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Kurzfassung

Realisierung eines tragbaren dOFM Systems fur
klinische pharmakologische Studien

Die dermale offene Mikroperfusion (dOFM) ist eine minimal invasive Methode fiir phar-
makokinetische (PK) und pharmakodynamische (PD) Arzneimittelstudien in der Haut.
Ziel dieser Arbeit ist (i) die Entwicklung von Zubehér und Prozeduren ausgehend von den
CE-zertifizierten dOFM Kathetern, Schlauchsets und Pumpen und (ii) die Evaluierung in
einer klinischen PK/PD Studie mit besonderem Augenmerk auf Standardisierung und
Reproduzierbarkeit.

Das entwickelte Zubehor unterstitzt jeden Schritt von der Applikation der Katheter bis
zur Befestigung des Systems am Probanden. So leistet eine Markierungsschablone
beim Applizieren der dOFM Katheter und der topischen Arzneimittel wertvolle Hilfe. Eine
Hautstabilisierung minimiert Bewegungsartefakte, und eine neue Probensammelein-
heit kann wesentlich kompakter ausgefihrt werden. Zur Standardisierung tragt auch
wesentlich die Etablierung der Kathetertiefenmessung mittels eines hochfrequenten
Ultraschallsystems bei. In der abschlieBenden klinischen Evaluierungsstudie wurde
eine reproduzierbare Applikation und stabiles Sampling tber 26 Stunden erreicht. Es
gelang die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der Studienmedikation Clobetasol-
17-Propionat-Creme in der Haut zu untersuchen.

Das entwickelte dOFM System mit Zubehér und den StandardisierungsmafBnahmen
bildet eine zuverlassige Grundlage fir kinftige klinische PK/PD Studien.

Schlisselwérter: Dermale offene Mikroperfusion, Haut, Clobetasol-17-Propionat, Phar-
makokinetik, Pharmakodynamik



Abstract

Realization of a wearable dOFM system for clinical
pharmacological studies

Dermal open flow microperfusion (dOFM) is a minimally invasive method for pharma-
cokinetic (PK) and pharmacodynamic (PD) drug trials in the skin. The aim of this work
is (i) the development of missing accessories based on the CE-certified dOFM probe,
tubing set and pump and (ii) their evaluation in a clinical PK/PD study with particular
attention to standardization and reproducibility.

The developed accessories support every step from the application of the probe to the
attachment of the system to the subject. A marking template supports the application
the dOFM probe and the topical product, a skin stabilization avoids motion artifacts
and the new sampling unit is minimized in size. The establishment of the probe depth
measurement using a high-frequency ultrasound system contributes significantly to the
standardization. In the final clinical evaluation study a reproducible application and
stable sampling over 26 hours was achieved. Pharmacokinetics and pharmacodynamics
of study medication clobetasol-17-propionate cream were successfully investigated in
the skin.

The dOFM system, now with accessories and standardization tools, forms a reliable
basis for future clinical PK/PD studies.

Keywords: dermal open flow microperfusion, skin, clobetasol-17-propionate, pharma-
cokinetics, pharmacodynamics
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1 Einleitung

1.1 Haut

Die Korperoberflache eines Menschen ist zu 100 % mit Haut bedeckt. Dies sind bei
einem durchschnittlichen Menschen 1,7 m? und 10 % des gesamten Kérpergewichtes.
Die primare Aufgabe der Haut ist die Barrierefunktion zwischen dem Kérper und der
Umwelt. Als Barriere schitzt sie vor dem Eindringen von UV-Strahlen, Chemikalien,
Mikroorganismen und vielem mehr. Sie verhindert das Austrocknen des Kérpers, den
Verlust von Nahrstoffen, ist an der Regulierung der Kérpertemperatur und des Blutdrucks
beteiligt, und ist nicht zuletzt eines der wichtigsten Sinnesorgane. [1]

Der Aufbau der Haut basiert auf einem Schichtmodell (siehe Abbildung 1.1). Eine grobe
Gliederung erfolgt von Au3en nach Innen mit Epidermis, Dermis und Subcutis. Insbeson-
dere die Epidermis lasst sich in weitere sich wiederum stark unterscheidende Schichten
aufteilen. Die duBBerste Schicht bildet das Stratum corneum mit seinen abgestorbenen
Korneozyten. Diese Schicht von fettigen, platten Hornschuppen bildet den priméaren
Schutzschild gegen die Umwelt. Der darunterliegende Teil der Epidermis (Stratum granu-
losum, Stratum spinosum, Stratum basale) werden im Gegensatz hierzu oft als ,viable®,
also lebensfahige, Epidermis bezeichnet. Unterhalb des Stratum basale, in dem die
Zellteilungen der Hautregeneration stattfinden, bildet die Basalmembran die Grenze zur
darunterliegenden Dermis. Deren oberste Schicht bildet das Stratum papillare, welches
die vielen feinen Blutgefaf3e zur Nahrstoffversorgung der Haut beinhaltet. Darunter liegt
das Stratum retikulare, Bindegewebe reichhaltig an Kollagenfasern, welches flie3end in
das Fettgewebe der Subcutis lbergeht. [2]
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Abbildung 1.1: Aufbau der menschlichen Haut mit Hautanhangsgebilden
(Quelle: de.wikipedia.org/wiki/Dermis 15.06.2013)

1.2 Hautpermeation

Far einen Wirkstoff gibt es drei verschiedene Wege in und durch die Haut, wobei der
Transport jeweils passiv via Diffusion erfolgt (siehe Abbildung 1.2). (a) Der transzellulare
Weg durch die Korneozyten. (b) Der interzellulare Weg in den Lipiden zwischen den
Korneozyten des Stratum corneums. (c) Der ,Umgehungsweg” Gber die Schweil3driisen,
Talgdrisen und Haarfolikel. Davon ausgehend, dass die meisten der heute topisch
verwendeten Wirkstoffe hydrophob sind, ist der interzellulare Weg fur diese als der
Wahrscheinlichste anzunehmen. [3] [4]

