangsamt. Der Konzentrationsgradient innerhalb

der Emulsion wird jedoch erhéht, was zu héheren Diffusionsraten der Polyphenole fuhrt.

Die Freisetzungsraten der phenolischen Verbindungen waren héher aus der Emulsion mit
niedrigerem Olgehalt. Die Erhéhung der Freisetzungsraten aus Formulierungen mit héheren
Wassergehalt wurde in der Literatur bereits beschrieben [17, 106, 117, 125]. Der Haupt-
grund hierfir wird in der Stabilisierung von phenolischen Substanzen an der Ol-Wasser-
Grenzschicht gesehen. Wie oben erwahnt, kénnen Polyphenole leicht amphiphile Eigen-
schaften aufweisen [26]. In den Emulsionen mit héherem Olgehalt ist die Grenzfliche bei
gleicher PartikelgroRenverteilung groRRer, daher kdnnen Polyphenole besser stabilisiert wer-
den, was zu einer Abnahme der Freisetzungsraten fiihrt. Ein anderer Grund kann die héhere
Viskositdt von Emulsionen mit héherem Olgehalt sein. Sie erschwert die Diffusion von Poly-
phenolen in den Emulsionen und fihrt schliefflich zur Minderung deren Freisetzungs- und

Permeationsraten.
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5.4.3. Hautpermeation

Diffusion von Wirkstoffen durch die Haut ist ein deutlich komplexerer Prozess als die Frei-
setzung, insbesondere aufgrund der Inhomogenitat des Hautgewebes. Bei der mehrschichti-
gen Hautmembran liegt die primare Barrierefunktion im Stratum Corneum, das aus verhorn-
ten Korneozyten, und chemisch hauptsachlich aus Lipiden verschiedener Polaritdt besteht,

so dass die Haut als semi-permeable Membran wirkt [22].

Im Allgemeinen korrelierten die Permeationskoeffizienten K, mit den anfanglichen Frei-
setzungskoeffizienten K, (Abb. 5.12), mit einer Ausnahme von EGCG (R? = 0,9246). Dies deu-
tet darauf hin, dass die Diffusitat des Wirkstoffs in dem Vehikel ein wichtiger Faktor fiir den

Prozess der Hautpermeation ist.
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Abb. 5.12. Korrelation zwischen Freisetzungs- (K;) und Hautpermeationskoeffizienten (K), die fiir die Emulsionen mit
dem Olphasengehalt von 25 % (weiRe Kreise) und 50 % (schwarze Rauten). Q: Quercetin, Ru: Rutin, C: Catechin, Re:
Resveratrol, E: Epigallocatechingallat (EGCG), PCA: protocatechuic acid. Die durchgezogene Linie zeigt die Korrelation
aller Punkte, bei der gestrichelten Linie ist EGCG aus der Korrelation ausgeschlossen

Da die Variation von Ds-Werten (Diffusionskoeffizienten in der Haut) zwischen den Sub-
stanzen und den Formulierungen viel geringer als die Variation der K,-Werte und der Haut-
Formulierung Verteilungskoeffizienten (Ps,/) war (Tabelle 5.7), kann hergeleitet werden, dass
die Diffusion durch die Haut deutlich schneller als die Durchdringung des Stratum Corneums

ablauft und nicht in dem Mals durch die aufgebrachte Formulierung oder Molekuleigen-
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schaften beeintrachtigt wird. Diese Hypothese konnte mit einer Studie bestatigt werden, bei
der die vom Stratum Corneum abgestreifte Haut fiir eine Untersuchung der Hautabsorption
von Catechin-beladenen Liposomen [116] verwendet wurde. In dieser Studie waren die
Permeationsraten mit den Freisetzungsraten durch eine Cellulose-Membran vergleichbar,
was die Abwesenheit einer Barrierefunktion der tieferen Epidermis nahe legt. Dies kdnnte
erklaren, warum die im Kapitel 5.3.1 beschriebenen Diffusionskoeffizienten durch die Haut
D; nicht mit den Permeationskoeffizienten K, (Tabelle 5.7) korrelieren. Jedoch ist in der Re-
gel eine experimentelle Zeit von mindestens drei oder vier t;, erforderlich, um die Genauig-
keit der Lag-Zeit-Methode zu gewahrleisten [99]. Permeationsstudien mit ex-vivo Haut sind
wahrend so einer langen Zeitperiode oft nicht moglich, weil die strukturelle Integritat und
die Lebensfdhigkeit von der ausgeschnittenen menschlichen oder tierischen Kadaverhaut
innerhalb langer Zeitrdume nicht gewahrleitet sind. Da die Versuchsdauer auch aus der mik-
robiologischen Sicht begrenzt war, war sie ggf. fir eine exakte Bestimmung von t,-Werten
nicht ausreichend. Somit ist mit einer moglichen Unterschatzung von t; und somit von Ds-

Werten zu rechnen.

Die Hautpermeationsraten von EGCG waren extrem niedrig, so dass diese sich nicht mit
den Freisetzungskoeffizienten korrelierten, wie die anderen getesteten Substanzen. Hier
kann vermutet werden, dass eine derart hochreaktive Verbindung (Tabelle 4.2) wahrend des
Versuchs durch oxidativen Abbau oder eine Interaktion mit Proteinen der Haut zerstort oder
immobilisiert werden kann. Signifikante Mengen an EGCG wurden im abgestreiften Stratum
Corneum und in der Epidermis und Dermis gefunden (Abb. 5.9). In diesen Schichten kénnen
enzymatische Abbauprozesse oder kovalente Wechselwirkungen mit den Hautproteinen wie
z. B. Kollagen auftreten, was die Diffusion der Substanz durch die Haut zum Rezeptormedium
behindert. Ahnliche Ergebnisse wurden von Batchelder et al. [126] berichtet. Sie gingen von
einer Hydrolyse durch dermale Esterase als moglicher Abbaumechanismus von EGCG in der
Haut aus. EGCG ist die einzige von den hier untersuchten Substanzen, die einen veresterten
Gallatrest in der Molekdlstruktur enthélt (Abb. 4.1), der durch die Esterase gespalten werden
kann. Diese enzymatische Hydrolyse kdnnte das herausragende Verhalten von EGCG, wie
auch das Fehlen der fir andere Substanzen charakteristischen Korrelation zwischen Permea-

tion und Freisetzung erklaren.
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Nach den Permeationsuntersuchungen wurden grole Mengen der untersuchten Substan-
zen in der Epidermis und Dermis gefunden (Abb. 5.9), den Zielschichten fir den gewiinsch-

ten ,Anti-Aging"-Effekt.

Dal Belo et al. [118] untersuchten die Permeation verschiedener Polyphenole wie EGCG
und Quercetin durch exzidierte menschliche Haut und erhielten dhnliche Ergebnisse wie die
beschriebenen im Kapitel 5.3.1. Die grofte Menge an EGCG in wurde Stratum Corneum ge-
funden, Quercetin war meist in der lebensfahigen Epidermis lokalisiert, konnte aber nicht zu
der Rezeptor-Flissigkeit durchdringen [118]. Bei unseren in-vitro Untersuchungen wurden
EGCG und Quercetin dhnlich verteilt, geringe Mengen von ihnen wurden jedoch in der Re-
zeptorflussigkeit gefunden. Dies deutet darauf hin, dass die Schweinehaut etwas hohere
Permeabilitat aufweist, als die menschliche. Allerdings ware fiir diese Schlussfolgerung ein
direkter Vergleich notwendig. Beispielsweise, Barbero und Frasch [127] verglichen die Per-
meationsdaten von 18 Studien, 41 Permeabilitdtsmessungen fiir 26 Chemikalien durch hu-
mane Haut und Schweinehaut. Der erhaltene Korrelationskoeffizient von 0,88 ist als Beleg zu
werten, dass die Schweinehaut ein guter Ersatz flir die menschliche Haut bei Permeationsun-
tersuchungen ist. Zu dhnlichen Schlussfolgerungen fuhrte die Arbeit von Netzlaff et al. [128],
obwohl in anderen Quellen die Schweinehaut als etwas mehr permeabel als die Humanhaut

beschrieben wird [10].

Der in-vivo Pilotversuch (Kap. 5.3.2) zeigte keine libereinstimmenden Ergebnisse mit der
in-vitro Permeation. Die niedrigen Wiederfindungsraten der Polyphenole im Stratum Corne-
um konnten durch ein tieferes Eindringen der Testsubstanzen verursacht sein, das bereits
innerhalb von 30 min Versuchszeit auftreten konnte. Eine solch schnelle Permeation ist je-
doch eher unwahrscheinlich, da, wie es in dem in vitro Experiment mit Versuchsdauer von
24 h ermittelt wurde, wo die Lag-Zeiten (t;) fir EGCG und Catechin bei iber 6 h lagen
(Tabelle 5.7). Andere Griinde kdnnten Polyphenolabbau im Hautgewebe durch Oxidation,
enzymatische Reaktionen oder Polyphenol-Protein-Wechselwirkungen sein. Dies wird zum
Teil durch den Vergleich der Freisetzung und in vitro Hautpermeationsdaten (Abb. 5.12) un-
terstiitzt. Aus diesem Vergleich ist ersichtlich, dass EGCG abseits der Korrelation liegt, was
auf einen Abbau in oder eine Reaktion mit der der Haut hindeutet. In-vitro Daten fir Cate-

chin waren allerdings nicht herausragend. Daraus kann eine Schlussfolgerung gezogen wer-
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den, dass entweder die Metabolisierung von Catechin nur in der lebendigen Haut stattfinden
kann, oder dass der Unterschied zwischen menschlicher und Schweinehaut eine grofRere
Rolle spielt. Um diese Hypothesen zu Uberprifen waren aber noch weitere Untersuchungen

notwendig.

Bei dem Vergleich der in-vitro Permeation aus Emulsionen mit unterschiedlichen O/W-
Verhiltnissen zeigten Emulsionen mit niedrigerem Olgehalt héhere Permeationsraten (Abb.
5.9), ahnlich wie bei der Freisetzung. Von diesem Effekt wurde auch in anderen Studien be-
richtet [106, 117, 125]. Einer der Griinde fiir dieses Verhalten konnte eine beschleunigte
Diffusion der Polyphenole innerhalb der Emulsionen mit niedrigerem Olgehalt sein, die zu
verbesserten Permeationsraten fiihrt. Ein weiterer Grund kénnte eine Hyperhydratisierung
der Haut nach der Applikation Formulierungen mit hdherem Wassergehalt sein. Unter nor-
malen Bedingungen ist das Stratum Corneum relativ trocken (Wassergehalt von etwa 20 %),
und ein erhéhter Feuchtezufuhr flhrt zu einer Reorganisation von Lipid-Lamellenstrukturen
und kann generell die transdermale Verabreichung von topisch applizierten Substanzen er-

hohen [22].
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6. Auswirkung von Emulsionskomponenten auf die Emulsionseigen-

schaften und Wirkstofffreisetzung

Die in den Kapiteln 4 und 5 beschriebenen phenolischen Substanzen wurden unter Ver-
werdung von Sonnenblumendl und zwei verschiedenen Emulgatorsystemen unter der Varia-
tion von Ol-zu-Wasser-Verhiltnis und Polyphenolgehalt in Emulsionen eingearbeitet. Die
entsprechenden Rezepturen sind in Tabelle 6.1 dargestellt. Die Emulsionen wurden gem.

Kapitel 8.2.1 (3) hergestellt.

Die Emulsionen wurden beziglich deren rheologischen Eigenschaften, TropfchengrofRen-
verteilungen, Zentrifugenstabilitdt sowie Polyphenolfreisetzung und Lagerstabilitat unter-

sucht.

Tabelle 6.1. Zusammensetzung von untersuchten Emulsionen (% wt.)

Formulierung T1 T2 T3 S1 S2 S3 S4
O/W-Verhdltnis (wt.) 25/75 35/65 45/55 25/75 35/65 45/55 15/85
Phase Ingredient

A Wasser ad.100 ad.100 ad.100 ad.100 ad.100 ad.100 ad.100
A Xanthan gum 0,20 0,17 0,15 0,20 0,17 0,15 0,23
A Paraben K 040 035 029 040 035 029 045
B Sonnenblumendl 15,0 21,0 27,0 20,0 28,0 36,0 12,0
B Sorbitanmonopalmitat (Span 40) 3,37 4,7 6,1
B :D_I?\llvyeoexr\]/ig;ylen Sorbitanmonopalmitat 163 23 29
B Cetylalkohol 5,0 7,0 9,0

Symbiomuls GC (Glycerylstearat Citrat,

B Cetearylalcohol, Glycerylcaprylat) >0 7.0 9.0 3.0
C Glycerin-Wasser (1:1) 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
C Polyphenole* 0-10 0-10 0-1,0 0-1,0 0-1,0 0-1,0 0-1,0

* Protocatechusaure, Catechin, Rutin, Resveratrol, Quercetin; einzeln oder als Mischung (20% von
jeder Substanz)
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6.1. Freisetzung von Polyphenolen aus den Emulsionen mit unterschied-

lichem Olgehalt und Emulgator

In Kapitel 5.2 wurde gezeigt, dass Higuchis Quadratwurzel-Modell am besten geeignet flr
die Beschreibung der Freisetzungskinetik von Polyphenolen aus kosmetischen Emulsionen
ist, anhand dessen unter anderem auch die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten in der
Formulierung moglich ist [105]. Da es in diesem Kapitel um einen Vergleich der Formulierun-
gen, und nicht um die reale Hautpermeationsprozesse geht, werden im Weiteren lediglich
die Diffusionskoeffizienten innerhalb der Formulierung D, diskutiert. Die D,-Werte von Poly-
phenolen in den Emulsionen mit Emulgator Tween 40-Span 40-Cetylalkohol (T1-T3) und
Symbiomuls GC (51-S3), (Tabelle 6.1) sind in Abb. 6.1 als eine Funktion des Olgehaltes darge-
stellt. Die Ausgangskonzentration von jedem Polyphenol betrug 0,16 + 0,02 mg/ml und ent-

sprach dem niedrigsten untersuchten Gesamtpolyphenolgehalt von 0,08 + 0,01 %.
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Abb. 6.1. Diffusionskoeffizienten (D,) der Polypenole bei der Freisetzung aus Emulsionen mit unterschiedlichem Olpha-
senanteil (wt.) und Emulgatorsystemen (T: Span 40- Tween 40-Cetylalcohol; S: Symbiomuls GC, Tabelle 6.1), Mittelwerte
+ SD, n = 3. Die Ausgangskonzentrationen von Einzelsubstanzen betrugen 0.16 * 0.02 mg/ml

Bei der Freisetzung der Polyphenole aus den Emulsionen mit beiden Emulgatorsystemen
zeigt sich eine starke Abhingigkeit der Diffusion vom Ol-zu-Wasser-Verhiltnis. Dabei neh-
men die Diffusionskoeffizienten D, mit zunehmendem Olgehalt ab. Ein dhnliches Verhalten

wurde bereits in Kapitel 5.2 flir andere Emulsionen beschrieben.
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Die Diffusionskoeffizienten der einzelnen Substanzen innerhalb der Emulsionen S (Symbi-
omuls GC) waren vier bis acht Mal hoher als in den Emulsionen T (Span 40- Tween 40- Cety-
lalkohol) bei den jeweiligen O/W-Verhéltnissen. Fir alle Emulsionen T wurden die héchsten
Diffusionsraten PCA, das kleinste der untersuchten Molekiile erhalten. Fir die Emulsionen S
wurden die hochsten D,-Werte bei der Diffusion von Catechin beobachtet. Bei der Untersu-
chung der Freisetzung aus Emulsionen mit unterschiedlichen Polyphenolkonzentrationen
(Tabelle 6.2) zeigten sich fiir die Emulsionen T die Tendenz einer Erhéhung von D,-Werten
fur PCA und Catechin und Verminderung von D,-Werten fiir Rutin und Resveratrol bei Steige-
rung der Konzentration. Bei der Freisetzung aus den Emulsionen S nahmen die D, bei hohe-

ren anfanglichen Konzentrationen ab (Tabelle 6.3).