Es fehlt derzeit noch ein allgemein gtiltiges Modell zur Voraussage der Permeations-
eigenschaften unterschiedlicher Wirkstoffe, Erfahrungswerte liegen jedoch vor. Einen
ersten Anhaltspunkt bietet die GréBe des Wirkstoffes. Alle bekannten Wirkstoffe sind
kleiner als 500 Da (MW < 500 Da) [5]. Der Grund hierfir ist wohl, dass kleinere Molekdle
schneller diffundieren als gréBere. Einen weiteren Anhaltspunkt bietet der Partitionsko-
effizient (Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient) als MaBstab fir die Lipophilitat. Muss
ein Wirkstoff lipophil sein, um das Stratum corneum zu Uberwinden, so darf er fir die
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Abbildung 1.2: Diffusionswege durch die Haut
(Quelle: Valenzuela et al. 2012)

feuchteren darunter liegenden Schichten nicht zu hydrophob sein. Erfahrungswerte
zeigen, dass ein Wert zwischen eins und drei ideal ist (log Ky = 1-3). Weiters ist die
Léslichkeit eines Wirkstoffes in den Hautlipiden ein wichtiger Faktor. Die Léslichkeit wird
hierbei durch den Schmelzpunkt bestimmt. Bekannt gut permeierende Wirkstoffe wie
z.B. Nikotin (-79 °C) haben relativ niedrige Schmelzpunkte. [4]

1.3 dOFM Technik

Die dermale Offene Mikroperfusion (dOFM) bietet nun die Mdglichkeit die Konzentration
eines Wirkstoffes in der Dermis zu messen. Die dOFM Technik ist eine Eigenentwick-
lung des Institutes ,Health* der Joanneum Research Forschungsgesellschaft mbH aus
Graz. Liegen die Urspriinge der OFM noch vor der Grindung des Institutes und in
einem anderen Zielgewebe (subkutanes Fettgewebe) [6], so blieb das Funktionsprinzip
des membranfreien Samplings erhalten. Diese ersten OFM Katheter waren noch von
konzentrischer Bauform. Mit dem Schwenk auf die Dermis als Zielgewebe wurde auf
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Abbildung 1.3: dOFM Schema mit Push-Pull-Prinzip

eine lineare Bauform gewechselt. Mit dieser konnten erste erfolgreiche dermatologische
PK/PD Studien umgesetzt werden [7]. Nach dem erfolgreichen Proof of Concept folgten
einige Schritte der Professionalisierung, indem in einem mehrjahrigen Projekt unter
groBBen Aufwand sowohl ein linearer dOFM Katheter als auch die benétigten Pumpen
als CE-zertifizierte Medizinprodukte umgesetzt wurden [8].

Das Prinzip der kontinuierlichen Perfusion und der stabilen Probengewinnung mit der
dermalen offenen Mikroperfusion (siehe Abbildung 1.3) beruht auf dem Push-Pull-Prinzip.
Auf der linken Seite, der Zugflussseite des dOFM Katheters, wird das Perfusat hinein-
gepumpt (Push). Auf der rechten Seite, der Abflussseite, wird das Perfusat Gber eine
Luftsaule herausgesaugt (Pull). Dieses angesaugte, in einem Probengefal3 gesammel-
te Perfusat, stellt die Probe flr die spatere Analytik dar. Der dOFM Katheter an sich
ist in seinem Austauschbereich véllig offen (membranfrei) und ermdglicht somit den
ungehinderten Stoffaustausch sowohl per Diffusion als auch Konvektion. [9]
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1.4 Zielsetzung

In dieser Masterarbeit sollte ausgehend von dem zertifizierten dOFM Katheter und
der zertifizierten Pumpe ein vollstandig tragbares System fur klinische PK/PD Studien
entwickelt und evaluiert werden.

Die Entwicklung des Systems beinhaltete im Detail
 Die Entwicklung der zusatzlich benétigten Hilfsmittel
» Die Entwicklung von standardisierten Anwendungsprozeduren
* Die Durchfihrung einer klinischen PK/PD Evaluierungsstudie

Die Evaluierung des Systems beinhaltete im Detail
» Die Wirksamkeit der MaBnahmen
+ Die Eignung der Materialien
» Die Anwendbarkeit
» Die Reproduzierbarkeit der Anwendung
 Die Zuverlassigkeit Uber die Zeit
Die Anwendungsreife der dOFM Methode fir klinische PK/PD Studien



2 Materialien & Methoden

2.1 Zertifiziertes dOFM Material

2.1.1 dOFM Katheter

Abbildung 2.1: Detailfoto des dOFM Katheters mit dem Edelstahlgeflecht.
Links mit Polyimid Gberzogen, rechts die offene Austauschflache.

Der CE-zertifizierte JOFM Katheter (DEA15001, Joanneum Research, Graz, Osterreich)
ist das zentrale Element der dOFM Technik (siehe Abbildung 2.1). Das Grundgerust
des Katheters bildet ein Geflecht aus Edelstahl, dhnlich dem einer GefaBstitze (Stent).
Die sogenannte Austauschflache bildet ein auf einer L&nge von 15 mm unbeschichteter
Abschnitt. Beim restlichen Katheter, der Zufluss- und Abflussseite, ist das Geflecht
mit Polyimid Gberzogen, und bildet somit einen Polyimidschlauch mit Edelstahleinlage.
Die Innenseite dieser Polyimidschlauche weist eine zusatzliche PTFE Beschichtung
auf. An der AuBenseite sind vor und nach der Austauschflache weil3e Positionsmarken
angebracht. Die Gebrauchsanweisung mit allen Abmessungen findet sich im Appendix
ab Seite 64.

2.1.2 dOFM Pumpe

Die tragbare dOFM Pumpe (MPP101, Joanneum Research, Graz, Osterreich) erlaubt
den parallelen Betrieb von bis zu drei dOFM Kathetern im Push-Pull Betrieb. Die
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Peristaltikpumpe ist von kompakter Bauform mit den Abmessungen 120 x 100 x 32 mm.
Die beiden Pumpkdpfe (siehe Abbildung 2.2) flr jeweils drei Kanale sind getrennt vonein-
ander steuerbar. Flussraten von 0,1 Hmin bis 10 HY/min in beide Richtungen, also Pumpen
oder Saugen, sind mdglich. In der typischen dOFM Konfiguration flr drei Katheter wird
mit den drei Kanalen von Pumpkopf P1 mit einer Flussrate von 1 kmin Perfusat gepumpt
(Push), und mit den drei Kandlen von Pumpkopf P2 mit einer Flussrate von 1 H/min Luft

angesaugt (Pull).