Tabelle 6.2. Diffusionskoeffizienten der Polyphenole bei der Freisetzung aus Emulsionen T (Tween 40-Span40-
Cetylalcohol, Tabelle 6.1), verschiedenen O/W-Verhiltnissen und Ausgangskonzentrationen

Co*, mg/ml 0,14 £ 0,02 0,65+ 0,05 1,5+0,1
Emulsion o/W D,**, cm*h*.10°

PCA Tl 25/75 2,1+0,2 2,8+0,3 3,1+£0,2

T2 35/65 2,0+£0,2 2,26+0,06 2,8£0,1
T3 45/55 1,25+0,08 1,55+0,05 1,34+0,06
Catechin Tl 25/75 1,8+0,3 2,0+£0,1 2,27+0,02
T2 35/65 1,37+0,04 1,48 0,09 1,66+0,07
T3 45/55 0,74+0,07 0,99+0,00 0,72+0,03
Rutin Tl 25/75 1,1£0,1 0,58+0,08 0,29+0,03
T2 35/65 0,78+0,05 0,37+0,02 0,25+0,01
T3 45/55 0,59+0,03 0,36+0,00 0,14+0,01
Resveratrol T1 25/75 1,12+0,05 1,0+0,2 1,00+0,04
T2 35/65 0,98+0,04 0,81+£0,03 0,80+0,04
T3 45/55 0,47+0,03 0,78+0,01 0,50+0,03
Quercetin Tl 25/75 0,53+£0,01 0,60+0,04 0,08+0,01
T2 35/65 0,07+0,00 0,19+0,01 0,08+0,00
T3 45/55 0,43+0,08 0,11+0,00 0,08+0,00

* Mittelwert der C, (Ausgangskonzentration von jeder Substanz) in allen Emulsionen + SD
** Mittelwert+SD, n=3
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Tabelle 6.3. Diffusionskoeffizienten der Polyphenole bei der Freisetzung aus Emulsionen S (mit Symbiomuls GC, Tabelle
6.1) mit verschiedenen O/W-Verhiltnissen und Ausgangskonzentrationen

Co*, mg/ml 0,17 £ 0,02 0,85+ 0,08 1,6+0,2
Emulsion o/W D, **, cm*h™.10°
PCA S4 15/75 26,6+1,3 23,9+1,1
s1 25/75 9,7+0,4 10,1+0,7 8,0+1,0
S2 35/65 7,1+0,4 7,4+04 3,5+£0,3
S3 45/55 5,9+0,2 4,5+0,3 3,2+0,2
Catechin S4 15/75 27,6+1,9 24,8+1,7
s1 25/75 11,4+0,2 11,4+1,2 8,2+1,0
S2 35/65 7,62+0,09 8,9+0,5 3,6+0,2
S3 45/55 6,2+0,3 50+0,3 3,2+0,2
Rutin S4 15/75 8,2+0,5 7,3+0,4
S1 25/75 4,8+0,2 1,35+£0,08 0,67+0,09
S2 35/65 2,67x0,01 1,38+0,09 0,78+0,01
S3 45/55 2,56+0,04 0,88+0,08 0,45+0,02
Resveratrol S4 15/75 16,3+1,3 14,7+1,2
S1 25/75 5,3+0,2 2,94+0,04 1,9+0,3
S2 35/65 3,20+0,07 2,42+0,12 1,21+0,03
S3 45/55 3,3+0,1 1,44+0,11 0,92+0,00
Quercetin S4 15/75 1,8+0,1 1,6+0,1
S1 25/75 3,2+0,1 1,16+£0,09 0,25+0,05
S2 35/65 2,98+0,00 0,49+0,03 0,18+0,02
S3 45/55 3,2+0,4 0,36+0,02 0,27+0,00

* Mittelwert der C, (Ausgangskonzentration von jeder Substanz) in allen Emulsionen + SD
** Mittelwert+SD, n=3

6.2. Physikalische Eigenschaften der Emulsionen

Die rheologischen Eigenschaften der Emulsionen wurden gem. Kap. 8.2.4 beurteilt. Abb.
6.3 zeigt die Speicher- (G') und der Verlustmoduli (G") der Emulsionen T1 (emulgiert mit
Tween 40-Span 40-Cetylalkohol und O/W-Verhiltnis 25/75 (Tabelle 6.1). Die Emulsionen
zeigten viskoelastisches Verhalten. Da der Elastizititsmodul G' hoher war als der viskose
Modul (G' > G"), stellen die Emulsionen halbfeste Formulierungen dar. Der Schnittpunkt von

G'und G" wird als FlieRgrenze 7 (f) definiert. Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass die Zu-
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gabe von Polyphenolen die Konsistenz der Emulsionen signifikant beeinflusst, die G' und G'-

Werte nehmen dabei ab. Auch fiir die FlieSgrenze zeigt sich ein Absinken 58 auf 33 Pa.

2,5 1 «G (1)

Hf""‘".w AaG"(1)

- ”"'-\ oG (2)

I W :G'Q
©
=
©
o

1 10 7(f)1 z(f)2 100
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Abb. 6.2. Amplituden-Sweep Oszillationstest von Emulsionen T1 (Tabelle 6.1) mit O/W Verhiltnis von 25/75 ohne (1) und
mit 0.09 % Polyphenolen (2). G’: Elastischer (Speicher-) Modul; G”: Viskoser (Verlust-) Modul; T(f)1, T(f)2: FlieBgrenzen
Fir die weitere Datenverarbeitung wurden die Mittelwerte von G’ und G" im linearen -
viskoelastischen Bereich (LVB) der Kurve berechnet. Im Anhang A1l sind weitere Vergleiche
der erhaltenen rheologischen Werte fiir verschiedene Emulsionen angefiihrt, die eine sehr

gute Korrelation zwischen G'und G" (R*> 0,98) und zwischen G'und G* (R* > 0,99).

In Abb. 6.3 sind die Verteilungen der TropfchengréBen in den Emulsionen (T1, Tabelle 6.1)
mit und ohne Polyphenole dargestellt. Fir die Emulsion ohne Polyphenole (1) wurde eine
bimodale TropfchengrofRenverteilung mit zwei Maxima bei 1,9 und 16,6 um ermittelt. Die
Verteilungsfunktion der Emulsion mit 0,09% Polyphenolen (2) verschob sich in die Richtung
groBerer Tropfchen und wies ein Maximum bei 19,3 um auf. Die mittleren Tropfendurch-
messer d50, welche dem Wert entsprechen, unter dem 50% aller Tropfchen liegen, betrugen

4,6 bzw. 9,2 um (fiir Emulsionen ohne (1) bzw. mit Polyphenolen (2)).
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Abb. 6.3 TrépfchengroBenverteilung von Emulsionen T1 (Tabelle 6.1) mit O/W Verhiltnis von 25/75 ohne (1) und mit
0.09 % Polyphenolen (2)

Beim Vergleich von Abb. 6.3 mit Abb. 6.2 ist ersichtlich, dass die zugesetzten Polyphenole
die Struktur von Emulsionen beeinflussen, indem die Konsistenz weniger elastisch aufgrund

der Bildung von gréBeren Teilchen wird.

In Abb. 6.4 sind die Eigenschaften von T1-Emulsionen (Tabelle 6.1) dargestellt, die mit
Einzelpolyphenolen produziert wurden, im Vergleich zu Emulsionen mit der Polyphenolmi-
schung sowie ohne Polyphenolzugabe. Alle Substanzen beeinflussten die Emulsionsstruktur
erheblich, die starkste Strukturzerstorung fand nach der Zugabe von Resveratrol und Cate-
chin statt. Die Emulsionen mit diesen Substanzen wiesen die niedrigsten G'-Werte und die
héchsten d50-Werte. Mit Ausnahme von Quercetin, war die Abnahme der Speichermodul G’
proportional zur Lipophilitdt von den entsprechenden Polyphenolen (PCA> Rutin> Catechin>

Resveratrol; log Pow-Werte von -0.33; 0,1; 0,4 bzw. 2,7 (Kap. 4.3, [104]).
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Abb. 6.4 Speichermoduli (G’, Mittelwert £ SD, n = 3) und mittlere Tropfchendurchmesser (dso, Mittelwert £ SD, n = 4) von
Emulsionen T1 (Tabelle 6.1) mit O/W Verhiltnis von 25/75 ohne Polyphenole (1) und mit 0.9 + 0.07 mg/g Polyphenolen:
Mischung in gleichen Proportionen (2); Quercetin (Q), Protocatechuséure (P), Rutin (Ru), Catechin (C), Resveratrol (Res)
Beim Vergleich der Eigenschaften der Emulsion mit dem Polyphenolgemisch mit den
Emulsionen mit einzelnen phenolischen Substanzen wird ersichtlich, dass der Effekt des Po-
lyphenolgemisches auf den Elastizitatsmodul etwas starker war als die Summe der Effekte
einzelner Substanzen (mittlerer G-Wert von Emulsionen mit einzelnen Polyphenolen betrug

1,41 kPa, mittlerer dso-Wert lag bei 9,10 um, im Vergleich zu G' = 1,30 kPa und d50 =9,17 um

fur die Polyphenolgemisch-Emulsion (2), Abb. 6.4).

In Abb. 6.5 sind die Speichermoduli und TropfchengréBen in Formulierungen mit unter-
schiedlichen O/W-Verhéltnissen und Polyphenolkonzentrationen angegeben, die mit Emul-
gatorsystem Span 40-Tween 40-Cetylalcohol hergestellt wurden (Emulsionen T1-T3, Tabelle

6.1).
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Abb. 6.5. Speichermoduli (G’, Mittelwert + SD, n = 3) und TropfchengréBen (dso, Mittelwert + SD, n = 4) in den Emulsio-
nen T (Span 40-Tween 40-Cetylalcohol, Tabelle 6.1) mit unterschiedlichen O/W-Verhiltnissen als Funktion der Poly-
phenolkonzentration

Speichermoduli G' von den Emulsionen, die ohne Polyphenole hergestellt wurden (Cp = 0),
zeigten eine lineare Proportionalitdt zum O/W-Verhaltnis in der Emulsion (4G’ betrug ca.
1,57 kPa pro 10 %-igen Anstieg des Olgehaltes, Abb. 6.6). Im Zentrifugentest waren die
Emulsionen bei héchster Drehzahl (13.400 rpm) noch stabil. Nach Zugabe von Polyphenolen,
sanken die Speichermoduli G' der Emulsionen bei allen untersuchten O/W-Verhiltnissen. Die
Oltrépfchen vergréRerten sich dabei teilweise deutlich, was zu einem Verlust der Emulsions-
stabilitat fuhrte. Ein besonders hoher Anstieg der TropfchengréBen wurde fiir Emulsionen
mit hdheren Olgehalten (35 und 45 %) und einer Polyphenolkonzentration von 0,4 % festge-
stellt. Die Stabilitdt dieser Emulsionen war sehr niedrig, sie konnte im Zentrifugentest bei
niedrigster Einstellung gespalten werden. Nach der weiteren Erhéhung der Polyphenolkon-
zentration stieg die Elastizitat der Emulsionen, G'-Werte von Emulsionen mit 0,8 % Poly-
phenolen waren sogar héher als die G'-Werte von Emulsionen ohne Polyphenole. Die mittle-

ren Tropfchendurchmesser dsp wurden kleiner, was zu einer erh6hten Zentrifugenstabilitat
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fuhrte (bis 5.000 rpm fir die Emulsion T3 mit O/W-Verhaltnis von 45/55, und tber 13.400

rpm fir die Emulsionen mit niedrigerem Olgehalt).
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Abb. 6.6. Abhingigkeit der Speichermoduli vom Gehalt der Olphase in den Emulsionen S und T ohne Polyphenole

In Abb. 6.7 sind die physikalischen Eigenschaften der Emulsionen S (Tabelle 6.1) darge-
stellt, die mit dem gemischten Emulgator Symbiomuls GC unter Variation des O/W-
Verhaltnisses und der Polyphenolkonzentrationen hergestellt wurden. Die dargestellten
Speichermoduli und TropfchengroBen der Emulsionen S verlaufen vollig anders als die ent-

sprechenden Kurven fiir die Emulsionen T.

Im Gegensatz zu den Emulsionen T, konnte die Abhangigkeit der Speichermodule der
Emulsionen S von den O/W-Verhaltnissen als Potenzfunktion beschrieben werden (G’ =
m-C,,", wobei C,,der Olphasenanteil ist, Abb. 6.6). Diese Art von Abhingigkeit kénnte so-
wohl fiir die Emulsionen ohne Polyphenole, als auch fiir die jeweiligen Polyphenolkonzentra-

tionen festgestellt werden.
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Abb. 6.7 Speichermoduli (G’, Mittelwert + SD, n = 3) und TropfchengréBen (dso, Mittelwert + SD, n = 4) in den Emulsionen
S (mit Symbiomuls GC, Tabelle 6.1) mit unterschiedlichen O/W-Verhiltnissen als Funktion der Polyphenolkonzentration

Der Einfluss der Polyphenole auf die Eigenschaften der Emulsionen S war nicht so stark
ausgepragt wie bei den Emulsionen T, und wies einen entgegengesetzten Charakter auf. Die
Zugabe von Polyphenolen verursachte eine leichte Erhéhung der Speichermodule, die fiir die
Emulsionen mit hoheren O/W-Verhaltnissen starker ausgepragt war. Allerdings sanken die
G'-Werte bei einer Polyphenolkonzentration von 1 % wieder ab. Eine Zunahme der mittleren
TropfchengrofRe wurde nur fiir die Emulsionen mit der Polyphenolkonzentration von 0,1 %

festgestellt.

Im Allgemeinen waren die von den Polyphenolen in unterschiedlichen Konzentrationen
verursachten Veranderungen bei den Emulsionen S nicht so stark ausgepragt wie bei den
Emulsionen T. AuBerdem waren diese Anderungen in den Formulierungen S eher positiv,
denn sie fihrten zu einer erhéhten Elastizitat und in einer verbesserten Stabilitdt der Emul-
sionen. Die Zentrifugenstabilitit der Emulsionen S war vom Olgehalt abhingig, nicht aber
von der Polyphenolkonzentration. Emulsionen mit O/W-Verhaltnissen von 15/85 und 25/75
waren bei 3.000 und 6.000 rpm stabil, Emulsionen mit hoheren O/W-Verhaltnissen waren

auch Gber 13.400 rpm noch stabil.
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6.3. Lagerstabilitit von Polyphenolen in Emulsionen

Neben der Stabilitdt der Emulsionen war auch zu prifen, ob die phenolischen Verbiun-
dungen in den Emulsionen flr einen langeren Zeitraum stabil vorliegen, um auch nach lange-
rer Lagerdauer noch ihre Funktion entfalten zu kénnen. Aus diesem Grund erfolgten Lager-
tests bei unterschiedlichen Temperaturen. Die Lagerstabilitdt der Polyphenole in den Emul-

sionen nach 4 Monaten Lagerzeit bei 40 °Cist in Abb. 6.8 dargestellt.
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Formulierung

Abb. 6.8. Stabilitidt von Polyphenolen in den Emulsionen T und S (Tabelle 6.1) nach 4 Monaten Lagerung bei 40 °C, Mit-
telwerte * SD, n = 3. Gesamtpolaphenolkonzentrationen in den Emulsionen: C1: 0,09 + 0,01 %; C2: 0,45 + 0,04 %; C3: 0,89
+0,06 % (wt.)

Die Stabilitat der Polyphenole bei 40 °C war von ihrer Konzentration in der Formulierung
abhdngig. Polyphenole waren stabiler bei h6heren Konzentrationen, was auf eine gewisse
Selbststabilisierung hindeutet. Fir die Emulsionen S konnte kein Einfluss des O/W-
Verhéltnisses auf die Polyphenolstabilitat festgestellt werden. Im Fall der Emulsionen T sank
die Lagerstabilitdt von Polyphenole bei der Erhéhung des Olphasenanteils in den Emulsio-
nen. Dieses Verhalten war besonders ausgepragt bei den Emulsionen T mit den niedrigsten
Ausgangskonzentrationen von Polyphenolen (C1). Die Stabilitat einzelner Substanzen verrin-
gerte sich in der Reihe Quercetin > PCA > Rutin > Resveratrol > Catechin (Anhang A2, Tabelle

A.l).
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Abb. 6.9. Stabilitdt von Polyphenolen in den Emulsionen T und S (Tabelle 6.1) nach 4 Monaten Lagerung bei 5 °C, Mittel-
werte t SD, n = 3. Gesamtpolaphenolkonzentrationen in den Emulsionen: C1: 0,09 + 0,01 %; C2: 0,45 + 0,04 %; C3: 0,89 *
0,06 % (wt.)

Nach der Lagerung bei 5 °C (Abb. 6.9) und 20 °C (Abb. 6.10) betrug die Stabilitdt der Poly-

phenole in allen untersuchten Emulsionen (iber 90 %. Die Stabilitat einzelner Polyphenole ist

erganzend in Anhang A2 zu finden.
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Abb. 6.10. Stabilitdt von Polyphenolen in den Emulsionen T und S (Tabelle 6.1) nach 4 Monaten Lagerung bei 20 °C, Mit-
telwerte * SD, n = 3. Gesamtpolaphenolkonzentrationen in den Emulsionen: C1: 0,09 + 0,01 %; C2: 0,45 + 0,04 %; C3: 0,89
+ 0,06 % (wt.)
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6.4. Diskussion

Nach der Einarbeitung der Polyphenole in die Sonnenblumendl-Emulsionen wurde die
Verdanderung der physikalischen Eigenschaften der Emulsionen untersucht (Kap. 6.2). Die
Anwesenheit von Polyphenolen beeinflusste die Konsistenz und Stabilitat der Emulsionen T
negativ, so dass deren Konsistenz weniger elastisch und flussiger wurde (Abb. 6.5). Auch
Pilpel et al. untersuchten O/W-Emulsionen mit Sonnenblumendél, Span 40 und Tween 40
[129] und konnten die Ausbildung flissigkristalliner Phase ermitteln. Flissige lamellare Kris-
talle fuhrten dabei zur zusatzlichen Stabilisierung der Emulsionstrépfchen und verhinderten
die Koaleszenz. Die Emulsionen mit > 5 % (wt.) Emulgatoren wiesen Viskoelastizitat auf, die
vom Verhaltnis zwischen Span 40 und Tween 40 (mit dem Optimum zwischen 6:4 und 7:3,
wt.) sowie vom Ol- und Emulgatorgehalt abhingig war. Die im Kap. 6.2 untersuchten Emulsi-
onen zeigten ebenso ein viskoelastisches Verhalten, die Speichermodule stiegen mit zuneh-
mendem Olgehalt. Der Polyphenolgehalt beeinflusste die Emulsionseigenschaften ganz er-
heblich, insbesondere von Emulsionen T (mit Span 40 und Tween 40 im Verhéltnis 6,7:3,3,

wt.).

Eine sinkende Viskositat von Emulsionen mit pflanzlichen phenolischen Extrakten wurde
auch von Di Mambro et al. beschrieben [130]. Jedoch enthielten die flissigen Extrakte in
dieser Studie bis zu 10 % Protein. Aus diesem Grund fuhrten die Forscher die Verminderung
der Viskositit einerseits auf eine mégliche spontane Adsorption von Proteinen an der Ol-
Wasser-Grenzflache zuriick, die zu einer Verringerung der Oberflaichenspannung und zur
Bildung einer grofReren Grenzflache in der Emulsion fihren kann. Andererseits wurde ein
Verdinnungseffekt durch die unterschiedliche Viskositat der zugesetzetn Extrakte als Ursa-
che diskutiert [130]. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Emulsionen ent-
hielten keine Proteine, zudem kann ein Verdiinnungseffekt ausgeschlossen werden, da bei
der Herstellung der Emulsionen ohne Polyphenole eine dquivalente Menge von Glycerin-

Wasser erganzt wurde.

Dartiber hinaus wurden die Minima der G'-Werte (Speichermodule) und der Stabilitdt der
Emulsionen T bei den Polyphenolkonzentrationen von ca. 0,4 % beobachtet (Abb. 6.5). Durch

eine weitere Erhéhung der Polyphenolkonzentration stiegen die G'-Werte wieder an, die
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GroRe der Oltrépfchen verringerte sich und die Emulsionen wurden damit stabiler. Erstaunli-
cherweise stieg die Stabilitdit der Emulsionen T mit héheren Polyphenolkonzentrationen
(0,8 %) trotz des groRer werdenden Tropfchendurchmesser an. Dieses Verhalten legt die
Bildung von Pickering-Emulsionen nahe, fir deren Ausbildung feinster unléslicher Kompo-
nenten erforderlich sind, wie ungeléste Polyphenole, die in den héheren Mengen durch den
Emulgator offenbar nicht solubilisiert werden kénnen. Fir einige Flavonoide, insbesondere
flr Rutin, wurde eine stabilisierende Wirkung auf Emulsionen beschrieben. Unl6sliche
Flavonoide konnten auf der O/W-Grenzflache adsorbiert werden und fungierten als Stabi-

lisatoren durch die Bildung von Pickering-Emulsionen [19, 124].

Beim Vergleich der physikalischen Eigenschaften der Emulsionen mit zwei unterschiedli-
chen Emulgatorsystemen, wurden einige Wechselwirkungen der Polyphenole mit den Emul-
gatoren ersichtlich. So, fiir die Emulsionen S, die Glycerylstearatcitrat, Cetearylalkohol und
Glycerylcaprylat enthalt, keine Destabilisierung durch Zugabe von Polyphenolen beobachtet,
wahrend die Emulsionen T mit Tween 40, Span 40 und Cetylalkohol erheblich destabilisiert

wurden (Abb. 6.5, Abb. 6.7).

In der Literatur sind zahlreiche Referenzen zu finden, in denen Wechselwirkungen von Po-
lyphenolen mit Proteinen beschreiben werden. In der Regel schlieRen diese Wechselwirkun-
gen reversible Komplexierung durch nicht-kovalente Bindungen (Wasserstoffbriicken, hyd-
rophobe Bindung, van-der-Waals-Bindung) bzw. irreversible Aggregation mit Bildung von
kovalenten Bindungen ein [122, 131]. Die Wechselwirkungen zwischen Polyphenolen und
anderen Makromolekilen wie Polysacchariden, sind aufgrund ahnlicher Mechanismen eben-
so moglich [131]. Einige ionische Polysaccharide wie Xanthan oder Pectin kdnnen Protein-
Polyphenol-Interaktionen inhibieren. Mdéglicherweise kann Xanthan durch die Entstehung
eines gelartigen Netzwerkes in Losung hydrophobe Einschliisse bilden und ist somit in der
Lage, Polyphenole zu verkapseln und zu komplexieren. Darlber hinaus wird auch eine Bin-

dung zwischen Kohlenhydraten und Polyphenolen beschrieben [131-133].

Es ist daher anzunehmen, dass Wechselwirkungen zwischen Polyphenolen und Xanthan
auftreten kénnen. Xanthan wird Emulsionen zugesetzt, um deren Viskositat und Stabilitat zu
erhohen. Es verhindert das Aufrahmen der Emulsionen durch seine Gelbildung in wassriger

Phase, stabilisiert Oltropfchen und fithrt zu héheren Oxidationsstabilitit [134]. Die im Rah-
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men dieser Arbeit untersuchten Emulsionen (T und S, Tabelle 6.1) enthielten jedoch die glei-
che Menge an Xanthan, bezogen auf die Wasserphase (0,267 %). Deswegen konnen mogli-
che Polyphenol-Xanthan-Wechselwirkungen nicht erkldaren, warum unterschiedliche Effekte
bei der Zugabe von Poylphenolen zu Emulsionen mit zwei verschiedenen Emulgatoren auf-
treten. Es wird vielmehr davon ausgegangen, dass diese Effekte durch die Unterschiede in

der chemischen Struktur der Emulgatoren verursacht werden.
I
CHZ_O_C—(CH2>16 CH3
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Abb. 6.11. Glycerylstearatcitrat (Citronensaureester von Monostearin)

Die Hauptkomponente von Symbiomuls GC, Glycerylstearatcitrat (Citronensaureester von
Glycerinmono- und —distearat, Abb. 6.11) ist ein anionischer Emulgator in der Regel mit zwei
Carboxylgruppen [135]. Die in Polyphenol-Molekilen (Abb. 4.1) enthalteten OH-Gruppen
fihren dazu, dass diese leicht sauer reagieren (mit Bildung von -O"Anionen in wassrigen Me-
dium). Somit kénnen ionische Wechselwirkungen zwischen Citronensaureester und Poly-
phenolen ausgeschlossen werden. Dies wird auch durch die Tatsache bestatigt, dass Poly-
phenole eine stabilisierende Wirkung auf Emulsionen S (Abb. 6.7) aufwiesen. Hohere Diffusi-
onsraten von Polyphenolen in diesen Emulsionen im Vergleich zu Formulierungen T (Abb.
6.1) deuten ebenso darauf hin, dass die Solubilisierung von Phenolen mit Emulgator auf
Grund von schwachen hydrophoben Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriicken und nicht

durch die starkere ionische Krafte auftritt.

Der gegenteilige Effekt wurde fiir Emulsionen T beobachtet, die nicht-ionische Tenside

Sorbitanmonopalmitat und sein Polyoxyethylenderivat enthalten (Abb. 6.12).
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Abb. 6.12. Sorbitanmonopalmitat (Span 40), links, und Polyoxyethylen(20)-Sorbitanmonopalmitat (Tween 40), rechts.
wHx+y+z = 20 [136]

X
CHg(CHy)13CH;~ ~O 0

OH

In einigen Studien wurde beschrieben, dass in O/W-Emulsionen, die einen Uberschuss an
nicht-ionischen Emulgatoren enthalten, diese mit der kontinuierlichen Wasserphase ein Gel-
netzwerk mit gequollenen Doppelschichtstrukturen ausbilden. Diese konnen die rheologi-
schen Eigenschaften der Emulsionen beeinflussen. Wenn der Emulgator aus nicht-ionischen
Tensiden mit Polyoxyethylenketten besteht (wie Tween 40), tritt die Quellung durch die
Hydratation dieser Ketten auf, die in die intralamellaren Wasserschichten ausgerichtet sind
[16, 137]. Das Quellverhalten und die rheologischen Eigenschaften der Emulsionen sind so-

mit von den Polyoxyethylenketten des Tensids abhangig.

Wie in der Arbeit von Stockmann et al. [138] fiur Derivate der Hydroxybenzoesauren, die
mit nichtionischen Brij 58 (Polyoxyethylen(20)-Cetylether) emulgiert wurden, gezeigt wurde,
zieht die diffuse Umgebung, an der die Sauerstoffatome der Polyoxyethylenketten in Brij 58
beteiligt sind, die Phenole an, so dass diese tiefer in die Umgebung von Polyoxyethylen ein-
dringen [138]. Im Rahmen einer Studie von Liu et al. zur Solubilisierung von Quercetin mit
dem nicht-ionischen Tensid Triton X-100 (Polyoxyethylenoctylphenylether) konnte gezeigt
werden, dass die Lokalisierungsposition von Quercetin in Mizellen der B-Ring in Quercetin-
Molekdl ist, und dass die Wechselwirkung tritt wahrscheinlich auf Grund der schwachen in-

termolekularen (hauptsachlich hydrophoben) Krafte auf [20].

Analog kann angenommen werden, dass sich Polyphenole in den Emulsionen T ebenso an
den Polyoxyethylen-Ketten von Tween 40-Molekilen anlagern und dadurch die hydrophilen
Zentren der Emulgatormolekiile blockieren und diese damit weniger wirksam fiir der Stabili-

sierung von O/W-Emulsionen machen. Allerdings ware es zur Untermauerung dieser Theorie
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winschenswert den genauen Mechanismus der Polyphenol-Tensid-Wechselwirkungen zu

klaren.

Bei einer Untersuchung von Flavonoidsolubilisierung in Tween 80-Mizellen (Polyoxyethyl-
ensorbitan Monooleat) wurde aufgeklart, dass die Solubilisierungsgrad von chemischer
Struktur von Flavonoiden abhdngt [18]. So, Naringenin mit einem Knick in seiner Molekl-
struktur (Abb. 2.11), und Rutin (mit Rutinose verestertes Quercetin, Abb. 4.1), was diesen
beiden Molekile einen leicht amphiphilen Charakter verleiht, konnten in relativ stabile Mi-
zellen eingearbeitet werden, im Gegensatz zu Quercetin, das eher eine planare Struktur hat
(Abb. 4.1). Daher wird erwartet, dass Emulsionen mit Rutin stabiler sein sollten, als Emulsio-

nen mit Quercetin.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Untersuchung zur Auswirkung einzelner
Substanzen auf die Eigenschaften von Emulsionen mit Span 40-Tween 40-Cetylalkohol (T)
(Abb. 6.4) durchgefiihrt. Die Abnahme der Speichermodule und der Stabilitdt war proportio-
nal zur Lipophilie der eingesetzten Polyphenole, was in Ubereinstimmung mit der Studie von
Richards et al. ist [139], in der die Solubilisierung phenolischer Antioxidantien durch nichtio-
nische Tensidmizellen untersucht wurde. Diese war abhdngig von der Polaritat, wobei unpo-

laren Substanzen weniger solubilisiert werden konnten als polare.

Die einzige Ausnahme war Quercetin (Abb. 6.4), bei dessen Zugabe stabilere Emulsion ge-
bildet wurde als bei der Zugabe aller anderen Polyphenolen, inklusive Rutin, im Gegensatz zu
oben erldauterten Erwartung. Zusatzlich wurde ein "synergistischer" Effekt beobachtet, d. h.
die Wirkung der Mischung phenolischer Verbindungen auf die Emulsionseigenschaften war
etwas starker als die Summe der Wirkungen einzelner Polyphenole. Die Vertreter verschie-
dener Polyphenolklassen mit unterschiedlicher Polaritdat und lipophilen-hydrophilen Eigen-
schaften kénnen durch die Unterschiede in der molekularen Struktur somit offensichtlich in
verschiedene physikalisch-chemische Wechselwirkungen mit nicht-ionischen oder anioni-
schen Tensiden einbezogen werden. Die Mechanismen dieser Wechselwirkungen sind bis
jetzt bei Weitem noch nicht so intensiv untersucht, wie die Polyphenol-Protein-
Wechselwirkungen oder biochemischen Eigenschaften der Polyphenole. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass diese Wechselwirkungen die Funktionalitdt der Tenside beein-

flussen und bei der Herstellung von kosmetischen Emulsionen einen wesentlichen Faktor
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darstellen. So verleihen die Polyphenole in Emulsionen S, die Glycerylstearatcitrat, Cetea-
rylalkohol und Glycerylcaprilate (Symbiomuls GC) als Emulgator enthalten, eher eine stabili-
sierende Wirkung, die wahrscheinlich durch die Bildung von Pickering-Emulsionen zu erkla-

ren ist, wie oben bereits beschrieben [19, 124].

Die Lokalisierung der Antioxidantien in Emulsionen (in der Wasser- oder Olphase, an der
Grenzschicht) ist auRerdem ein wichtiger Faktor ihrer Aktivitdt. Das sog. , polare Paradox”
besagt, dass nicht-polare Antioxidantien eine hohere Aktivitdt in Emulsionen mit einer kon-
tinuierlichen Wasserphase aufweisen und umgekehrt [140]. Wie in Kap. 4.3 beschrieben,
sinkt die Lipophilitdt der Polyphenole in der Reihe Resveratrol = Quercetin > Catechin > Rutin
> PCA. Allerdings konnten die log Pow-Werte nicht mit der entsprechenden Radikalfanger-
Aktivitat oder mit der Hemmung von Lipidoxidation korreliert werden. Daher konnte das

»polare Paradox” durch diese Arbeit weder bestatigt noch widersprochen werden.

Ein weiterer wichtiger Faktor zur Bewertung topischer Formulierungen ist die Fahigkeit
der Wirkstoffe, die Hautbarriere zu durchdringen. In Kap. 5 wurde die Untersuchung der
Permeation von Polyphenolen in-vitro durch exzidierte Schweinehaut beschrieben, dabei
wurde eine gute Korrelation zwischen der Permeation und der Wirkstofffreisetzung aus
kosmetischen Emulsionen erhalten. Die Messung der Wirkstofffreisetzung aus topischen
Formulierungen ist ein etabliertes Verfahren zur vorldaufigen Beurteilung der Bioverfligbar-
keit von Wirksoffen und fiir ein Screening experimenteller Formulierungen [17]. Normaler-
weise werden in den Freisetzungsversuchen entweder Diffusionskoeffizienten innerhalb der
Vehikel D, oder anfangliche Freisetzungskoeffizienten K, bestimmt [12, 15]. In dieser Arbeit
wurden fir den Vergleich der Formulierungen die Diffusionskoeffizienten von Polyphenolen

herangezogen.

Ahnlich wie im Kap. 5.2 beschrieben, wurden héhere Diffusionsraten fiir Polyphenole in
den Emulsionen mit niedrigerem Olgehalt ermittelt (Abb. 6.1). Auch andere Autoren be-
schrieben eine erhdhte Freisetzung phenolischer Substanzen aus Formulierungen mit hohe-
rem Wassergehalt [17, 106, 117, 125]. Dieses Verhalten konnte mit der héheren Viskositat
von Emulsionen mit héherem Olgehalt in Verbindung gebracht werden, die zu einer niedri-
geren Diffusion in den Emulsionen fiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch keine linea-

re Proportionalitat zwischen den Speichermodulen und Diffusionskoeffizienten erhalten, was
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diese These nicht untermauert. Daher erscheint es wahrscheinlicher, dass unterschiedliche
Zusammensetzungen der Vehikel-Emulsionen auch zu einer Veranderung von Dy fihren. In
den Emulsionen S (mit Symbiomuls GC) bei den gleichen O/W-Verhaltnissen wurden bis zu 8-
mal hohere Diffusionsraten der Polyphenole ermittelt als in den Emulsionen T (mit Span 40-
Tween 40-Cetylalkohol). Dieses Verhalten wurde trotz der héheren Speichermodule der S-
Emulsionen beobachtet (besonders bei héheren O/W-Verhaltnissen (35/65 und 45/55)). Wie
oben bereits diskutiert, wurden Emulsionen S vermutlich durch die Bildung von Pickering-
Emulsion besser stabilisiert, d. h., die nicht gelosten Polyphenole lagerten sich an der O/W-
Grenzflache an, was zu einer erhohten Emulsionsstabilitat fuhrte [19, 124]. Somit ist davon
auszugehen, dass die Polyphenole nicht chemisch gebunden wurden und daher leichter frei-
gesetzt werden kénnen. Im Gegensatz dazu, wenn die Polyphenole in den T-Emulsionen mit
den Polyoxyethylenketten von Tween 40 mit Wasserstoffbriicken gebunden werden, fiihrt
das einerseits zu einer verringerten Emulsionsstabilitat, und behindert auBerdem aufgrund

héheren Bindungskraften die Freisetzung von Polyphenolen.