Abbildung 2.2: Detailfoto der dOFM Pumpe

2.1.3 dOFM Perfusatbeutel, Wastebeutel und Schlauchset

Das dOFM Schlauchset (SCS001, Joanneum Research, Graz, Osterreich) mit Perfusat-
beutel (PEB001, Joanneum Research, Graz, Osterreich) und Wastebeutel (WAB0O1,
Joanneum Research, Graz, (")sterreich) als sterile Wegwerfprodukte komplettieren die
dOFM Technik. Die Gebrauchsanweisungen finden sich im Appendix ab Seite 66.
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2.2 Neu entwickeltes dOFM Zubehor und Prozeduren

Neben dem zertifizierten dOFM Material werden fir ein funktionierendes Gesamtsystem
weitere Materialien benétigt. Im Laufe der ersten Anwendung des dOFM Systems wurde
dieses zuséatzliche dOFM Zubehdr Schritt flr Schritt entwickelt. Dieses Zubehor tragt
kein CE-Zeichen, unterliegt jedoch dem QM-System des Institutes. Weiters wurden
standardisierte Prozeduren zu deren Anwendung erarbeitet und in Form von SOPs
festgehalten.

2.2.1 Markierungsschablone zur Applikation

Die Position der dOFM Katheter relativ zueinander sowie relativ zur topischen Appli-
kationsflache muss vor dem Setzen festgelegt werden. Dies geschieht durch das Mar-
kieren der Ein- und Ausstichstellen. Die Setzlange, also der Abstand zwischen Ein-
und Ausstichstelle, betrédgt min. 30 mm. Jeweils drei dOFM Katheter werden parallel
zueinander in einem Abstand von 10 mm positioniert. Auch das spéatere Applikationsfeld
von 35 x 22 mm muss bereits definiert und eingezeichnet werden. Das Markieren erfolgt
auf der bereits desinfizierten Haut mittels sterilen Hautmarkers (Skin marker, Codman,
Raynham, MA, USA). Dies mittels des dem Hautmarker beigepackten sterilen Lineal zu
bewerkstelligen, stellte sich als viel zu aufwendig und zu wenig reproduzierbar dar.

Anforderungen an eine optimierte Markierungsmethode
* Aseptisches Handling
 Zeitersparnis gegenulber der Linealmethode
» Reproduzierbare Ergebnisse
* Auch bei gekrimmter Hautoberflache anwendbar
Erlaubt definierten Versatz bei wiederholter Applikation

Entwicklung

Es wurde eine Markierungsschablone entwickelt (siehe Abbildung 2.3), welche das
Lineal ersetzt. Diese kann direkt auf die Haut aufgesetzt werden, wobei die Ein- und
Ausstichstellen und das Applikationsfeld nur mehr mit dem Hautmarker nachgezeichnet
werden mussen. Als Material wurde eine Polypropylen Kunststofffolie in einer Starke
von 0,4 mm gewahlt. Diese Materialstarke stellt einen Kompromiss zwischen der nétigen
Stabilitat einer Markierungsschablone und der nétigen Flexibilitat bei gekrimmter Hauto-
berflache an den Extremitaten dar. Die Kunststofffolie I&asst sich leicht mittels Schere und
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Abbildung 2.3: Konstruktionszeichnung der Markierungsschablone (Maf3e in mm)

Abbildung 2.4: Markierungsschablone in Steribags
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Skalpell entsprechend der Konstruktionszeichnung fertigen. Fir die Markierungspunkte
der Ein- und Ausstichstellen wird eine Lochzange verwendet.

Die Sterilisation der Markierungsschablone wird mittels Autoklavieren durchgefiihrt. Die
frisch zugeschnittenen Markierungsschablonen werden hierzu mit einem Oberflachen-
desinfektionsmittel (Incidin Liquid, Ecolab, Dlusseldorf, Deutschland) gereinigt und in
einer reinen Umgebung doppelt in Steribags (Steri-Peel-Pack, Megro, Wesel, Deutsch-
land) verschweif3t (siehe Abbildung 2.4). Zum Autoklavieren wird das Standardprogramm
gewahlt. Dieses setzt das Material Gber eine Dauer von 20 min einer Temperatur von
121 °C aus. Tests zeigten, dass diese fir eine Kunststofffolie aus Polypropylen ho-
hen Temperaturen zu einer leichten Wellung flihren kénnen. Diese Wellung ist jedoch
derart gering, dass sie durch das Aufsetzen mit leichtem Druck auf die Haut wieder
flachgedrickt wird, und somit keine Beeintrachtigung der Positionsreproduzierbarkeit
darstellt.

Erste Erfahrungen

Die ersten Anwendungen der sterilen Markierungsschablone zeigten eine Zeitersparnis
von mehreren Minuten, bei wesentlich reproduzierbareren Ergebnissen. Die Herstellung
ist auch in gréBerer Stuckzahl einfach und mit geringen Materialkosten méglich. Fir den
Arzt ist die Anwendung schnell und intuitiv.

2.2.2 Aufklebbarer Ring zur Hautstabilisierung

Der flexible dOFM Katheter bietet keine Stabilitat in LaAngsrichtung. Bei Dehnung der Haut,
respektive der Ein- und Ausstichstellen gegeneinander, kommt es zu einer Streckung
oder Stauchung des Drahtgeflechts der Austauschflache. Diese mechanische Belastung
im Gewebe ist zu vermeiden, da eine Reizung des Gewebes vermindert werden soll, weil
dies zu Bewegungsartefakten in Zytokin-Profilen fuhrt. Zur Minimierung dieser Effekte
wird auch bei der Mikrodialyse in der Haut vereinzelt eine nicht nédher beschriebene
Stabilisierung eingesetzt [10].

Anforderungen an eine Hautstabilisierung
* Minimierung der Bewegung der Haut um den Katheter
Hautfreundliche Materialien
Flexibel fur Extremitaten
Einfach anzubringen und auch wieder zu entfernen
» Ankopplung der Kapillarhalterung

10
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Entwicklung

Es wurde eine aufklebbare Hautstabilisierung entwickelt (siehe Abbildungen 2.5 und 2.6).
Eine Ringscheibe stellt in Sachen Stabilitat die ideale Lésung dar. Als Material findet die
bereits bei der Markierungsschablone verwendete Kunststofffolie Verwendung. Diese
Kunststofffolie bietet genligend Stabilitat, passt sich dank ihrer Biegsamkeit jedoch auch
gut einer gekrimmten Hautoberflache an. Befestigt wird die Ringscheibe mittels des
selbstklebenden, atmungsaktiven Folienverbandes IV3000 1-Hand (Smith & Nephew
Medical Limited, Hull, England).