Polyphenole sind in der Literatur als sehr empfindlich und instabil beschrieben [6]. Daher
ist es wichtig, ihre Stabilitat in der Formulierung wahrend der Lagerung zu untersuchen. Die
Lagerstabilitdt von Polyphenolen in Emulsionen verhielt sich in einem beschleunigten Test (4
Monate bei 40 °C) proportional zu ihrer Konzentration (Abb. 6.8). Das kann dadurch erklart
werden, dass der wahrend der Herstellung in die Emulsionen eingebrachte Sauerstoffgehalt
in allen Emulsionen nahezu gleich ist und wird von einer gewissen Menge an Polyphenolen
abgefangen. Je mehr Polyphenole in der Emulsion enthalten sind, desto weniger (prozentuell
gesehen) werden in die Oxidationsvorgdange miteinbezogen. Dies kann als eine selbsstabili-
sierende Wirkung von Polyphenolen betrachtet werden. Ein Einfluss des O/W-Verhéltnisses
auf die Lagerstabilitat von Polyphenolen wurde nur fir die Emulsionen T beobachtet, dieser
Effekt ging mit abnehmender Emulsionsstabilitat bei hoheren Polyphenolkonzentrationen
einher. Das Ol in diesen Emulsionen T wurde nicht zufriedenstellend emulgiert, was die Bil-
dung sehr groRRer Oltrépfchen zur Folge hatte (Abb. 6.5) und das Ol anfilliger fiir Oxidation
wurde. Gohtani et al. [134] berichten, dass bei dem Aufrahmen einer Emulsion die Oxidation
viel schneller stattfindet. Dies liegt daran, dass die Oltrdpfchen sehr nah zu einander liegen

und zum Teil direkt an der Oberflache, wo sie Kontakt zum Luftsauerstoff haben. AuRerdem
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werden durch die groRen Oltrépfchen die Kettenreaktionen begiinstigt. Allerdings, wenn die
Oltrépfchen sehr klein sind, macht das die Emulsion wieder Anfilliger zur Oxidation, denn
die Oberflache wird groBer [134]. Dieser Effekt wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht beo-

bachtet.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Polyphenole einen deutlichen Einfluss auf
Emulsionseigenschaften wie Rheologie und Stabilitat zeigen. Auf der einen Seite sind es In-
teraktionen mit dem Emulgator, die zu einer stabilen oder instabilen Emulsion nach Zugabe
der phenolischen Verbindungen fiihren. Daher sollte fiir stabile kosmetische Produkte ein
Emulgator ausgewadhlt werden, der mit Polyphenolen nicht oder nur wenig wechselwirkt,
wie z. B. Glycerylstearatcitrat. Weiterhin zeigte sich, dass mit stabilieren Emulsionen héhere
Freisetzungsraten erzielt werden kdnnen, so dass eine bessere Verfligbarkeit der Polypheno-

le fir die Freisetzung in die Haut gewahrleistet ist.
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7. Humanuntersuchung zur Evaluierung der Wirksamkeit einer Poly-

phenol-haltigen Formulierung

Um erste Hinweise zu bekommen, ob die erhaltenen in-vitro Ergebnisse zum antioxidati-
ven Potenzial der Polyphenole auf kosmetische Anwendungen Ubertragen werden kénnen,
wurde eine in-vivo Untersuchung durchgefiihrt. In dieser Untersuchung wurde die Auswir-
kung einer Resveratrol-haltigen kosmetischen Emulsion auf biophysikalische Hautparameter
wie Elastizitdt, Feuchtigkeit und Rauheit getestet. Resveratrol wurde ausgewahlt, da es in
der Literatur als hoch potente Substanz fir topische Anwendungen gilt [106]. Allerdings
wurde der Effekt der topischen Applikation auf die biophysikalischen Hautparameter bis jetzt

nicht ausreichend untersucht, was die Relevanz der vorliegenden Untersuchung bestatigt.
7.1. Durchfithrung der Untersuchung

Es handelte sich um eine monozentrische doppelblinde prospektive Studie. Die Proban-
den gaben eine Einverstandniserklarung ab (Anhang A3), nachdem sie ausreichend Uber die

Studiendurchfiihrung und Gber die Risiken informiert worden waren (Anhang A4).

7.1.1. Design

Am ersten Tag der Untersuchung wurden Ausgangswerte der biophysikalischen Hautpa-
rameter ermittelt. Die Probanden wurden gebeten, am Tag der Messung keine Hautpflege-
produkte und kein Make-up zu verwenden. Nach einer Akklimatisationszeit von 15 min bei
20 °C und 40 % relativer Feuchte (RF) wurden Hautelastizitat, Feuchtigkeit, TEWL, Rauheit
auf den getesteten Hautarealen (Unterarme, Stirn) wie in den Kapiteln 8.4.1, 8.4.2 und 8.4.3

beschrieben, gemessen.

Anschliefend wurden den Probanden je 2 Cremedosen (Polyphenol-haltige Creme und
Vehikel, verschlisselt) ausgeteilt und die Anwendung erklart. Folgende Schritte waren

durchzufihren:

- Auftragen jeden Tag morgens und abends am linken bzw. rechten Unterarm und an
der Stirn (Abb. 7.1). Dabei wird eine Creme stets links, und die andere stets rechts aufgetra-

gen (verschlisselt).
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- Auftragsmenge: ca. 0,1 g auf den Unterarm, 0,05 g auf die Stirn, die Creme so lange

einreiben, bis sie eingezogen ist.

- Gewodhnliche Hautreinigungsprodukte verwenden; die Testcremes erst ca. 10 min

nach der Reinigung (Duschen) applizieren.

- Keine anderen Hautpflegeprodukte an den getesteten Arealen verwenden.

Rechts

Abb. 7.1. Applikation von kodierten Testformulierungen

Die Anwendungsdauer betrug 8 Wochen, eine Evaluierung der Hautparameter erfolgte
nach 2, 4 und 8 Wochen (Abb. 7.2). An den Messtagen wurden die Probanden gebeten, kein

Make-up aufzutragen und die Testcremes spatestens 2 h vor der Messung zu applizieren.
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Tag O: 2 Wochen: 4 Wochen: 8 Wochen:
Hautelastizitat, Hautelastizitat, Hautelastizitat, Hautelastizitat,
Rauheit, Rauheit, Rauheit, Rauheit,
Faltentiefe, Faltentiefe, Faltentiefe, Faltentiefe,
Hautfeuchtigkeit, Hautfeuchtigkeit, Hautfeuchtigkeit, Hautfeuchtigkeit,
TEWL TEWL TEWL TEWL

Anwendung der Wirkstoff- und Vehikel-Formulierungen
(Unterarme und Stirn, 8 Wochen, 2 Mal taglich)

Abb. 7.2. Design der in-vivo Untersuchung. Biophysikalische Hautparameter am Tag 0 wurden vor der Applikation der
Emulsionen gemessen. Die Wirkstoff- und die Vehikel-Formulierung wurden von jeder Person stets links bzw. rechts aufge-
tragen (verschlisselt).

7.1.2. Probanden

An der Untersuchung nahmen 18 gesunde erwachsene Freiwillige teil. Einschlusskriterien

waren Hauttyp nach Fitzpatrick I-IV [2], GUber 30 Jahre, Verlust der Hautelastizitdt. Zu Aus-

schlusskriterien gehorten akute Hautkrankheiten, Allergien gegen Komponenten der Creme,

Schwangerschaft oder Stillzeit.

Eine Anamnese bezliglich Krankheiten (Hautkrankheiten), Allergien wurde vorgenommen.
Die Daten wurden anonymisiert gespeichert. Aus 20 Freiwilligen wurden 2 Personen ausge-

schlossen, da sie akute Hautprobleme hatten (Neurodermitis bzw. eine Pilzinfektion).

Zu Beginn der Untersuchung wurde ein Patch-Test auf Vertraglichkeit durchgefiihrt. Hier-
zu wurde das Produkt auf den Unterarm appliziert, mit einem Pflaster zugeklebt und fiir 24 h
auf der Haut belassen. Das Testareal wurde tber 96 h nachbeobachtet. Im Falle einer Reak-
tion musste die Person aus der Untersuchung ausgeschlossen werden. Bei keiner der Test-

personen trat eine Unvertraglichkeitsreaktion auf.

Das mittlere Alter der Probanden betrug 43,3 + 9,3 Jahre, der mittlere Body-Mass-Index
(BMI) lag bei 25,1 + 3,7. Die Verteilung des Alters, des Hautphototyps nach Fitzpatrick [2]

sowie der BMI-Werte ist in Tabelle 7.1 dargestellt.
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Tabelle 7.1. Verteilung der Probanden nach dem Alter, dem Hauttyp und BMI

Altersgruppen 30-39 40-49 50-59 >60
N 7 5 5 1

Hauttyp [ Il Il vV
N 1 6 10 1

BMI <18,5 18,5-25,0 25,1-30 >30
N 1 8 8 1

N — Anzahl der Probanden

7.1.3. Testemulsionen

Die Testemulsionen wurden gemaR Kap. 8.2.1 (1, 2) hergestellt. Die genaue Zusammen-

setzung zeigt Tabelle 7.2.

Tabelle 7.2. Zusammensetzung der Testemulsionen

Rsv Veh
Phase A Wasser ad.100 ad.100
Xanthan 0,20 0,20
Dermofeel 1388 2,00 2,00
Phase B Symbiomuls GC 5,00 5,00
MCT QOil 5,00 5,00
Cetiol MM 5,00 5,00
Sonnenblumenol 10,00 10,00
Phase C Resveratrol 0,50 0,00
Glycerin-Wasser (1:1, wt.) 6,00 6,00

Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung
Veh, Vehikel-Formulierung

Nach der Herstellung wurden die Emulsionen in ca. 15-g-Portionen aufgeteilt und in
20-ml-Spezialkruken (Wepa Apothekenbedarf GmbH, Hillscheid) gefiillt. Diese sind mit ei-
nem Drehsystem ausgeristet und ermoglichen eine méglichst beriihrungslose Entnahme. Da
es nahezu keinen Kopfraum im System gibt, ist der Kontakt der Emulsion mit Luftsauerstoff
minimal. Die 36 Cremedosen wurden mit einer 3-Stelligen Zufallszahl kodiert und an die Pro-
banden so verteilt, dass weder fir die Probanden noch fir die Priiferin ersichtlich war, in
welcher Dose sich die Wirkstoff- und in welcher sich die Vehikel-Formulierung befand. Bei

der Aufschliisselung nach Beendigung der Untersuchung ergab sich, dass 6 Probanden die

108



wirkstoffhaltige Creme auf der linken und Vehikel auf der rechten Seite, und 12 Probanden

vice versa aufgetragen hatten.
7.2. Sensorische Bewertung

Um sicher zu stellen, dass die Probanden die wirkstoffhaltige Formulierung von dem Ve-
hikel nicht unterscheiden konnen, wurden diese sensorisch bewertet. Hierzu erhielten die
Probanden zu Beginn der Untersuchung Fragebogen. Die entsprechenden sensorische Profile

sind in Abb. 7.3 dargestellt.

Homogenitat
8 -

Beliebtheit Farbe

Feuchtigkeitsspendend . Glanz

Klebrigkeit * ~/ Konsistenz

Einziehbarkeit "Fadenziehend

s RSV
e \/ €

Verteilbarkeit

Abb. 7.3. Sensorische Profile der getesteten Emulsionen. Rsv, Resveratrol-haltige Emulsion, Veh, Vehikel.

Erlduterungen zur Bewertungsskala: Homogenitdt: 0: inhomogen, 10: homogen; Farbe: 0: wei, 10: farbig; Glanz: 0: matt,
10: glanzend; Konsistenz: 0: flissig, 10: fest; fadenziehend: 0: wenig, 10: stark; Verteilbarkeit: 0: schlecht, 10: gut; Einzieh-
barkeit: 0: schlecht, 10: gut; Klebrigkeit: 0: nicht klebrig, 10: klebrig; Feuchtigkeitsspendend: 0: wenig, 10: stark; Beliebtheit:
0: mogen, 10: ablehnen.

Abb. 7.3 macht deutlich, dass die Profile beider Cremes nahezu identisch waren. Fiir kei-
nen der Parameter ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den beiden Formulie-

rungen (zweiseitiger t-Test, n = 18, a = 0,05).
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7.3. Auswirkung der Testformulierungen auf die biophysikalischen

Hauteigenschaften

7.3.1. Hauttopographie

Wahrend der Studie wurde die Hauttopographie mittels des kontaktlosen optischen
Messgerates (PRIMOS Pico) beurteilt. Es wurden die in Kap. 2.2.2 beschriebenen Rauheitspa-
rameter bestimmt. Im Folgenden werden ausgewahlte Ergebnisse dargestellt, und zwar die
Flachenrauheit und die Sternrauheit (arithmetische Mittelrauwerte Sa, Ra) von Unterarmen
und Stirn sowie die Verdanderung der mittleren Faltentiefe (Stirnfalten). Im Anhang A5 sind

Auswertungen zu weiteren Rauheitsparameter aufgefiihrt.

40 -

35 ~

! —O—Rsv

—® - \Veh

Tag0 2 Wochen 4 Wochen 8 Wochen

Abb. 7.4. Flachenrauheit von Unterarmen vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme.. Sa,
arithmetischer Rauwert, 95 % Konfidenzintervall. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Veh, Vehikel. *Signifikante Unter-
schiede zu dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Ver-
gleich mittels Tukey-Tests, a = 0,05, N = 15

Die Flachenrauheit der Haut an den Unterarmen (Sa) sank bereits nach 4 Wochen Appli-
kation der Resveratrol-Creme signifikant. Die Sternrauheitswerte (Ra, Abb. 7.5) ergaben hin-
gegen keine signifikanten Veranderungen weder im vorher/nachher Vergleich, noch bei dem

Vergleich der Formulierungen untereinander.
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Abb. 7.5. Sternrauheit von Unterarmen vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme. Ra,
arithmetischer Rauwert, 95% Konfidenzintervall. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Veh, Vehikel; N = 15

Die Flachenrauheit der Stirn (Sa) ist in Abb. 7.6 dargestellt. Es ergaben sich keine signifi-

kanten Unterschiede wahrend und nach der Applikation beider Formulierungen.

40 +

35 4 T

7 —O— Rsv

i — = - \Veh

TagO 2 Wochen 4 Wochen 8 Wochen

Abb. 7.6. Flachenrauheit der Stirn vor (Tag 0), wiahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme. Sa, arithmeti-
scher Rauwert, 95% Konfidenzintervall. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Veh, Vehikel; N = 12
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Abb. 7.7. Mittlere Tiefe der Stirnfalten vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme (8 Wo-
chen), 95% Konfidenzintervall. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Veh, Vehikel; N = 12

Abb. 7.7 stellt die mittlere Tiefe der gemessenen Stirnfalten dar. Es ist ersichtlich, dass es
wahrend und nach der Applikation beider Testformulierungen zu keinen signifikanten Ver-

anderungen kam.

7.3.2. Mechanische Hauteigenschaften

Die Messung der mechanischen Eigenschaften der Haut wurde wie in Kap. 8.4.1 beschrie-
ben, durchgefiihrt. Als ZielgréBen wurden die folgenden Parameter ermittelt: die Dehnbar-
keit der Haut RO (der reziproke Wert der Festigkeit), die Bruttoelastizitdat R2, die Hautermd-
dung R9, die Flache FO (umgekehrt proportional zur Elastizitdt) und R6, das Verhaltnis des
viskosen Anteils zum elastischen Anteil. Die genaue Beschreibung der Elastizitatsparameter

ist in Kap. 2.2.4 aufgefihrt.

Die folgenden Abbildungen zeigen die Elastizitatsparameter vor, wahrend und nach der
Behandlung. Die Messwerte, die in Woche 4 ermittelt wurden, sind nicht dargestellt. Der
Grund hierfur war ein Kalibrierproblem mit der Cutometer-Sonde. Daher werden im Folgen-

den lediglich die Messdaten nach 2 und 8 Wochen im Vergleich zu dem Tag 0 vorgestellt.
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Aus Abb. 7.8 (links) ist ersichtlich, dass nach der Applikation der Cremes an den Unterar-
men die Dehnbarkeit der Haut RO signifikant abnimmt. Allerdings waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Hautarealen, an denen die Resveratrol-haltige Formulierung und

den Hautstellen, an denen die Vehikel-Formulierung appliziert wurde, festzustellen.

0,4 - A: Unterarme ORsy 04 1 B: Stirn O Rsv

W Veh . m Veh

N IO

RO

Tag0 2 Wochen 8 Wochen Tag 0 2 Wochen 8 Wochen

Abb. 7.8. Dehnbarkeit (RO) der Haut an den Unterarmen (A) und auf der Stirn (B) vor (Tag 0), wahrend (2 Wochen) und
nach der Applikation der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall, N = 18 (Unterarme), 16 (Stirn). Rsv, Resveratrol-
haltige Formulierung, Veh, Vehikel. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu dem Tag O: X Rsv, * Veh, zweifaktorielle ANO-
VA, paarweiser Vergleich mittels Tukey-Tests, a = 0.05

Die Dehnbarkeit der Haut an der Stirn (Abb. 7.8, rechts) war deutlich niedriger als an den
Unterarmen. Die Applikation beider Testformulierungen (Resveratrol-haltig (Rsv) sowie Ve-
hikel (Veh)) bewirkte keine signifikanten Veranderungen der Dehnbarkeit von der Stirnhaut

(Abb. 7.8, rechts).
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Abb. 7.9 Brutto-Elastizitdt (R2) der Haut an den Unterarmen (A) und auf der Stirn (B) vor (Tag 0), wiahrend (2 Wochen)
und nach der Applikation der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall; N = 18 (Unterarme), 16 (Stirn). Rsv, Resveratrol-
haltige Formulierung, Veh, Vehikel. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu dem Tag 0: % Rsv, * Veh, zweifaktorielle ANO-
VA, paarweiser Vergleich mittels Tukey-Tests, a = 0.05

Anders stellte sich der Verlauf der Elastizitdt dar. Abb. 7.9 zeigt die gemessene Brutto-
Elastizitat (R2) der Haut. Es ist ersichtlich, dass die Haut an den Unterarmen sehr elastisch ist
(R2 > 0,88, entspricht >88 % Riickbildung), im Gegensatz zu der Stirnhaut (ca. 60 % Rickbil-
dung am Tag 0). Die Elastizitdat der Haut an den Unterarmen dnderte sich nicht wesentlich
wahrend der Behandlung. Im Gegensatz dazu zeigte die Haut der Probanden an der Stirn

nach 8 Wochen eine signifikante Zunahme der Elastizitat, allerdings ergaben sich keine signi-

fikanten Unterschiede zwischen der Resveratrol-Creme und dem Vehikel (Abb. 7.9, rechts).
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Abb. 7.10. Hautermiidung (R9) der Haut an den Unterarmen (A) und auf der Stirn (B) vor (Tag 0), wahrend (2 Wochen)
und nach der Applikation der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall; N = 18 (Unterarme), 16 (Stirn). Rsv, Resveratrol-
haltige Formulierung, Veh, Vehikel. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu dem Tag 0: % Rsv, * Veh, zweifaktorielle ANO-
VA, paarweiser Vergleich mittels Tukey-Tests, a = 0.05

Die Hautermiidung nach 3 Saugzyklen (R9, Abb. 7.10) war an der Stirn hoher als an den
Unterarmen. Die regelmaRige Applikation der Creme an den Unterarmen bewirkte eine sig-
nifikante Minderung der Ermidungserscheinungen (Abb. 7.10, links). Bei der Stirn war ledig-
lich nach 2 Wochen eine signifikante Veranderung festzustellen (Abb. 7.10, rechts). Bei die-

sem Parameter ergaben sich wiederum keine wesentlichen Unterschiede zwischen der Res-

veratrol-haltigen Creme und der Vehikel-Formulierung.

In der Abb. 7.11 ist die Veranderung des Flachenparameters FO dargestellt. Da FO die
normierte Flache Uber der ersten Saugkurve ist (Kap. 2.2.4), ist dieser Parameter von der
Amplitude RO unabhangig, d.h. die Auswirkung des Pressdrucks auf die Sonde bei dem Mes-

sen ist minimisiert. FO ist umgekehrt proportional zur Hautelastizitat.
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Abb. 7.11. Normierte Fliache iiber der Saugkurve Kurve (FO), gemessen an den Unterarmen (A) und auf der Stirn (B) vor
(Tag 0), wihrend (2 Wochen) und nach der Applikation der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall; N = 18 (Unterar-
me), 16 (Stirn). Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Veh, Vehikel. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu dem Tag 0: 1
Rsv, * Veh, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Vergleich mittels Tukey-Tests, a = 0.05

Im Gegensatz zu den anderen oben beschriebenen Elastizitdtsparametern, waren die
normierten Flachen FO, die an der Unterarmhaut und an der Stirnhaut gemessen wurden,
am Tag 0 fast identisch (0,053-0,054). Im Verlauf der Untersuchung sanken die FO-Werte an
den Unterarmen signifikant, d. h. die Haut wurde elastischer; an der Stirn war kein Unter-

schied zu messen. Fir diesen Parameter ergaben sich wiederum keine signifikanten Unter-

schiede zwischen der Vehikel-Formulierung und der Polyphenol-haltigen Creme.
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Abb. 7.12. Verhaltnis der viskosen Deformation zur elastischen (R6), gemessen an den Unterarmen (A) und auf der Stirn
(B) vor (Tag 0), wahrend (2 Wochen) und nach der Applikation der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall; N = 18
(Unterarme), 16 (Stirn). Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Veh, Vehikel. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu dem
Tag 0: ¥ Rsv, * Veh, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Vergleich mittels Tukey-Tests, a = 0.05

Abb. 7.12 stellt die viskoelastischen Eigenschaften der Haut dar und zwar das Verhaltnis
zwischen der verzogerten (viskosen) und der sofortigen (elastischen) Deformation
(R6 = Uv/Ue, Kap. 2.2.4). Die R6-Werte verhielten sich fiir die Unterarme und die Stirn unter-
schiedlich. Bei den Unterarmen stieg der Anteil des viskosen Anteils nach 2 und 8 Wochen
signifikant an, und zwar sowohl bei der Applikation der Resveratrol-haltigen als auch Vehikel
Formulierung ohne signifikante Unterschiede zwischen den beiden. Bei der Behandlung der
Stirn war ein anderes Bild zu beobachten, die R6-Werte fiir die Hautstellen, an denen die
Vehikel-Formulierung appliziert wurde, blieben nach 2 und 8 Wochen unverandert, wohin-

gegen an den Hautpartien, an denen die Resveratrol-Creme appliziert wurde, eine signifikan-

te Senkung des viskosen Anteils zu beobachten war (Abb. 7.12, rechts).

117



7.3.3. Hautfeuchtigkeit und transepidermaler Wasserverlust

Eine ausreichende Hauthydratation ist eine der Voraussetzungen fir einen gesunden
Hautzustand. Abb. 7.13 zeigt die Veranderung der Hautfeuchtigkeit an den Unterarmen und

an der Stirn im Laufe der Studie.

Die Feuchtigkeit der Unterarme am Tag 0 war deutlich niedriger als die der Stirn. Die
Stirnhaut enthadlt viele Talgdriisen, deswegen werden an der Stirn normalerweise héhere

Feuchtigkeitswerte ermittelt [34].

90 4 A:Unterarme 90 4 B: Stirn
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Abb. 7.13. Feuchtigkeit der Unterarme (A) und der Stirn (B) vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation
der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall; N = 15 (Unterarme), 13 (Stirn). Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Veh,
Vehikel. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu dem Tag 0: X Rsv, * Veh, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Vergleich
mittels Tukey-Tests, a = 0.05

Wahrend der Behandlung blieb die Stirnhautfeuchtigkeit unverandert. An den Unterar-
men, hingegen, war ein deutlicher Anstieg zu beobachten (Abb. 7.13, links). Ahnlich wie bei
den Elastizitatsparametern ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den bei-
den Formulierungen. Bei der Messung nach 8 Wochen ergab sich eine Abnahme der Corne-
ometer-Werte im Vergleich zu der Messung nach 4 Wochen. Dies ist dadurch zu erklaren,
dass, um den Effekt der regelmaRigen Applikation der Cremes wegzulassen und um langzei-
tige Effekte sehen zu kénnen, wurde eine Pause von mind. 20 h zwischen der letzten Appli-
kation der Cremes und der letzten Messung (nach 8 Wochen) angelegt wurde. Bei den Zwi-

schenmessungen (nach 2, 4 Wochen) betrug der Abstand zwischen der Applikation und der

Messung 2 bis 6 Stunden. Der groRere Abstand bei der letzten Messung wurde extra ange-
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legt, um den Behandlungseffekt mit den Werten am Tag O besser vergleichen zu kénnen. Aus
der Abb. 7.13 ist ersichtlich, dass die Corneometer-Werte nach der Applikation der Res-

veratrol-haltigen Creme auch nach der Behandlung immer noch signifikant héher sind als am

Tag 0.
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14 14 4
12 12 :
T 7 l n o
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Abb. 7.14. Transepidermaler Wasserverlust (TEWL) der Unterarme (A) und der Stirn (B) vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wo-
chen) und nach der Applikation der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall; N = 15 (Unterarme), 13 (Stirn). Rsv, Res-
veratrol-haltige Formulierung, Veh, Vehikel. Signifikante Unterschiede im Vergleich zu dem Tag 0: % Rsv, * Veh, zweifaktori-
elle ANOVA, paarweiser Vergleich mittels Tukey-Tests, a = 0.05

Die TEWL-Werte der Unterarme blieben nahezu unverdndert (Abb. 7.14, links), was auf
eine konstante Barrierefunktion der Haut hindeutet. Der TEWL an der Stirn war deutlich ho-
her als an den Unterarmen, was auch auf die hohere Hautfeuchtigkeit der Stirn zuriickzufih-

ren ist. Die TEWL-Werte sanken nach 2 und 4 Wochen der Cremeapplikation, und stiegen am

Ende der Untersuchung wieder leicht an (Abb. 7.14, rechts).

7.4. Diskussion

Die Untersuchung des Einflusses der Resveratrol-haltigen Creme auf die biophysikalischen
Hautparameter zeigte keine einheitlichen Ergebnisse. Die Untersuchung der Hauttopogra-
phie ergab eine signifikante Abnahme des Flachenrauwertes Sa der Unterarme nach der Ap-
plikation der Resveratrol-haltigen Formulierung im Gegensatz zum Vehikel, was auf eine
Verbesserung des Hautzustandes zu einer glatteren Hautbeschaffenheit hindeutet (Abb.

7.4). Die Linienrauwerte Ra (Sternrauheit) blieben wahrenddessen allerdings nahezu unver-
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andert (Abb. 7.5). In der Literatur werden als Bewertungsparameter sowohl Linienrauheits-
parameter wie Ra oder Rz [141], als auch Flachenrauheitsparameter wie Sa herangezogen
[41]. Im direkten Vergleich kann die Aussagekraft der Flachenrauheitsparameter fiir die Be-
wertung der Hauttopographie hoher eingeschatzt werden, da sie ein Integral der gesamten
gemessenen Hautoberflache darstellen und somit weniger fehlerbehaftet sind als Linienrau-
heitsparameter, die fiir vier zufallige Linien bestimmt werden. Eine eindeutige Aussage lasst

sich allerdings aus diesem Ergebnis nicht ableiten.

Was die Hauttopographie an der Stirn betrifft, so konnten nach der Applikation beider
Formulierungen keine signifikanten Unterschiede sowohl in den Rauheitswerten, als auch in
der Faltentiefe (Abb. 7.6, Abb. 7.7) ermittelt werden. Dabei ist zu berlicksichtigen, dass die
Stirn deutlich mehr duBerlichen Faktoren wie Sonnenstrahlung oder Verschmutzung ausge-
setzt wird, als die Unterarme. Die Talgdriisen sowie Mimikbewegungen beeinflussen ebenso
stark die Stirnhauttopographie und machen mogliche Veranderungen schwer messbar. Die
duBerlichen Einflisse fihren zu einer verminderten Elastizitat (R2, Abb. 7.9) sowie zur erh6h-
ten Ermidungsneigung (R9, Abb. 7.10) der Stirnhaut im Vergleich zur Haut der Unterarme.

Beide Parameter deuten auf eine fortgeschrittene Hautalterung.

Bei der Betrachtung der mechanischen Hauteigenschaften wurde keine spezifische Wir-
kung von Resveratrol auf die Haut beobachtet. Sowohl die Resveratrol-haltige, als auch die
Vehikel-Formulierung bewirkten eine Verbesserung der Hautfestigkeit an den Unterarmen
(Abb. 7.8) sowie der Elastizitdt der Stirnhaut (Abb. 7.9). Diese Veranderungen wurden ver-
mutlich durch die feuchtigkeitsspendenden Eigenschaften beider Formulierungen verur-
sacht, die beide das Feuchtehaltemittel Glycerin enthielten. Diese Vermutung wird durch die
Messung der Hautfeuchtigkeit (Abb. 7.13) bestatigt, da die Haut an den Unterarmen wah-
rend der Behandlung unabhangig von der applizierten Formulierung signifikant hydratisier-
ter wurde. Dies wurde auch durch die sensorische Untersuchung bestatigt, wonach die Pro-

banden beide Formulierungen als , feuchtigkeitsspendend” bewerteten (Abb. 7.3).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Wirksamkeit von Resveratrol als An-
ti-Aging-Agenz im Rahmen dieser Untersuchung nicht nachgewiesen werden konnte. Die
Auswertung der Untersuchungen lassen aber den Schluss zu, dass Resveratrol zumindest

einen Effekt auf die Hauttopographie an UV-geschitzten Hautpartien zu haben scheint. Da-
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bei stellt sich die Frage, ob es moglich ist, dass nur die Hauttopographie aber nicht die
Hautelastizitat von dieser Substanz beeinflusst werden kann. Hierzu ist anzumerken, dass die
Hautelastizitat stark von dem Zustand der Dermis abhdngt, und zwar vom Gehalt und der
Organisation von Kollagen- und Elastinfasern sowie anderer Komponenten der extrazellula-
ren Matrix [2]. Dabei spielt der Wassergehalt eine groRe Rolle. Das Mikrorelief der Haut ist
hingegen, solange keine Falten vorliegen, starker von der Funktionalitdt der Epidermis beein-
flusst als von der Beschaffenheit der Dermis. So wird beispielsweise eine schnellere Differen-
zierung der Korneozyten mit einem jlingeren Erscheinungsbild assoziiert. Bastianetto et al.
ermittelten die Existenz spezifischer Bindungsstellen fur Resveratrol, die vor allem in der
Epidermis lokalisiert wurden [142]. Somit ware es moglich, dass Resveratrol vorzugsweise
auf die Epidermis wirkt und die Rauheit positiv beeinflusst. In dem Fall, dass das Resveratrol
nicht wesentlich weiter durch die Haut in die Dermis permeiert, ware dann kein Effekt auf

die Elastizitat zu erwarten, was auch nicht ermittelt wurde.

Diese Annahme einer Transportbegrenzung konnte im Rahmen der hier vorgestellten in-
vitro Untersuchung mit Schweinehaut nicht vollstandig bestatigt werden, denn bei den Ver-
suchen zur Hautpermeation wurde Resveratrol zwar grofStenteils in der Epidermis und Der-
mis lokalisiert, ein relativ hoher Anteil permeierte jedoch durch die Haut und gelangte in die
RezeptorflUssigkeit (Abb. 5.9) [105]. Da diese Untersuchungen aber unter den ,infinite-
dose“-Bedingungen durchgeflihrt wurden, sind sie auf die in-vivo Untersuchungen nicht di-
rekt Ubertragbar. Eine in-vivo Untersuchung der Hautpermeation, bei dem die abgestreiften
Hautschichten analysiert wurden (Tabelle 5.8), zeigte, dass die Konzentration von Res-

veratrol im duReren SC ca. 15 mal héher war, als in der tieferliegenden Schicht.

Was den Wirkmechanismus von Resveratrol in der Haut betrifft, gibt es noch einige offe-
nen Fragen. Es wurden mehrere in-vitro Studien durchgefiihrt, die fiir Polyphenole und spe-
ziell fiir Resveratol eine antioxidative [61, 143], antimikrobielle [143, 144], chemopraventive,
antimutagene und entziindungshemmende Wirkung [6, 145] nahe legen, was eine potente
kosmetische Wirkung erwarten ldsst. Die anti-apoptotische Wirkung von Resveratrol kann
eine protektive Wirkung auf verschiedene mit der Alterung assoziierte Erkrankungen hervor-
rufen [142]. Resveratrol und andere Polyphenole sind zudem als Phytodstrogene beschrie-

ben, d. h., dass sie an Ostrogenrezeptoren binden kénnen und sowohl als Agonist, als auch
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als Antagonist wirken kénnen [146, 147]. Dabei kann die anti-Ostrogene Wirkung sowohl
positiv sein, denn ein hoher Ostrogenspiegel mit einem erhéhten Risiko an Krebskrankheiten
(z. B. Brustkrebs, Ovarialkarzinom) verbunden ist. Einige Studien zeigten zudem, dass Res-
veratrol dank seiner Phytodstrogenaktivitat gegen diese und andere Krebsarten wirksam ist

[148, 149].

Allerdings fehlt es noch immer an echten Belegen fiir die beschriebenen Wirkmechanis-
men durch in-vivo Untersuchungen. Viele bislang verfligbare Vorschldage zur Anwendung von
Polyphenolen basieren immer noch auf in-vitro Tests. So patentierten Sreekumar et al. [150]
ein kosmetisches Hautpflegemittel, das Resveratrol und Retinoide enthalt und zu einer Ver-
besserung des Hautbildes sowie der Elastizitat, beitragen soll. Obwohl Resveratrol alleine
keinen signifikanten Effekt zeigte, in Kombination mit einigen Retinoiden bewirkte es eine
synergistische Erhohung deren Aktivitat. Die genannten Wirkungen wurden jedoch lediglich
mittels in-vitro Assays belegt. In einer anderen in-vitro Studie wurde ein inhibitorischer Ef-
fekt von Resveratrol auf die Synthese von Kollagen Typ | beobachtet, was nicht eine Anti-
Aging Anwendung, sondern vielmehr einen Einsatz als anti-Fibrose Agenten nahe legen

konnte [151].

Obwohl die orale Bioverfligbarkeit von Polyphenolen schlecht ist [152] und die perkutane
Absorption einen effektiveren Weg zu Verabreichung der Polyphenole im Kérper und spezi-
fisch in der Haut darstellt, wurden die Polyphenolprdparate in den meisten berichteten Hu-
manstudien, die mit der Auswirkung von Polyphenolen auf die biophysikalischen Hauteigen-

schaften sich befassten, oral eingenommen.

In einer Placebo-kontrollierten Studie von Buonocore et al. [153] wurden topische und
systemische Wirkungen eines Nahrungsergdanzungsmittels auf Basis von Resveratrol und
Procyanidinen auf altersbedingte Veranderungen und Antioxidanzsystem der Haut sowie auf
den systemischen oxidativen Stress untersucht. Nach 60 Tagen der Einnahme des Poly-
phenol-haltigen Mittels wurde eine Erhéhung der antioxidativen Kapazitat von Blutplasma
und von Haut, eine Verbesserung von Hautfeuchtigkeit und Elastizitat sowie eine Verringe-
rung der Hautrauheit, der Faltentiefe und der Intensitat von Altersflecken beobachtet [153].
Moglicherweise hat die spezifische Mischung aus Resveratrol und Procyanidinen einen star-

ken positiven Effekt auf die Haut aufgrund von synergistischen Effekten zwischen den Poly-
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phenolen. Diese war in der vorliegenden Arbeit nicht vorhanden, denn hier ein Effekt von

reinem Resveratrol getestet wurde.