Fertigung
Material: Kunststofffolie, IV3000, Cyanoacrylat, Steribag
Werkzeug: Schere, Zirkel, Geodreieck, Stift
» Anzeichnen und Ausschneiden der Ringscheibe (ID: 6,5mm, OD: 9,5 mm)
* Anzeichnen und Ausschneiden des Ringes (OD: 6,0 mm) aus zwei V3000
» Zusammensetzen
— Obere Schutzfolie vom ersten 1V3000 abziehen
— Ringscheibe mit etwas Cyanoacrylat mittig auf dieser festkleben
— Untere Schutzfolie vom zweiten V3000 abziehen und auf die erste mit Ring-
scheibe kleben
* In Steribag einschwei3en und beschriften

Erste Erfahrungen

Der Versuch in Abbildung 2.7 demonstriert die Wirkung der Hautstabilisierung an ei-
nem Unterarm. Trotz maximaler Rotation im Unterarm, welche durch die Position des
Markierungsmarkers ersichtlich ist, kommt es innerhalb der Hautstabilisierung zu kei-
ner Verzerrung des eingezeichneten Rechtecks. Erste Erfahrungen zeigten, dass die
grof3e Klebeflache des V3000 sehr gut haftet, sich jedoch auch nach Versuchsen-
de ohne Hautirritationen zu verursachen abziehen lasst. Die Hautstabilisierung bietet
auBBerdem eine optimale Befestigungsmdglichkeit fur die im folgenden beschriebene
Kapillarhalterung.
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(a) entspannte Armhaltung

(b) verdrehte Armhaltung

\

i3
|
1

(c) verdreht Armhaltung mit Hautstabilisierung

Abbildung 2.7: Demonstration der Funktion der Hautstabilisierung mit einem recht-
winkligen Overlay. In (a) die Ausgangssituation, in (b) die Verzerrung
der Applikationsflache zu einem Parallelogramm und in (c) keine
Verzerrung innerhalb der Hautstabilisierung.
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2.2.3 Kompakte Kapillarhalterung mit Befestigung

Abbildung 2.8: Prototyp Kapillarhalterung mit Haltelasche am Unterarm

Die auf Englisch als ,sampling unit* bezeichnete Kapillarhalterung ermdglicht die Ver-
wendung von Glaskapillaren als ProbensammelgeféBe. Verwendung finden End-to-End
Kapillaren aus Borosilikatglas in einer Lange von 30 mm. Diese sind unter dem Marken-
namen Minicaps (Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt, Deutschland)
mit einem Volumen von 20, 30, 40, 50 uL erhaltlich. GroBvolumigere Glaskapillaren in
der Lange von 30 mm sind leider nicht im Handel erhaltlich. Fir ein Samplingintervall
von 60 min (ergibt mit 1 #Ymin ein Samplevolumen von 60 pL) werden jedoch 70 uL Glas-
kapillaren benétigt. Diese 70 uL Glaskapillaren werden als Auftragsfertigung von der
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Firma Hilgenberg GmbH aus Malsfeld in Deutschland hergestellt.

Glaskapillaren ermdglichen eine elegante, direkte Umsetzung des Push-Pull Prinzips.
Am einen Ende ragt der Katheter direkt durch eine Dichtung in die Glaskapillare, am
anderen Ende der Schlauch des Pull-Zweiges. Die Probe gelangt somit direkt aus
dem Katheter in die Kapillare. AuBer dem PTFE an der Katheterinnenseite und dem
Borosilikatglas der Kapillare kommt es noch zu Kontakt der Probenfllissigkeit mit weiteren
Oberflachen, dem Edelstahlgeflecht an der Katheterschnittkante, dem Polyimid an der
KatheterauBBenseite und dem Santoprene der Dichtung. Adsorption des Analyten ist
auch an diesen, wenn auch im Verhaltnis kleinen Oberflachen, mdglich. Daher empfiehlt
es sich, in in vitro Adsorptionstests die gesamte Kombination aus Katheter und Kapillaren
zu untersuchen.

Abbildung 2.8 zeigt einen ersten Prototypen solch einer Kapillarhalterung, welcher als
Ausgangspunkt weiterer Entwicklungen diente. Im gezeigten in vivo Versuch stellte
besonders die Gré3e der Kapillarhalterung eine Herausforderung dar. Die Befestigung
an der Extremitat war nicht direkt méglich. Es musste eine gro3e Haltelasche aus
Kunststoff am Arm befestigt werden, auf welcher dann mittels Doppelklebeband die
Kapillarhalterung befestigt wurde.

Um das Setup anwenderfreundlicher und auch patientenfreundlicher zu gestalten, wur-
den die Anforderungen an eine optimierte Kapillarhalterung aufgelistet.

Vorgaben zur Optimierung der Kapillarhalterung

» Festlegung auf drei zueinander parallele Katheter und somit Verzicht auf die
modulare Aufbauweise

+ Kleinere Bauform, sodass eine Befestigung direkt am Kérper méglich wird und auf
abstehende Haltelaschen verzichtet werden kann

« Verringerung des Abstandes der Kapillaren zueinander auf 10 mm, sodass eine
parallele Weiterfihrung nach den Ausstichstellen gegeben ist

» Verringerung der Bauhdhe, sodass Katheter nach der Ausstichstelle in flachem
Winkel weitergefiihrt werden kénnen

« Abnehmbarer Schutzdeckel, sodass Kapillaren beim Wechselvorgang besser
zuganglich sind

« Ausfuhrung in weiBem Kunststoff, da Kapillarfillstdnde dank besseren Kontrasts
leichter erkennbar sind
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Neuentwickelte Kapillarhalterung

Dem externen Entwickler war es anhand der konkreten Verbesserungsvorschlage még-
lich in kurzer Zeit eine in den wesentlichen Punkten gednderte Variante vorzulegen.
Es wurden dabei alle oben genannten Optimierungen umgesetzt. Abbildung 2.9 zeigt
diese in wei3em Kunststoff gefertigte verbesserte Variante. Als Material kommt PX 212
(ein 2K-Polyurethan GieBharz fir Vakuumguss) zur Verwendung. Es wird eine sehr
kompakte Bauform von 56 x 29 mm (ohne Laschen) erreicht. Der separate transparente
Deckel kann bei Bedarf aufgesteckt werden.