In einer zweijdhrigen Studie untersuchten Janjua et al. [154] den langfristigen Effekt oral
eingenommener Polyphenole aus griinem Tee auf einige klinische und histologische Merk-
male der Hautphotoaging. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikant positiven Effekt des
Grinteeextraktes (GTE) im Vergleich zum Placebo. In einer kirzeren Studie, hingegen, fiihrte
der 12-wochige Konsum eines Griintee-Getrankes zu einer Verbesserung von Hautelastizitat,
Rauheit, Dichte und anderer Hauteigenschaften wie die Durchblutung [155]. Die Kombinati-
on von oraler und topischer Applikation des GTE innerhalb von 8 Wochen bewirkte eine Ver-
besserung des elastischen Gewebes, allerdings waren keine klinisch signifikante Verande-

rungen festzustellen [156].

In Bezug auf die Ergebnisse der hier beschriebenen Humanuntersuchung kann zusam-
mengefasst werden, dass eine eindeutige Wirkung des Resveratrols auf den Hautzustand
nicht festgestellt werden konnte. Obwohl das Rauheitsbild der Unterarme sich signifikant
verbesserte, wurde dieses Ergebnis mit keinem anderen bestatigt. Moglicherweise war die
acht-wochige Anwendung nicht ausreichend lang, um die Unterschiede zwischen der Res-
veratrol-haltigen Formulierung und dem Vehikel feststellen zu kénnen. Die elastischen Ei-
genschaften der untersuchten Hautpartien anderten sich bei der Applikation beider Formu-
lierungen signifikant positiv, was offenbar durch die Verbesserung der Hauthydratation zu

begriinden ist.

Anscheinend war Resveratrol alleine nicht effektiv genug, denn, wie es oben erwahnt,
kénnen zwischen verschiedenen Substanzen synergistische Effekte auftreten. So verglichen,
Chuarienthong et al. in ihrer Studie die Auswirkungen der Applikation kosmetischer Formu-
lierungen mit verschiedenen poylphenolischen Extrakten und zeigten, dass eine Gingko-
Formulierung deutlich effektiver war als beispielsweise Mischung aus Tee und Rotbusch oder
Soja-Extrakt, was vermutlich auf die Unterschiede in der Polyphenol-Zusammensetzung zu-

rickzufihren ist [157].
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8. Experimenteller Teil

8.1. Charakterisierung der Wirkstoffe

8.1.1. HPLC-Analyse

Die HPLC-Analyse der Polyphenole wurde mit einem Dionex System (Thermo Fisher Scien-
tific, Idstein, Deutschland) durchgefiihrt, ausgeristet mit einem Degaser SOR-100, einer bi-
naren Pumpe P680, einem Autosampler ASI-100, einem temperaturgesteuerten Saulenofen
TCC-100 und einem DAD-Detektor DAD 3000RS. Die Trennung wurde in einer Synergi 4U
Hydro-RP 80A Saule (150 mm x 3 mm, 4 Mikron), (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutsch-
land) durchgefiihrt. Die mobile Phase war ein bindrer Gradient, zusammengesetzt aus Was-
ser mit 2 % Essigsaure (v/v) (Eluent A) und Acetonitril mit 0,5 % (v/v) Essigsaure (Eluent B).
Das Gradientenprogramm bei einer FlieBrate von 0,5 ml/min ist in Tabelle 8.1 dargestellt.
Die Saulentemperatur wurde bei 25 °C konstant gehalten. Die Detektion erfolgte bei 256 nm
(PCA, Rutin, Quercetin), 279 nm (EGCG, Catechin), 306 nm (Resveratrol). Die Absorptions-
spektren von 190 bis 400 nm wurden zu jedem Zeitpunkt aufgenommen. Es wurden Aliquo-
ten von 10 pl analysiert, und die Quantifizierung erfolgte unter Verwendung einer externen

Kalibrierung.

Tabelle 8.1. Eluentengradienten bei der HPLC-Analyse von Polyphenolmischungen

Zeit, min Eluent B, %
-3 5
0 5
15 50
17 100
19 100
20 5
22 5

8.1.2. ABTS Assay

Die Radikalfangeraktivitdit wurde mittels ABTS-Entfarbungsassay (2,2'-Azino-bis-(3-

ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure)) ermittelt [107]. Experimente wurden am Spektralphoto-
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meter Lambda 25 (Perkin-Elmer, Shelton, USA) durchgefiihrt. Das ABTS Radikalkation
(ABTSe") wurde durch die Reaktion von 7 mM ABTS Wasserlésung mit 2,45 mM Kalium-
persulfat erzeugt und im Dunklen bei Raumtemperatur fir 12-16 h gelagert. Die Stamml6-
sung wurde direkt vor der Analyse mit dest. Wasser verdiinnt, so dass die Radikallésung eine
Extinktion von 0,70 %+ 0,02 bei 734 nm aufwies. Die Polyphenolproben sowie Trolox, die
Standard-Referenz-Verbindung, wurden in Ethanol gel6st und auf 5-6 Konzentrationen (bis
zu 25 pM) verdiinnt. Mischungen von 0,99 mL der verdiinnten ABTSs*-Lésung mit 10 pl der
Testlosung oder 10 pl Ethanol (Blindprobe) wurden exakt 15 min bei 30 °C temperiert. An-
schlieBend wurde die Extinktion bei 734 nm gemessen. Die prozentuale Inhibition der Radi-
kalkonzentration (R/, %) wurde aus der Reduktion der Extinktion nach der Formel (24) be-

rechnet:

RI = E‘);ﬂ 100, (24)

0

Ey ist die Extintkion der Blindprobe, E,, ist die Extinkton der Messlésung.

Flr die Ermittlung der mittleren inhibitorischen Konzentration (/Csp, mM) wurden Rl Wer-
te als Funktion der Konzentration aufgetragen. ICso wurde aus dem Diagramm als eine einer
50-%-ger Inhibierung entsprechende Konzentration abgelesen. Die TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) wurde als Verhaltnis von ICso-Werten fir die Testsubstanz und fir Tro-

lox angegeben. Es wurde stets eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.

8.1.3. Rancimat-Test

Die hemmende Wirkung von Polyphenolen auf die Lipidoxidation wurde mittels eines be-
schleunigten Oxidationstests [109, 158] im Rancimat 679 (Methrom, Herisau, Schweiz)
durchgefiihrt. Die Bestimmung basierte auf der Messung der Induktionsperiode bei der Oxi-
dation von Sonnenblumendl. Die Olprobe wird in einer Reaktionszelle aufgeheizt, die mit
Luft durchgeblasen wird (Abb. 8.1). Fliichtige Verbindungen, die wahrend des Oxidationspro-
zesses freigesetzt werden, geraten zusammen mit der Luft in eine mit entmineralisiertem
Wasser gefiillte Messzelle, in der die Leitfahigkeit des Wassers kontinuierlich gemessen wird.
Das Ende der Induktionsperiode (IP) wird durch eine rasche Zunahme der Leitfahigkeit ge-

kennzeichnet.
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Abb. 8.1. Messprinzip eines Rancimats [159]

Fir die Bestimmung einer antioxidativen Wirkung wurde die IP von raffiniertem Sonnen-
blumendl mit der IP von Ol, zu dem 0,1 % (w/w) der Testsubstanz zugesetzt wurde, vergli-
chen. Die Probenmenge betrug 3,0 g. Die Oxidation wurde bei 100 °C und einem Luftdurch-
satz von 20 L/h induziert. Die antioxidativen Indizes (Al) der Testsubstanzen wurden als Ver-

héltnis der IP berechnet (25):

Al =IP: /P, (25)
IP; ist Induktionsperiode von Ol mit Antioxidanz; IP¢ ist die Induktionsperiode der Kontroll-

probe (reines Ol). Die Bestimmungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt.

8.1.4. Oktanol-Wasser Verteilungskoeffizient

Die Bestimmung des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten basiert auf der Methode
von Rothwell et al. [111]. Zu den Aliquoten der Testsubstanzen (0,5 — 1 mg) wurden
1-Octanol (1 mL) sowie Wasser oder Mcllvaine (Zitronensaure - Phosphat)-Puffer-Losung mit
pH 5,5 bzw. 7,4 (1 mL) zugegeben. Nach intensivem Mischen (Vortex) wurden die Proben in
einem Ultraschallbad fur 15 min bei 25 °C gegeben und anschlieBend mit einer MiniSpin
Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) fir 5 min, bei 13400 rpm zentrifugiert. Die

Octanolfraktion wurde vorsichtig von der Wasserphase abgetrennt. Beide Phasen wurden
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filtriert (0,2 pm, GHP Acrodisc minispike) und mittels HPLC analysiert. Die Verteilungskoeffi-

zienten (log Pow) wurden nach folgender Formel (26) ermittelt:

log Pow = Ig (Co /Cu), (26)

C, und C,, sind die Konzentrationen der untersuchten Substanzen in der Octanol- bzw. in der

Wasserphase.

8.1.5. Loslichkeit

Mit dem Ziel, eine geeignete Rezeptorflissigkeit flr Fluid Freisetzungs- und Permeations-
experimente zu finden, wurde die Sattigungsloslichkeit der untersuchten Substanzen in un-
terschiedlichen Medien verglichen. Hierzu wurde ein Uberschuss an Testsubstanz zu dem
jeweiligen Medium (1 mL) zugegeben und mittels Vortex intensiv gemischt. Nach 15 min im
Ultraschallbad wurden die Proben in einem Thermomixer bei 34 °C fir 1 h temperiert. An-
schlieBend wurden die Proben filtriert (0,2 um) und mittels HPLC analysiert. Ggf. musste eine
Verdiinnung mit dem jeweiligen Medium vorgenommen werden. Es erfolgte stets eine Drei-

fachbestimmung.
8.2. Herstellung und Charakterisierung der Emulsionen

8.2.1. Herstellung der Emulsionen

1) Die Testemulsionen wurden in einem Laborreaktor, ausgeriistet mit einem Wasserbad,
einem Rihrer und einem Ultraturrax (IKA Werke, Staufen, Deutschland), mittels eines hot-
hot Verfahrens hergestellt. Die entsprechenden Zusammensetzungen sind in Kapiteln 5.2, 6,
7.1.3 aufgefiihrt. Die Wasserphase (Phase A) wurde unter Riihren (100 rpm) ca. 15 min auf
70 °C erhitzt, so dass das darin enthaltene Xanthan ein durchsichtiges Gel bildete. Separat
wurde die Olphase (Phase B) bis zum Aufschmelzen aller Komponenten auf 70 °C erhitzt und
anschlieRend zu der Wasserphase zugegeben. Nach 2 min Rihren bei 200 rpm wurde die
Mischung mit dem Ultraturrax bei 22.000 rpm fiir 10 min homogenisiert. AnschlieBend wur-
den die Emulsionen unter langsamem Rihren abgekiihlt. Die Wirkstoffzugabe erfolgte ge-

mal Punkt (2) bzw. (3).

127



2) Nach dem Abkiihlen der Emulsion auf 40-50 °C wurde der jeweilige Wirkstoff (Phase C)
zum Reaktor zugegeben, die Emulsion wurde erneut mit Ultra-Turrax homogenisiert

(22.000 rpm, 5 min). Unter Riihren bei 50 rpm wurden die Emulsionen auf 25 °C abgekiihlt.

3) Nach dem Abkiihlen auf 25 °C, wurde die Basisemulsion, hergestellt nach Punkt (1), in
spezielle Kruken aliquotiert (50 - 100 g) und die jeweilige Wirkstoffmischung (Phase C) zuge-
geben. Die Wirkstoffdispergierung erfolgte in einem Emulsionsriihrgerat Topitec Touch
(Wepa Apothekenbedarf GmbH, Hillscheid) nach folgendem Programm: Vordispergieren (1
min bei 1000 rpm), Mischen (10 min bei 3000 rpm), Abktihlen (5 min bei 300 rpm).

8.2.2. Polyphenolanalyse in Emulsionen

Fiir die Polyphenolanalyse in Emulsionen wurde die beschriebene bei Frauen et al. Me-
thode modifiziert [119]. Die Testemulsion (0,5 - 1 g) wurde mit 1 ml Tetrahydrofuran und 2
ml Methanol-Wasser-Gemisch (90:10, v/v), das 0,2 g/L L-Ascorbinsdure enthielt, gemischt.
Nach kurzem Vortexen und 15 min im Ultraschallbad bei 25 °C wurde die Mischung durch
einen Faltenfilter filtriert, das Filtrat wurde mit Methanol-Wasser gewaschen (90:10, v/v)
und auf 5 bzw. 10 ml aufgefillt. Vor der HPLC-Analyse wurden die Proben durch einen 0,2
um Spritzenfilter (GHP Acrodisc MiniSpike; Pall, USA) filtriert. Nach der Bestimmung der
Emulsionsdichte unter Verwendung eines Pyknometers (25 °C), wurde die Konzentration der
Testsubstanzen in ug/mL begerechnet, die fir die Berechnung der Permeationskoeffizienten

erforderlich ist. Alle Messungen erfolgten in dreifacher Ausfihrung durchgefiihrt.

8.2.3. PartikelgrofRenverteilung

Die Verteilung der TropfchengrofRen in den Emulsionen wurde mittels der Laserbeugungs-
spektroskopie am Mastersizer S (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK) gemessen.
Vor den Messungen wurden die Emulsionen mit dest. Wasser verdiinnt (1:1000). Fir die
Messung von PartikelgréRen von 0,05 bis 900 um wurde ein Objektiv 300 RF eingesetzt. Fiir
die Datenverarbeitung wurden die Brechungsindizes von 1,5295 und 1,330 (fiir Ol- und Was-

serphase) angewendet. Die Messungen wurden in vierfacher Ausfiihrung durchgefihrt.
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8.2.4. Rheologische Messungen

Die rheologischen Messungen wurden an einem Schubspannung-gesteuerten Rheometer

Bohlin CVO-100 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK) durchgefihrt.

Das viskoelastische Verhalten der Emulsionen wurde mittels Oszillationsrheometrie in der
gleichen Kegel-Platte Messgeometrie (40 mm, 4 °) ermittelt. Der Amplituden-Sweep-Test
erfolgte bei konstanten Frequenz (1 Hz) und Temperatur (25 °C) durchgefiihrt, nach einer
Vorscherung von 300 s bei 0 Pa wurde die Schubspannung logarithmisch von 1 bis 100 Pa (in
einigen Fallen von 1 bis 1000) erhoht. Die erhaltenen Speichermodul (G’) und Verlustmodul
(G") beschreiben elastisches bzw. viskoses Verhalten der Probe. Fir die Auswertung wurden
die gemittelten Werte dieser Parameter in dem linearen viskos-elastischen Bereich (LVE)

ermittelt. Es wurden Dreifachbestimmungen vorgenommen.

8.2.5. Zentrifugenstabilitait

Die Stabilitdt von Emulsionen wurde mit einer MiniSpin Zentrifuge (Eppendorf AG, Ham-
burg) getestet. Die Zentrifuge mit einem Rotorradius von 6 cm ermoglicht eine maximale
Drehzahl von 13.400 1/min (entspricht RZB von 12.100 g). Emulsionsaliquoten von 1 g wur-
den bei verschiedenen Drehzahlen (von 1.000 bis 13.400 1/min) fir 10 min zentrifugiert, die

letzte Drehzahl ohne sichtbare Phasentrennung wurde als Stabilitdtspunkt angegeben.

8.2.6. Lagerversuche

Emulsionen mit Polyphenolmischungen wurden bei 4 °C, 20 °C und 40 °C unter Lichtaus-
schluss fur 4 Monate eingelagert. In geeigneten Zeitintervallen wurde die Konzentration der

Polyphenole bestimmt.
8.3. In-vitro Permeation und Wirkstofffreisetzung

Die Freisetzungsraten sowie das Hautpermeationsverhalten von Polyphenolen aus den
verschiedenen Formulierungen wurden in Diffusionszellen nach Franz (SES GmbH, Bechen-
heim, Deutschland) mit einem Innendurchmesser von 25 mm (entsprechend einer Permea-

tionsflache von 4,91 cm?) und mit einem Volumen von 20 mL (Abb. 2.15) ermittelt.
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8.3.1. Membranen, Priaparation der Schweinehaut

Fir die Messung der Wirkstofffreisetzung wurde eine Zellulosemembran (MWCO 12000-
14000 (molecular weight cut-off), mit einem Porendurchmesser von 25 A, Serva Electropho-
resis GmbH, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Unmittelbar vor dem Versuch wurde die

Membran in der Rezeptorflissigkeit getrankt.

Das in-vitro Permeationsverhalten wurde an exzidierter Schweinehaut getestet. Die Haut
von ca. finf Monate alten Schweinen wurde von der Klinik fir Schweine an der Ludwig-
Maximilian Universitat Mlnchen, Oberschleiheim, zur Verfligung gestellt. Die Tiere wurden
im Rahmen anderer medizinischer Experimente, die vom der Klinik durchgefiihrt wurden,
eingeschlafert, so dass fir die vorliegende Arbeit wurden keine Tierversuche durchgefiihrt
wurden. Ca. 2 h nach dem Einschlafern wurde die Abtrennung der Haut vorgenommen. Die
Tiere wurden mit einer Jod-Seife gewaschen und rasiert, anschlieBend wurden mit einem
Skalpell Hautstlicke von etwa 20x30 cm von beiden Seiten, nicht naher als 10 cm zur Wirbel-
saule, ausgeschnitten. Die Haut wurde in einer Kihlbox bei ca. 0 °C zur Weiterverarbeitung
in das Labor des Fraunhofer IVV transportiert. Anschliefend wurde die Haut mit Wasser ab-
gewaschen und das subkutane Fettgewebe mit einem Skalpell entfernt. Die Dicke der Haut,
die aus Epidermis und Dermis bestand, lag bei etwa 3 mm. Etwa 5 mm von jeder Seitenkante
wurde verworfen, um eine mogliche Kontamination der Epidermis mit Fett zu vermeiden.
Die Hautstiicke wurden in Alufolie und Plastiktiten vakuumverpackt und bei -20 °C eingela-
gert. Vor den Permeationsexperimenten wurde die Haut ca. 15 min bei Raumtemperatur
aufgetaut und bis zu einer Dicke von ca. 1 mm dermatomiert (Schink Dermatom, Schreiber
GmbH, Fridingen, Deutschland). AnschlieRend wurden 35-mm-Kreise ausgestanzt, in der

RezeptorflUssigkeit fir 15 min rehydratisiert und auf die Franz-Zellen aufgesetzt.

8.3.2. Durchfithrung der Permeations- und Freisetzungsuntersuchung

Die Franz-Zellen (Abb. 2.15) wurden mit entgaster Rezeptorflissigkeit (5 g/L Tween 20 im
Wasser-Ethanol-Gemisch (1:1, v/v)) gefullt und mit einem Wasserbad auf 34 °C temperiert.
Die Zellulosemembran bzw. das Hautstiick wurde zwischen den Donor- und Rezeptorkam-
mern platziert (die Haut mit der Epidermis nach oben); dabei wurde ein direkter Kontakt mit

dem Rezeptorfluid und Abwesenheit von Luftblasen sichergestellt. Vor dem Auftragen der

130



Probe, wurde das System fiir 15 Minuten stabilisiert. 2 g der Testformulierung wurde auf der
Haut oder Membran aufgebracht. In geeigneten Zeitabstanden wurden Aliquoten von 250 pl
aus der Rezeptorflissigkeit entnommen und sofort durch eine frische Portion ersetzt. Die
Proben wurden filtriert (0,2 um, GHP Acrodisc minispike) und direkt mittels HPLC analysiert.
Die Dauer der Freisetzungsexperimente betrug 4 h, die der Permeationsexperimente — 24 h.
Die Versuche wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Als Kontrolle kamen Vehikel-

Formulierungen zum Einsatz.

8.3.3. Extraktion der Polyphenole aus der Schweinehaut

Am Ende der Permeationsexperimente wurde die Probe von der Hautoberflache entfernt,
und die Hautoberflaiche mit 5 ml Methanol-Wasser (90:10, v/v) abgewaschen, um die restli-
che Probe zu entfernen; die Waschflissigkeit wurde filtriert (0,2 um) und mittels HPLC analy-
siert. Die Haut wurde mit einem Papiertuch abgetrocknet und 10 mal Tape-gestrippt um das
SC zu entfernen (Tesafilm, Beiersdorf, Hamburg, Deutschland). Die Klebestreifen wurden in
einem Kolben gesammelt, in welchem 20 ml Lésung A (Methanol-Wasser (90:10, v/v) mit L-
Ascorbinsaure (0,2 g/L) zugegeben wurde. Die restliche Haut, die aus der unterem Epidermis
und der Dermis bestand, wurde mit einem Skalpell geschnitten und nach dem Einfrieren mit
flussigem Stickstoff (bei -196 °C) in einer Kryo-Miihle mit einer Frequenz von 25 s™ fiir 4 min
vermahlen (CryoMill, Retsch, Haan, Deutschland). Anschliefend wurden 20 ml der Lésung A
zugesetzt. Alle Proben wurden in einem Laborschittler bei 300 rpm und Raumtemperatur
fir 0,5 h geschittelt und in einem Ultraschall-Wasserbad fiir 15 min bei 25 °C inkubiert, fil-
triert (blaues Band, Porengrofle 2 um) und mit 20 ml Lésung B (Methanol-Wasser, 90:10
(v/v)) versetzt. Das Lésungsmittel wurde in einem Rotationsverdampfer (Bichi GmbH, Essen,
Deutschland) bei 40 °C und 100 bis 30 mbar abgedampft. Die trockenen Proben wurden in

2 ml Methanol gel6st, filtriert (0,2 pm, GHP Acrodisc minispike) und mittels HPLC analysiert.

8.3.4. Auswertung

Fir die Bestimmung der kinetischen Parameter wurde die kumulative permeierte bzw.
freigesetzte Polyphenolmenge, normiert mit der Haut- bzw. Membranflache und Ausgangs-
konzentration in der Formulierung (Q/Cy), als Funktion der Zeit (bzw. von Quadratwurzel

oder vom In der Zeit) aufgetragen. Unter Verwendung der Gleichungen (11) - (16) wurden
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fur jede Substanz die Hautpermeationskoeffizienten K, Diffusionskoeffizienten in der Haut
D;, Verzogerungszeiten t; und Verteilungskoeffizienten Haut/Vehikel P, berechnet. Unter
Verwendung der Gleichungen (17) - (21) wurden die anfanglichen Freisetzungskoeffizienten
K,, die Koeffizienten aus den kinetischen Modellen von Higuchi und Korsmeyer (Ky, Ky, n)
sowie die Diffusionskoeffizienten innerhalb der Formulierungen D, bestimmt. Die Reprodu-

zierbarkeit der beiden kinetischen Modelle wurde verglichen.

Fiir die Hautpermeation wurden am Ende der Versuche die Konzentrationen der Wirkstof-
fe in den Hautschichten und zwar an der Hautoberflache, in SC, Epidermis und Dermis (zu-

sammen), sowie in der Rezeptorflissigkeit ermittelt und auf die Permeationsflache bezogen.
8.4. In-vivo Wirksamkeitsnachweis

Der in-vivo Wirksamkeitsnachweis erfolgte mittels eines Vorher-nachher Vergleiches der
biophysikalischen Hautparameter, die instrumentell nicht invasiv erfasst wurden. Die Studi-

enbeschreibung ist im Kap. 7.1 aufgefihrt.

8.4.1. Hautelastizitit

Die Hautelastizitdit wurde mittels Cutometer MPA 580 (Courage-Khazaka electronic
GmbH, KélIn), ausgeriistet mit einer Elastizititssonde (Offnung mit 2 mm Durchmesser), er-
mittelt. Die Messungen wurden in einem klimatisierten Raum bei 20 °C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 40%, nach einer Akklimatisierungszeit von mind. 30 min durchgefihrt.
Nach dem Anlegen des Unterdrucks (450 mbar) wurde die Haut in die Sonde eingesaugt und
uber die in der Sonde befindliche optische Messoptik die Eindringtiefe erfasst. Nach 3 s An-
saugzeit wurde der Unterdruck abrupt unterbrochen (Relaxationszeit, 3 s). Der Saug-
Relaxations-Zyklus wurde drei Mal wiederholt um den Ermidungseffekt zu erfassen. Aus der
Saugkurve wurden Hautelastizitatsparameter (R und F Parameter) gemall Kap. 2.2.4 ermit-

telt. Die Messungen wurden vier bis acht Mal an benachbarten Hautstellen wiederholt.

8.4.2. Hauttopographie

Die Hauttopographie wurde mit einem optischen 3D-Hautmessgerat Primos Pico

(GFMesstechnik GmbH, Teltow/Berlin) erfasst. Dem Gerét liegt ein Streifenprojektionsver-
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fahren zugrunde (Kap. 2.2.1) und es ermdoglicht eine prazise Messung der in-vivo Hautober-
flache. Fir Messungen an den Unterarmen wurden diese auf eine Unterlage gelegt und das
Geréat daruber in einem Stativ fixiert. Es wurde ein Messmodus ,,smooth” (,glatte Haut”)
angewendet und mind. 5 Messungen durchgefiihrt. Bei den Messungen an der Stirn wurden
das Gerat sowie der Kopf der Probanden in einem Spezialstativ fixiert (bei einer wiederhol-
ten Messung wurden die gleichen Einstellungen verwendet). Dabei wurde das Messmodus
»Wrinkles” (,Falten”) angewendet und mind. 5 Wiederholungen durchgefiihrt. Die Auswer-
tung erfolgte mittels der Software PRIMOS 5.7 (GFMesstechnik GmbH), dabei wurden die im
Kap. 2.2.2 beschriebene Rauheitsparameter ermittelt, und zwar Linienrauheitsparameter Ra,
Rq (gemittelt flr vier sternférmig angeordneten Linien, zentriert) sowie Flachenrauheitspa-

rameter Sa, 5q.

8.4.3. Hautfeuchtigkeit und Transepidermaler Wasserverlust (TEWL)

Die Hautfeuchtigkeit wurde mittels einer Corneometer-Sonde CM 825 gemessen, der
TEWL wurde mit einer Tewameter TM 300 Sonde erfasst. Beide Sonden wurden an Multi
Probe Adapter MPA 580 (Courage-Khazaka electronic GmbH, KoéIn), angeschlossen. Die Mes-
sungen wurden in einem klimatisierten Raum bei 20 °C und der relativen Luftfeuchtigkeit
von 40%, nach einer Akklimatisierungszeit von mind. 40 min durchgefiihrt. Vor der Messung
wurden die Messsonden auf 34 °C vorgewarmt (Probe Heater PR 100). Es wurde jeweils 20
Messwerte gesammelt, wobei zur Auswertung nur 5 konstante Werte herangezogen wur-

den. Die Messungen wurden an benachbarten Hautstellen wiederholt.

8.4.4. Statistische Auswertung

Da bei den Elastizitatsmessungen 3 bis 8 Messungen an benachbarten Stellen erfolgten,
wurden fir jeden ermittelten Parameter, jeden Probanden und jede Hautstelle ein Mittel-

wert und eine Standardabweichung (SD) ermittelt.

Im Falle des Verdachts auf einen Ausreifler (SD > 10% vom Mittelwert), wurde innerhalb
von Vierfach- bis Achtfachbestimmungen ein AusreiRertest nach Nalimov (r-Test) durchge-
fahrt [160]. Fur die experimentellen Werte wurde die PriifgrofRe r; nach Formel (27) berech-
net, die anschlieBend mit dem kritischen Wert Ny fir das entsprechende Signifikanzniveau
(p =0.95) und den Freiheitsgrad (f = n-2, n ist die Anzahl der Werte) verglichen wurde.
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wobei x; der experimentelle Wert ist, X der Mittelwert aller Werte und SD die Standardab-

weichung aller Werte. Falls r ;> r 41, galt der Wert x; als AusreilSer.

Der Vorher-nachher-Vergleich sowie der Vergleich der aktiven Formulierung mit dem Vehi-
kel erfolgte durch die Zweiwege ANOVA (analysis of variance) mit wiederholten Messungen
mittels der Software OriginPro 8G (OriginLab Corporation, Northampton, USA). Die Mittel-
werte der Messdaten fiir jeden Proband, Messstelle und Messtag wurden zunachst mittels
Kolmogorow-Smirnow Tests nach ihrer Normalitat geprift. Im Falle, dass die Messwerte sig-
nifikant (p = 0.95) zu einer normalverteilten Grundgesamtheit gehoren, wurde die zweifakto-
rielle Varianzanalyse (ANOVA) angewendet. Einflussfaktoren waren der Messtag (4 Stufen:
Tag 0, nach 2 Wochen, nach 4 Wochen, nach 8 Wochen) und die Formulierung (2 Stufen:
Resveratol-haltige (Rsv) und Vehikel (Veh)), als Subjekt wurden Probanden (bzw. entspre-
chende Mittelwerte, min. und max. Werte) gesetzt. Ein paarweiser Vergleich der Datengrup-
pen erfolgte mittels Tukey-Tests bei p = 0.95. Wenn die Messwerte nicht normalverteilt wa-

ren, erfolgte deren Vergleich mittels des nicht parametrischen Wilcoxon-Rangtests.
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9. Verwendete Chemikalien und Rohstoffe (H-und P-Sitze)

Tabelle 9.1. Chemikalien und Rohstoffe

Name

Hersteller

H- und P-Satze

ABTS (2,2'-Azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin)-6-
sulfonsaure)

Acetonitril

L-Askorbinsaure

(+)-Catechinhydrat

Cetiol MM (Myristyl Myristate,
Myrystyl Alkohol)

Cetylalkohol

Cosphaderm Resveratrol (> 98
% trans-Resveratrol)

Dermosoft 1388 (Glycerin,
Wasser, Parfum)

(-)-Epigallocatechin-3-gallat

Essigsdure (Eisessig)

Ethanol

Glycerol

Kaliumpersulfat

Methanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Th. Geyer GmbH, Renningen

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Cognis GmbH, Dusseldorf

BaccaraRose, Sonsbeck

Lanxess Engineering Chemistry,
Langenfeld

Dr. Straetmans GmbH, Ham-
burg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Th. Geyer GmbH, Renningen

Th. Geyer GmbH, Renningen

BaccaraRose, Sonsbeck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Th. Geyer GmbH, Renningen

H315, H319, H335
P261-P305, P351, P338

H225-H302, H312, H332-H319
P210-P280-P305, P351, P338

H315-H319-H335
P261-P305, P351, P338

H226-H314

P280-P305, P351, P338-P310
H225

P210

H272-H302-H315-H317-H319-
H334-H335

P220-P261-P280-P305, P351,
P338-P342, P311

H225-H301, H311, H331-H370

P210-P260-P280-P301, P310-
P311
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MCT OL Typ V (medium chain
triglycerides)

n-Octanol

Paraben K

Phosphate buffered saline
(PBS)

Protocatechusaure (3,4-
Dihydroxybenzoesdure)

Quercetin

Resveratrol

Rutin

Sonnenblumendl

Span 40 (Sorbitan Monopalmi-
tat)

Symbiomuls GC (Glyceryl Stea-
rate Citrate, Cetearyl Alcohol,
Glyceryl Caprylate)

Tetrahydrofuran

Traubenkernol

Tween 20 (Polyoxyethyl-
enesorbitan Monolaurat)

Tween 40 (Polyoxyethyl-
enesorbitan Monopalmitat)

Xanthan transparent (Xanthan
gum)

Gustav Hees GmbH, Stuttgart

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

BaccaraRose, Sonsbeck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

ABCR GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
lokaler Supermarkt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Dr. Straetmans GmbH, Ham-
burg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Gustav Hees GmbH, Stuttgart

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

BaccaraRose, Sonsbeck

H315-H319

P305, P351, P338
H412

P273

H315-H319-H335
P261-P305, P351, P338
H301

P301, P310

H319

P305, P351, P338
H302

H315-H319-H335
P261-P305, P351, P338

H225-H319-H335-H351

P210-P261-P281-P305, P351,
P338
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Anhang
A1l.Korrelationen bei den rheologischen Messungen

14
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Abb. A.1. Korrelation zwischen elastischem (G‘) und komplexem (G*) Modul bei den Oszillationsmessungen von Emulsio-
nen

5 - R2=0,9826

G" [kPa]

Abb. A.2. Korrelation zwischen elastischem (G‘) und viskosem (G*) Modul bei den Oszillationsmessungen von Emulsionen
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A2. Lagerstabilitiat von Polyphenolen

Tabelle A.1. Lagerstabilitdt einzelner Polyphenolen in den Emulsionen mit Gesamtpolyphenolgehalt C1=0,09 + 0,01 %
nach der 4-monatigen Lagerung bei 5, 20 und 40 °C