Abbildung 2.9: Neuentwickelte Kapillarhalterung

Unterhalb der Kapillaren wird eine Skala zum Bestimmen der Kapillarfillstdnde ange-
bracht. Diese werden mit einem Label-Drucker (GX430t, Zebra, IL, USA) hergestellt.
Die Kunststoffetiketten sind I6sungsmittelresistent und werden somit bei Reinigung der
Kapillarhalterung auf keinem Fall in der Ablesbarkeit eingeschréankt. Es kommen absolu-
te Skalen in Millimeter oder auch relative in Prozent in Anwendung. Abgebildet ist die
Variante fur 70 uL Glaskapillaren bei einem Soll-Sammelvolumen von 60 pL, welches
hier der 100 % Markierung entspricht.

Die Befestigung dieser kompakten Kapillarhalterung am Kérper ist, wie Abbildung 2.10
zeigt, ohne grof3e Haltelaschen mdéglich. Theoretisch kann an der Unterseite Doppelkle-
beband (Montageband Indoor, Tesa, Amsterdam, Niederlande) angebracht werden, und
direkt auf die mit Klebevlies (Fixomull stretch, BSN medical GmbH, Hamburg, Deutsch-
land) bedecktie Haut geklebt werden. An den Extremitaten ist die Oberflache meist
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Abbildung 2.10: Neuentwickelte Kapillarhalterung mit Befestigung am Unterarm

jedoch zu stark gewoélbt, um ein stabiles Aufliegen der gesamten Flache zu ermdglichen.
Als Lésung wird ein Rechteck aus stabiler Kunststofffolie am Kérper mittels Klebevlies
befestigt, auf welche dann die Kapillarhalterung geklebt wird.

Fertigung einer Befestigung
Material: Kapillarhalterung, Kunststofffolie, Klebevlies, Doppelklebeband
Werkzeug: Schere, Geodreieck, Stift
» Anzeichnen und Ausschneiden eines Rechtecks von 30 x 70 mm aus Kunststofffolie
» Rechteck beidseitig mit Klebevlies bekleben
+ Klebevlies von 50 x 100 mm im rechten Winkel auf das Kunststofffolien-Rechteck
Uberstehend kleben
 Kapillarhalterung mittels Doppelklebebandes aufkleben
* In Steribag einschweilBen und beschriften

Erste Erfahrungen

In ersten Versuchen zeigte sich, dass der Wechsel der Glaskapillaren mittels Pinzette
effizient moéglich ist, wenn die freie Hand die Kapillarhalterung zusétzlich stabilisiert. Die
gewahlte Befestigung erwies sich als ausreichend flexibel fir unterschiedlichste Positio-
nierungen, wobei bei sehr abstehenden Varianten Tupfer zur Abstitzung untergelegt
wurden. Als kritisch erwies sich die Dichtheit des Systems, welche nur bei einwandfrei
gearbeiteten Kapillarenden gegeben ist.
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2.2.4 Kathetersetzvarianten

Das Setzen des dOFM Katheters ist Dank der angebrachten Setznadel ohne weitere
Hilfsmittel méglich. Der Arzt greift den Katheter direkt aus der sterilen Verpackung
mittels Nadelhalter am Setznadelende. Nachdem der Katheter durch die Haut gefuhrt
worden ist, wird die Setznadel mittels Schere vom Katheter abgeschnitten. Diese Variante
wird auch im Detail in der Kathetergebrauchsanweisung (siehe Appendix ab Seite 64)
beschrieben.

Abbildung 2.11: Kathetersetzvariante direkt und mittels Kanule

Aus der Mikrodialyse, welche eine zur dOFM verwandte Technik darstellt, ist eine weitere
Variante des Setzens eines Katheters bekannt [11]. Hierbei wird eine Standardhohlnadel,
in der Medizin als ,Kanule“ bezeichnet, verwendet. Die Kanlle wird zum Setzen entweder
mit den Fingern am Luer gehalten, oder wiederum in einen Nadelhalter eingespannt.
Nach dem Setzen wird der Katheter auf der Seite der Kanulenspitze eingefadelt und
durch die Kantle gezogen. Ist der Katheter richtig positioniert, wird die Kanule entfernt.

Fur diese Aufgabe wird eine diinne Kanlile, sodass das Setztrauma mdglichst gering aus-
fallt, benotigt. Das problemlose Einféadeln des Katheters muss gerade noch mdglich sein.
Leider wird von keinem bekannten Kanllenhersteller der jeweilige Innendurchmesser
angegeben oder garantiert. Auf Grund des Abstandes zwischen Ein- und Ausstichstel-
le von 30 mm ist auch eine grof3e Lange erforderlich. Es werden unterschiedlichste
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Kanulenmuster besorgt und das Durchfadeln praxisnahe unter Zuhilfenahme von Ein-
malpinzetten erprobt. Letztendlich werden Kanilen mit einem AuBendurchmesser von
0,7mm in der Lange 50 mm (Neoject, Dispomed, Gelnhausen, Deutschland) ange-
schafft, welche gerade noch ein Einfadeln ohne an den dicksten Katheter Stellen, den
Positionsmarken, zu scheuern erlauben.

Erste Erfahrungen

Abbildung 2.11 zeigt beide Varianten. Es sind zwei Kanllen gesetzt, wobei die jeweiligen
Katheter noch nicht eingefadelt worden sind. Ein dritter Katheter wird gerade direkt
mittels Setznadel gesetzt. Erste in vivo Versuche zeigten, dass in gesunder Haut beide
Varianten praktikabel sind. In ausgepragten psoriatischen Lasionen wurde die diinne
Setznadel jedoch des Ofteren verbogen, und es wird nur mehr die Variante mit der
Kanlle eingesetzt.

2.2.5 Kathetervorbereitung mit Knickschutzschlauch

Abbildung 2.12: Katheter beim Aufbringen des Knickschutzschlauches

An der Zuflussseite wird der dOFM Katheter mittels eines totraumoptimierten Luer-Locks
mit dem Schlauchset verbunden. Der standardisierte Anschluss bietet den Vorteil, an den
Katheter alternativ auch Infusionsleitungen, Dreiwegeh&hne und dergleichen ankoppeln
zu kénnen. Nachteilig ist jedoch die GréBe und das daraus resultierende recht hohe
Gewicht von 1,5¢g. In Versuchen knickt der Katheter haufig kurz nach dem Luer-Lock,

19



Materialien & Methoden

wobei Undichtigkeiten entstehen. Es wird nach einer Lésung gesucht, das Knicken des
dOFM Katheters zu vermeiden.

Anforderungen an den Katheterknickschutz
« Steriles Handling muss gewahrleistet sein
+ Keine direkte Modifikation des zertifizierten Katheters
« Lésung am Bett nach Offnen der sterilen Katheterverpackung schnell umsetzbar
* Flexibilitdt des Katheters muss weiterhin gegeben sein

Lésungsansatz Knickschutzschlauch

Ein Uber die Zuflussseite des Katheters geflhrter Schlauch kann diesen aussteifen, und
so das Knicken verhindern (Abbildung 2.12). Dessen Innendurchmesser muss etwas gro-
Ber als der Au3endurchmesser des Katheters sein. Das Material muss gleitfahig genug
sein, um den Katheter ohne Gefahr des Knickens einzufadeln. Der Knickschutzschlauch
muss steril sein, da er Gber die zwingenderweise sterile Zuflussseite des Katheters
aufgebracht werden muss. Insulinpumpen Infusionssets (ACCU-CHECK RAPID-D LINK,
Roche Insulin Delivery Systems Inc., Fishers, IN, USA) werden in einer Lange von 60,
90 und 110cm einzeln steril verpackt angeboten. Diese sind knickbestandig und im
Inneren dank PTFE Beschichtung gleitfahig.

Abbildung 2.13: Kathetervorbereitung auf steriler Unterlage
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Kathetervorbereitung steril (siehe Abbildung 2.13)
Material: OP Handschuhe, OP Tuch, dOFM Katheter, Infusionsset, Hautkleber
Werkzeug: Schere, Lineal, Stift

» OP Handschuhe anziehen

» OP Tuch ausbreiten

» Material und Werkzeug mit Hilfe eines nichtsterilen Beidienstes auspacken
Schlauch des Infusionssets auf 70 mm ablangen
Luer mit Kappe von Katheterzuflussseite abschrauben, Schlauch auffadeln, Luer
wieder befestigen
Schlauch fest an den Luer schieben, mittels Hautkleber fixieren
» Bei Setzvariante mit Kanulle Setznadel abtrennen
Position des Fuhrungsdrahtes prifen, sodass er an beiden Katheterenden Uber-
steht

Erste Erfahrungen

Der Aufwand des sterilen Handlings ist nicht zu unterschatzen, dennoch war inklusive
dem Auspacken das Vorbereiten von 24 Kathetern fir zwei Probanden innerhalb von
30 min moglich. Es traten in den in vivo Versuchen auch keine Knicke des Katheters in
dem durch den Schlauch geschitzten Bereich auf.

2.2.6 Pumpeninbetriebnahme mit Testaufbau

Die Inbetriebnahme der Pumpe wird im Detail in der Gebrauchsanweisung beschrieben.
Abbildung 2.14 zeigt den Testaufbau fiir den Pull-Zweig. Uber eine Kapillarhalterung
wird hierbei blau geféarbtes Wasser angesaugt.

Schritte der Inbetriebnahme
Material: Pumpe, Batterien, Schlauchset, Perfusatbeutel, Wastebeutel, Perfusat, 10 mL
Spritze, graue Kanule
Werkzeug: Testhalterung
 Batterien einlegen und Pumpe einschalten.
 Studienspezifische Parameter wie Flussrate einstellen
« Dichtungen auf Schlauchset aufbringen
Schlauchset mit Wastebeutel und Perfusatbeutel verbinden
Perfusatbeutel mit 10 mL mittels Spritze und Kantle befullen
Schlauchset in die Pumpkdpfe einlegen und die Beutel seitlich verstauen
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» Pumpe mit Flussrate von 10 HYmin starten
+ Kontrollieren, ob sich die drei Zweige des Push Schlauches gleichmaBig flllen
 Pull-Zweig in Testaufbau einlegen, kontrollieren ob Glaskapillaren sich fillen

Abbildung 2.14: Testaufbau fur den Pull-Zweig

Erste Erfahrungen

Sind die benétigten Materialien am Arbeitsplatz griffbereit, so ist eine zligige Pumpen-
inbetriebnahme maoglich. Mit dem Testaufbau kann nicht nur die Funktion des Push,
sondern auch des Pull-Zweiges gezeigt werden. Die unterschiedliche Qualitat der ver-
wendeten Batterien stellte jedoch ein Problem dar, ist doch der Stromverbrauch bei der
Inbetriebnahme besonders hoch. So waren teils mehrere Batteriewechsel nétig, was zu
erheblichen Verzégerungen im Ablauf fihrte.

2.2.7 Katheterinbetriebnahme am Probanden

Abbildung 2.15 beschreibt Schritt flr Schritt die Inbetriebnahme des dOFM Katheters
an einem Probanden. Nach dem Zusammensetzen wird der Katheter unmittelbar mit
einer hohen Flussrate von 10 H/min flr 5 min gespult. Dies gewahrleistet das schnelle
Ausspllen der Blutkoagel der Einblutungen des Setzvorganges und vermindert so die
Verstopfungsgefahr. Danach werden neue Glaskapillaren eingelegt, und es wird auf die
wesentlich niedrigere Standartflussrate zurlickgeschaltet.
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(f) Fihrungsdraht entfernen

(9) Kapillare einlegen (h) Spllung der Katheter
Abbildung 2.15: Katheterinbetriebnahme am Probanden
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Erste Erfahrungen

Am Bett erschwerte die oft unglnstige Position, genauer die dadurch erzwungene
unbequeme Arbeitshaltung, die Katheterinbetriebnahme. So muss inklusive der 5 min
fr das Spulen mit einer Dauer von 20 min fir die Prozedur gerechnet werden.

2.2.8 Sampling mit Dokumentation im SDF

Abbildung 2.16: Arbeitsutensilien zum Pipettieren

Als Sampling wird der eigentliche Vorgang des Sammelns der Probe bezeichnet. Die
Glaskapillare fullt sich Uber die Zeit langsam mit der Probenflissigkeit. Diese geflllten
Glaskapillaren missen nach einem fixen zeitlichen Schema entnommen, auf einer
eigens gefertigten Kapillarablage aufgelegt, und die enthaltene Probenflissigkeit in PCR
Tubes abpipettiert werden. Abbildung 2.16 zeigt den flr diesen Vorgang vorbereiteten
Arbeitsplatz mit allen benétigten Materialien.