Emulsion (O/W-

aele s PCA Catechin Rutin Resveratrol Quercetin Gesamt
Verhiltnis)
S1(25/75)
Co*[mg/g] 0,20£0,00 0,23+0,01 0,16x0,00 0,17+x0,01 0,18+0,00 0,94+0,03
Stabilitat* 5°C[%] 92,1+1,8 98,3+8,0 86,3+4,0 90,0+3,8 98,7+4,1 93,5+4,4
Stabilitat* 20 °C
[%] 92,1+1,8 98,3%8,0 86,3+4,0 90,0+3,8 98,7+4,1 93,5+4,4
Stabilitat* 40 °C
[%] 85,4+1,4 33,3+7,8 83,8+4,7 67,0£3,4 99,3+9,3 71,4%5,3
S2 (35/65)
Co[mg/g] 0,17+0,00 0,22+0,01 0,20+0,00 0,19+0,00 0,18+0,00 0,96+0,02
Stabilitat 5 °C[%] 98,6£2,9 92,3+3,5 94,3+3,7 96,4+4,6 99,0+2,8 95,9+3,3
Stabilitat20°C[%] 93,7t7,9 97,145,2 96,5+4,2 94,5+5,2 91,0+7,7 94,7+5,8
Stabilitat 40 °C[%] 85,723 27,11, 82,2+3,2 66,9+2,5 98,4+4,0 70,2+2,6
S3 (45/65)
Co[mg/g] 0,21+0,00 0,22+0,01 0,21+0,01 0,19+0,00 0,17+0,00 1,01+0,02
Stabilitat 5°C[%] 84,0+5,1 95,6+5,9 94,8+6,3 91,7+5,8 98,2+6,2 92,745,8
Stabilitat20°C [%] 79,2+¥4,3 91,9%7,3 96,3+4,1 86,0+4,1 94,7+9,0 89,5+5,6
Stabilitat 40 °C [%] 83,3+4,3 26,2+2,5 92,8+6,8 73,2+£3,1 97,1+9,1 73,1+5,0
T1(25/75)
Co[mg/g] 0,17+0,01 0,15+0,01 0,18+0,02 0,15x0,01 0,12+0,01 0,76+0,06
Stabilitat5°C[%] 94,4+10,2 92,1+10,9 94,0+156 94,080 96,7+12,8 94,2+8,8
Stabilitat 20 °C [%] 90,2+9,2 87,9+8,7 85,2+11,4 87,9+79 87,8+11,5 87,8+9,7
Stabilitat40°C[%] 97,785 23,0+19 102,6+10,6 92,6%7,6 68,1+11,2 78,879
T2 (35/65)
Co[mg/g] 0,16+0,00 0,14+0,00 0,19+0,00 0,14+0,01 0,17+0,02 0,80+0,03
Stabilitat 5 °C [%] 86,6%£2,3 102,2+5,5 94,3+54 100,3+6,4 94,4+11,6  95,1+5,5
Stabilitat 20 °C [%] 84,959 91,7%3,2 95,2+4,9 96,7t7,4 87,4+11,2 91,1+6,0
Stabilitat 40 °C [%] 86,3+6,1 42,8+7,3 75,2+7,6 64,0+£3,9 34,0+3,9 61,0%5,2
T3 (45/55)
Co[mg/g] 0,18+0,01 0,15+0,01 0,20+0,01 0,16x0,01 0,18+0,00 0,86+0,05
Stabilitat 5 °C[%] 93,2+11,4 99,5+10,0 91,7+5,3 98,3+8,8 79,5+3,5 92,1+7,1
Stabilitat 20 °C [%] 88,6+6,8 90,2+9,0 89,3+4,4 98,7+8,3 74,1+49 87,959
Stabilitat 40 °C[%] 91,6+10,6 20,8+7,0 66,0+5,2 50,8+6,4 3,9+1,7 47,6+6,0

*Mittelwerte £SD,n=3
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Tabelle A.2. Lagerstabilitdt einzelner Polyphenolen in den Emulsionen mit Gesamtpolyphenolgehalt C2 = 0,45 + 0,04 %
nach der 4-monatigen Lagerung bei 5, 20 und 40 °C

Emulsion (O/W-

Verhiltnis) PCA Catechin Rutin Resveratrol Quercetin Gesamt
S1(25/75)
Co*[mg/g] 0,98+0,01 1,11+0,02 0,79+0,01 0,87+0,00 0,90+0,01 4,65+0,06
Stabilitat* 5°C[%] 94,2+16 88,8+2,3 97,2+2,5 96,0£2,9 99,7+4,2 94,8+2,5
Stabilitat* 20 °C
[%] 94,2+1,6 88,8%23 97,2+2,5 96,0£2,9 99,7+4,2 94,8+2,5
Stabilitat* 40 °C
[%] 89,3+x1,7 51,6%2,0 93,6+2,8 93,8+2,3 99,0+6,3 83,729
S2 (35/65)
Co[mg/g] 0,95+0,00 1,12+0,01 1,04+0,00 0,98+0,01 0,89+0,01 4,98+0,04
Stabilitat 5 °C[%] 86,8t8,3 87,8%2,6 93,8+7,4 96,5+ 8,8 99,8+11,6 92,7+7,5
Stabilitat20°C[%] 85,8+3,9 88,9%6,9 91,2+3,6 97,7+3,0 94,2+7,1 91,5+4,9
Stabilitat 40 °C[%] 90,950 57,4+1,8 91,5+5,0 91,9+4,8 99,6+10,7 85,2+5,2
S3 (45/65)
Co[mg/g] 0,92+0,01 1,07+x0,01 1,06+0,01 1,01+x0,02 0,96+0,01 5,03+0,06
Stabilitat 5°C[%] 98,9+2,9 91,9+1,5 95,918,2 97,1+5,8 99,2+10,2 96,5%5,7
Stabilitat 20 °C [%] 98,3+6,2 90,6%3,5 94,3+100 97,6+10,8 98,0t4,9 95,6+7,1
Stabilitat 40 °C [%] 101,3+1,7 56,2%0,9 93,2+7,4 93,3+7,2 98,8+6,7 87,9+4,7
T1(25/75)
Co[mg/g] 0,90+0,02 0,79+0,01 0,90+0,01 0,81+0,03 0,86+0,02 4,28+0,08
Stabilitat 5 °C [%] 96,2%£2,2 98,7+2,2 96,2+1,2 102,7t4,1 94,0£2,8 97,4+2,4
Stabilitat20°C[%] 91,7+3,9 90,8%3,2 94,1+3,6 98,7+7,4 93,5+4,6 93,7+4,5
Stabilitat 40 °C [%] 96,2+3,0 77,2%7,9 86,9+156 99,7+17,3 93,2+129 90,8+11,2
T2 (35/65)
Co[mg/g] 0,83+0,01 0,75+0,01 0,90+0,01 0,80+0,02 0,83+0,01 4,10+0,05
Stabilitat 5 °C[%] 98,7+1,4 100,5+1,6 99,9+0,8 100,4t2,1 94,5+0,7 98,8+1,3
Stabilitat20°C[%] 97,2+1,4 99,1+1,6 100,0x0,8 97,8+2,0 95,7+0,7 98,0+1,3
Stabilitat 40 °C[%] 96,154 69,9+1,8 95,7+13,6 98,4+13,5 100,0x13,5 92,4+9,7
T3 (45/55)
Co[mg/g] 0,83+0,01 0,78+x0,02 0,93+0,03 0,84+0,01 0,87+0,00 4,25+0,08
Stabilitat 5 °C[%] 93,7t4,3 97,2+6,8 92,6+3,4 99,7+1,8 84,4+2,2 93,4+3,5
Stabilitat 20 °C [%] 88,4+9,7 96,9+12,5 93,7+6,7 97,6+5,8 85,4+7,7 92,3+8,3
Stabilitat 40 °C [%] 82,7+9,4 57,9%3,7 91,8+8,0 78,8+7,3 73,4£6,5 77,5t7,0

*Mittelwerte £SD,n=3
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Tabelle A.3. Lagerstabilitdt einzelner Polyphenolen in den Emulsionen mit Gesamtpolyphenolgehalt C3 = 0,89 + 0,06 %
nach der 4-monatigen Lagerung bei 5, 20 und 40 °C

Emulsion (O/W-

Verhiltnis) PCA Catechin Rutin Resveratrol Quercetin Gesamt

S1(25/75)
Co*[mg/g] 1,86+0,01 2,18+ 0,01 1,39+ 0,01 1,58+ 0,01 1,75+ 0,03 8,76+0,07
Stabilitat* 5 °C [%] 100,6+ 0,8 94,9+ 1,6 98,7+ 15 99,6+ 1,0 99,0+ 4,2 984+ 1,8

Stabilitat* 20 °C
[%] 100,6+ 0,8 94,9+ 1,6 98,7+ 15 99,6+ 1,0 99,0+ 4,2 984+ 1,8
Stabilitat* 40 °C

[%] 102,2+ 1,1 61,9+ 1,7 978x 13 994+ 1,3101,8+ 53 909% 21

S2 (35/65)
Co[mg/g] 1,87+0,01 2,04+ 0,02 198+ 0,02 1,86+ 0,02 1,73+ 0,03 9,48+0,09
Stabilitat5°C[%] 99,9+ 6,1 885+ 26 99,5+ 4,4 99,7+ 56 99,7+ 10,9 97,3+ 57
Stabilitat20°C[%] 98,9+ 4,9 93,3+ 3,8 984 4,0 98,0+ 4,8 99,7+ 49 975+ 45
Stabilitat 40 °C [%] 101,6+ 4,6 59,0+ 2,0 99,8+ 55 100,7+ 5,4100,6+ 7,4 91,7+ 49

S3 (45/65)
Co[mg/g] 1,96+0,03 2,11+ 0,03 2,04+ 0,04 1,93+ 0,04 1,84+ 0,05 9,89+0,19
Stabilitat5°C[%] 98,2+ 1,7 82,8+ 2,2 972+ 29 98,4+ 46 999+ 4,7 951+ 31
Stabilitat20°C[%] 97,3 3,9 91,0+ 1,8 985+ 34 986+ 26 974+ 6,0 965+ 3,4
Stabilitat 40°C[%] 98,6+ 1,7 56,6+ 1,8 946+ 43 955+ 54 996+ 76 884% 39

T1(25/75)
Co[mg/g] 1,83+0,00 1,58+ 0,03 1,85+ 0,05 1,69+ 0,01 1,65+ 0,01 8,59+0,09
Stabilitat 5 °C [%] 100,4+ 13,2 94,2+ 10,5 97,8+ 10,9 1004+ 12,3 100,3+ 10,7 98,7+115
Stabilitat 20 °C[%] 98,2+ 4,4 90,0+ 8,2 94,6+ 87 101,0+ 8,7 936+ 63 956% 7,2
Stabilitat40°C[%] 85,8+ 1,3 79,0+ 18 874+ 30 876+ 15 967+ 15 873+ 1,8

T2 (35/65)
Co[mg/g] 1,70+0,11 1,47+ 0,10 1,75+ 0,12 1,59+ 0,10 1,69+ 0,14 8,20+0,57
Stabilitat5°C[%] 99,4+ 6,6 99,1+ 6,8 989+ 6,7 99,4+ 6,3 99,1+ 8,1 99,2+ 69
Stabilitat 20 °C[%] 99,2+ 6,5 100,2+ 6,9 99,7+ 6,8 98,7+ 6,2 994+ 81 994% 6,9
Stabilitat 40 °C[%] 98,3+ 7,0 90,3+ 8,3 99,5+ 10,8 98,1+ 9,7 96,3+ 10,2 96,7+ 9,1

T3 (45/55)
Co[mg/g] 1,74+0,09 1,57+ 0,09 1,82+ 0,13 1,64+ 0,08 1,70+ 0,09 8,48+0,49
Stabilitat5°C[%] 87,8+ 4,7 100,7+ 7,2 88,4+ 7,2 924+ 6,6 854 6,0 90,7+ 6,3
Stabilitat20°C[%] 95,7+ 5,1 96,8+ 5,8 97,2+ 7,2103,7+ 5,5 91,2+ 52 969+ 5,8
Stabilitat 40 °C[%] 97,3+ 6,7 73,2+ 5,71038+x 99 998+ 8,3 91,7+ 6,0 93,6 7,3

*Mittelwerte £SD,n=3
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A3. Muster Einverstindniserklirung fiir Humanuntersuchung

Untersuchung: Evaluierung der Anti-Aging Wirksamkeit Polyphenol-haltiger kosmeti-
scher Produkte
Zeitraum: 16. Januar 2013 - 22, Marz 2013
Ich erklare:

1. Die Zielsetzung des Versuchs, die Einzelheiten seiner Durchfihrung und die mir zuge-
dachte Rolle als Proband wurden mir detailliert erlautert und von mir verstanden.

2. Den Beiblatt ,Probandeninformation” habe ich erhalten und zur Kenntnis genommen.

3. Ich wurde eingehend Uber alle Risiken belehrt, die fir mich durch die Teilnahme an den
experimentellen Untersuchungen auftreten konnen, wie beispielsweise eine allergische
Kontaktdermatitis, die mit Hilfe eines Epikutantestes (Patchtest) zu Beginn der Studie
verifiziert wird.

4. Ich bin belehrt worden, dass ich jederzeit den Abbruch meiner Teilnahme an der Studie
verlangen kann.

5. Der beschriebene Versuch endet erst mit der entsprechenden formellen Erklarung des
Studienleiters.

6. Mir ist bekannt und ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie
personenbezogene Daten liber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden sol-
len. Die erhobene Daten dirfen anonymisiert statistisch ausgewertet und veréffentlicht
werden.

7. Informationen, die mir im Rahmen des Versuchs zuganglich geworden sind, halte ich
geheim und gebe diese nicht an Dritte weiter, sofern dies nicht zur Wahrung meiner
schutzwirdigen Interessen notwendig ist.

8. Die Fraunhofer-Gesellschaft darf die produzierten Bilder ohne jede zeitliche, ortliche
und inhaltliche Einschrankung publizistisch verwenden.

9. Ich erkldare abschlieBend, dass ich freiwillig an der genannten Studie teilnehme und
dass mein Einverstandnis fiir den gesamten Studienzeitraum giiltig ist.

Name:

Ort, Datum:

Unterschrift:
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A4. Beiblatt ,Probandeninformation“

Probandennummer

Im Rahmen dieser Studie wird die Auswirkung einer kosmetischen Emulsion, die Resveratrol ent-
halt, auf die biophysikalischen Hautparameter getestet, wie Hautelastizitat, Feuchtigkeit, Rauheit.

Zu Beginn der Studie wird ein Patch-Test auf die allergische Kontaktdermatitis durchgefiihrt. Hier-
zu wird das Produkt auf den Unterarm appliziert, mit einem Pflaster zugeklebt und fiir 24 h auf der
Haut belassen. Im Falle einer allergischen Reaktion kbnnen Sie an der Studie leider nicht teilnehmen.

Am ersten Tag der Studie werden die Ausgangswerte lhrer biophysikalischen Hautparameter er-
mittelt. Daher bitten wir Sie, am Tag der Messung keine Hautpflegeprodukte und kein Make-up zu
verwenden.

Sie bekommen 2 Cremedosen. Bitte benutzen Sie diese Cremes innerhalb von acht Wochen unter
Beachtung folgender Punkte:

- Auftragen jeden Tag morgens und abends auf den linken bzw. rechten Unterarm und die
Stirn. Dabei wird eine Creme stets links, und die andere stets rechts aufgetragen:

Probe Nr. links; Probe Nr. rechts.

- Auftragsmenge: ca. 0,1 g (ca. 1 mm) fir den Unterarm, halbe Menge fiir die Stirn, die Creme so
lange einreiben, bis sie eingezogen ist.

- Ubliche Hautreinigungsprodukte verwenden; die Testcremes erst ca. 10 min nach der Reinigung
(Duschen) applizieren.

- Keine anderen Hautpflegeprodukte an den getesteten Arealen verwenden.
- Cremes am besten im Kihlschrank lagern.

Jede Woche erfolgt eine erneute Evaluierung Ihrer Hautparameter. Bitte an den Messungstagen
kein Make-up auftragen und die Testcremes spatestens 2 h vor der Messung applizieren.

Falls wahrend der Anwendung die Hautirritationen auftreten sollten, geben Sie bitte der Studien-
leiterin umgehend Bescheid.

Falls Sie wahrend der Studie krank werden, eine medizinische (z.B. eine OP) oder kosmetische
(wie z.B. Tatoovierung, Tiefenpeeleng) Behandlung bekommen, oder neue Medikamente einnehmen
mussen, informieren Sie bitte die Studienleiterin.

lhre personlichen Messtermine: Wochentag:

1. 0.Tag:

2 Nach 2 Woche
3. Nach 4 Wochen
4 Nach 8 Wochen
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A5. Verlauf der Rauheitsparameters im Laufe der Studie
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Abb. A.3. Flichenrauheit von Unterarmen vor (Tag 0), wiahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme. Sq,
quadratischer Rauwert, 95 % Konfidenzinderval. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Plac, Placebo. *Signifikante Unter-
schiede zu dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Ver-
gleich mittels Tukey-Tests, a = 0,05, N = 15
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Abb. A.4. Sternrauheit von Unterarmen vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme. Rq,
quadratischer Rauwert, 95 % Konfidenzinderval. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Plac, Placebo. *Signifikante Unter-
schiede zu dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Ver-
gleich mittels Tukey-Tests, a = 0,05, N = 15
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Abb. A.5. Flachenrauheit der Stirn vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme. Sq, quadrati-
scher Rauwert, 95 % Konfidenzinderval. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Plac, Placebo. *Signifikante Unterschiede zu
dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Vergleich mittels
Tukey-Tests, a = 0,05, N =12
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Abb. A.6. Sternrauheit der Stirn vor (Tag 0), wiahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme. Ra, arithmeti-
scher Rauwert, 95 % Konfidenzinderval. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Plac, Placebo. *Signifikante Unterschiede zu
dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Vergleich mittels
Tukey-Tests, a = 0,05, N =12
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Abb. A.7. Sternrauheit der Stirn vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der Creme. Rq, quadrati-
scher Rauwert, 95 % Konfidenzinderval. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Plac, Placebo. *Signifikante Unterschiede zu
dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Vergleich mittels
Tukey-Tests, a = 0,05, N =12
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Abb. A.8. Mittlere Tiefe der groBten gemessenen Falte vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation der
Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Plac, Placebo. * Signifikante Unter-
schiede zu dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Ver-
gleich mittels Tukey-Tests, a = 0,05; N = 12
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Abb. A.9. Maximale Tiefe der gr6Bten gemessenen Falte vor (Tag 0), wahrend (2, 4 Wochen) und nach der Applikation
der Creme (8 Wochen), 95% Konfidenzintervall. Rsv, Resveratrol-haltige Formulierung, Plac, Placebo. * Signifikante Unter-
schiede zu dem Tag 0, # Signifikante Unterschiede zwischen den Formulierungen, zweifaktorielle ANOVA, paarweiser Ver-
gleich mittels Tukey-Tests, a = 0,05; N = 12
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