Die genaue Dokumentation im Source Data Form (SDF) spielt in einer Klinischen Studie
eine essenzielle Rolle. Im SDF mussen alle flr eine spatere Auswertung nétigen Daten
des Studientages aufgezeichnet werden. Beim Sampling wird der jeweilige Zeitpunkt des
Kapillarwechsels und der jeweilige Flllstand der Glaskapillare in Prozent aufgezeichnet.
In Kommentarzeilen missen besondere Vorkommnisse eingetragen werden, wobei bei
jedem Eintrag aufgrund der Nachvollziehbarkeit das Namenskirzel anzugeben ist. Eine
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SDF Beispielseite ist im Appendix auf Seite 72 eingefugt.

Schritte beim Sampling
Material: Glaskapillaren, PCR Tubes
Werkzeug: Pinzette, Kapillarablage, PCR Rack, Micropipetter
* Am Bett
— Fllstdnde der Glaskapillaren ablesen und ins SDF eintragen
— Alle drei Glaskapillaren mit Pinzette entnehmen und auf der Kapillarablage
an vorgesehener Position ablegen
— Drei neue Glaskapillaren einlegen
* Am Arbeitsplatz
— PCR Tubes in Rack an die beschriftete Position stellen und 6ffnen
— Probenflussigkeit mittels Micropippetter ins jeweilige PCR Tube ausblasen
— PCR Tubes schlieBen und Proben je nach Protokoll kiihlen oder gefrieren

Erste Erfahrungen

Die Ubersichtlich gestalteten SDF Seiten ermdglichten eine schnelle, nachvollziehbare
Dokumentation. Da die einzelnen Kapillaren nicht beschriftbar sind, war es nach dem
Entnehmen kritisch jede Probe in das tatsachlich dafir vorgesehene PCR Tube zu
transferieren.

2.2.9 Problemlésungsprozeduren und Materialien

In der Praxis treten trotz bestmdglicher Vorbereitung bei Versuchen immer Probleme
auf. Bei der dOFM sind die zwei gro3en Fehlerquellen Undichtigkeiten und Verstopfun-
gen. Bei Undichtigkeiten handelt es sich um technische Probleme, welche prinzipiell
vermieden oder geldst werden kénnen. Verstopfungen treten in der dOFM jedoch sys-
tembedingt auf, und standardisierte Prozeduren zu deren Behebung sind erforderlich.
Es wurde somit fir das Studienpersonal eine Checkliste erarbeitet, um aufgetretene
Fehler zu erkennen und folglich beheben zu kénnen.

CHECKLISTE - Ein Fehler im Sampling ist aufgetreten/wahrscheinlich
o Nach 15 min ist weniger als 5 uL in der Glaskapillare

Pumpe gibt Alarm/Keine Anzeige

Luftblase ist in der Kapillare

Katheter ist geknickt, mit oder ohne Austritt von Flissigkeit

Katheter ist in der Haut verrutscht

@)

O

O

@)
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o Flussigkeit tritt an einer Verbindung aus
o Eine fluidische Verbindung ist defekt/unterbrochen

CHECKLISTE - Bei zu wenig Volumen zu kontrollieren
Kapillarsitz

o Knick

Katheterabdichtung

Pumpenfunktion (Gerausch, Anzeige)
Fullungszustand der Push-Leitung

o

o

o

o

Zu ergreifende MaBnahmen
1. Kapillare neu einsetzen
2. Manual Pull (bis 5 L)
3. Entstopfung mittels Reinigungsdraht mit Manual Pull

Abbildung 2.17: Manual Pull Set

Manual Pull

Tritt eine typische Verstopfung im Abflusszweig des Katheters auf, so kann diese oft durch
Anlegen eines gréBeren Unterdrucks geldst werden. Diese Erh6hung des Unterdrucks
ist jedoch nur kurzfristig (flir einige Sekunden), und auch nur am jeweilig betroffenen
Katheter erwiinscht. Mittels Einkoppeln einer 1 mL Spritze in den Pull-Zweig ist das
Anlegen eines Unterdrucks unter manueller Kontrolle méglich. Abbildung 2.17 zeigt
solch ein anwendungsfertiges Manual Pull Set.
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Fertigung Manual Pull Set
Material: 1 mL Spritze, gelbe Kanule, Schlauch
Werkzeug: Schere, Skalpell, Feile
e Gelbe Kaniile auf Spritze aufstecken
e Schlauchstick (10 cm) mittels drehender Bewegung auf Kantlenspitze anbringen
e Gelbe Kanulle mittels Skalpells anritzen, abbrechen, Kanten rund feilen und in
Schlauch als Verbindungsstiick einbringen

Reinigungsdraht

Ist eine Verstopfung nicht auf anderem Wege zu beseitigen, so besteht die Méglichkeit
mittels eines Drahtes mechanisch zu reinigen. Der Fihrungsdraht des Katheters ist fur
diese Zwecke jedoch nicht geeignet. Einerseits weist er an den Enden scharfe Kanten
auf, wodurch er den dOFM im Inneren beschadigen aber auch an den freien Drahten
der Austauschflache hangen bleiben kénnte. Andererseits flllt er den Katheterinnen-
durchmesser véllig aus, der verstopfende Thrombus wird also vor ihm hergeschoben
anstatt beim Herausziehen mitgenommen zu werden. Diese Problematik wird umgan-
gen, indem ein Edelstahldraht (1.4310, Volgelsang Edelstahle, Hagen, Deutschland)
wesentlich kleineren Durchmessers (0,1 mm) doppelt, mit einer Schlaufe an der Spitze,
verwendet wird. Durch Autoklavieren wird, wie bereits in Abschnitt 2.2.1 beschrieben,
ein steriler Zustand erreicht. Abbildung 2.18 zeigt solch einen Reinigungsdraht in einer
Schutzhdille.

Abbildung 2.18: Detailfoto des Reinigungsdrahtes
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Fertigung Reinigungsdraht

Material: Edelstahldraht, Schlauch, Steribag

Werkzeug: Schere, Lineal, Skalpell, Pinzette

Edelstahldraht falten, und Schlaufe mit Pinzette zusammendriicken

Doppelten Edelstahldraht auf 25 cm ablangen

Schlauchstlick von 26 cm abschneiden, und Fenster von 2cm Lange kurz vor
Schlauchende ausschneiden

Edelstahldraht in Schlauch mit Schlaufe auf Seite des Fensters einfligen

In Steribag einschweifB3en, beschriften und autoklavieren

Erste Erfahrungen

Beim Einsatz des Manual Pull Sets erfolgt Gber den frei gleitenden Kolben der Spritze
unmittelbares Feedback Uber die Dichtheit des Systems. Bei Undichtheiten ist der
Kolben praktisch ohne Widerstand herauszuziehen, und verbleibt beim Loslassen in der
letzten Position. Der Reinigungsdraht, als letzte Rettungsméglichkeit eines verstopften
Katheters, lasst sich leicht einfihren. Unmittelbar nach der Anwendung war der Katheter
in jedem Falle wieder durchgéngig, jedoch traten Uber die Zeit vereinzelt wieder neue
Verstopfungen auf.

2.2.10 Kathetertiefenmessung mittels Ultraschallsystems

Wie in Abschnitt 2.2.4 detailliert beschrieben erfolgt das Setzen der dOFM Katheter mit
freier Hand. Lediglich das Durchscheinen des Katheters durch die Haut ermdglicht eine
rein subjektive Abschatzung der Kathetertiefe. Mittels Trainings ist das sichere Setzen
in die Dermis mdglich. Die Kathetertiefen schwanken jedoch trotzdem noch erheblich.
Speziell bei Fragestellungen zur Pharmakokinetik von topischen Arzneimitteln wird die
genaue Setztiefe der Austauschflache des Katheters bendtigt, beziehungsweise diese
sollte reproduzierbar sein.

Das in Abbildung 2.19 gezeigte 50 MHz Ultraschallsystem fir die Dermatologie (DUB
SkinScanner, Taberna pro medicum, Lineburg, Deutschland) erméglicht die genaue
Erfassung der Lage eines dOFM Katheters. Aufnahmen entlang der Setzachse des
Katheters zeigen den kompletten Verlauf in einem Bild. Diese Art der Abbildung ist
jedoch mit einigem Zeitaufwand verbunden, da es eine grof3e Herausforderung darstellt,
den Transducer genau Uber dem Katheter zu positionieren.
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Abbildung 2.19: Ultraschallsystem fur die Dermatologie
(Quelle: www.tpm-online.de 15.06.2013)

Ablauf Kathetertiefenmessung
Material: Ultraschallsystem
e Applikator normal zum dOFM Katheter zuflussseitig am Rand der Applikations-
flache positionieren und Sequenz aufzeichnen bis Katheter eindeutig identifiziert
werden kann
e Selbiges an der Abflussseite des Katheters wiederholen
e Aus den abgespeicherten Bildern die Kathetertiefe ermitteln, indem mittels Bild-
schirmlineal von der Hautoberflache bis Oberkante Katheter gemessen wird
e Mittelwert der beiden Messpunkte berechnen, dies ist die mittlere Setztiefe des
Katheters

Erste Erfahrungen
Fir zlgiges Messen mit dem Ultraschallsystem wurden zwei Personen benétigt. Eine
Person positionierte den Applikator, die Zweite konzentrierte sich auf den Bildschirm.

Die abgespeicherten Bilder im Nachhinein zu vermessen beschleunigte die Prozedur
am Patienten.
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2.3 Klinische Evaluierungsstudie

"A single center, open label, multiple dose exploratory study to evaluate the phar-
macokinetics and pharmacodynamics of topically administerd Clobetsaol-17 pro-
pionate in dermal interstitial fluid in psoriatic patients using Open Flow Microp-
erfusion”

Diese klinische Studie wird in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und
gemaf GCP (good clinical practice) fur einen Sponsor durchgefihrt.

2.3.1 Studienziele

Primére Ziele
e Untersuchung der dermalen Pharmakokinetik (PK) Profil von Clobetasol-17-Propio-
nat nach einer einzelnen (Tag 1) und vierzehn (Tag 14) tropischen Applikationen
(einmal taglich) in nicht |asionaler als auch lasionaler Haut von psoriatischen
Patienten
e Untersuchung der Pharmakodynamik (PD) von Clobetasol-17-Propionat, dem
Einfluss auf Konzentrationen der in der Haut ausgeschutteten Zytokine, nach einer
einzelnen (Tag 1) und vierzehn (Tag 14) topischen Applikationen (einmal taglich),
in I&sionaler als auch nicht I&sionaler Haut von psoriatischen Patienten

Sekundaére Ziele

e Vergleich der interstitiellen PK Profile von Clobetasol-17-Propionat in sowohl lasio-
naler als auch nicht Iasionaler Haut von psoriatischen Patienten nach einfacher
und mehrfacher Applikation

e Evaluierung der dermalen Zytokin-Profile in psoriatischen Patienten und deren
Korrelation mit PK Profilen von Clobetasol-17-Propionat nach einfacher und mehr-
facher Applikation

e Beurteilung der klinischen Verbesserung von mit Clobetasol-17-Propionat behan-
delten Lasionen gegenlber der mit Vehikel (Placebo-Creme) behandelten Lasionen
unter Verwendung des TSS Score nach vierzehn tropischen Applikationen (einmal
taglich).

e Vergleich der Proteinexpression im Stratum corneum Proben mit Clobetasol-17-
Propionat behandelten gegentber der mit Vehikel behandelten Lasionen und nicht
Lasionen (Proteomik)
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2.3.2 Probanden

Anzahl der Probanden

15 Probanden mit Psoriasis und mindestens zwei fur dOFM Katheter gut zugéanglichen
Psoriasis Plagues werden in die Studie eingeschlossen. 12 Probanden missen die
Studie abschlieBen. Die Studie besteht aus zwei Teilen. Eine Zwischenanalyse wird
nach 4 Subjects durchgefihrt (Teil 1), danach wird entschieden ob mit Teil 2 fortgesetzt
wird.

Einschlusskriterien
e Unterschriebene Einverstédndniserklarung
e Manner oder Frauen im Alter zwischen 18 und 50 Jahren
e Diagnose von stabiler Plaque Type Psoriasis mindestens 6 Monate vor dem
Screening
e Vorhandensein von fur die Katheter zuganglichen psoriatischen Lasionen

Ausschlusskriterien

Schwangerschaft oder Stillperiode oder geplante Schwangerschaft
Infektionskrankheiten (HIV, Hepatitis B,C)

Blutgerinnungsstérungen, welche zu Blutungen durch das Einstechen der dOFM
Katheter fihren kénnten, oder Einnahme von oralen Blutgerinnungshemmern
Nadelangst

Abbruchkriterien
e Jederzeit auf Wunsch des Probanden ohne Angabe von Griinden
e Bei fehlender Compliance, die eine Teilnahme an der Studie unmdglich macht
e Wenn nach Einschatzung des Prifers eine vorzeitige Beendigung der Teilnahme
indiziert ist (z.B. bei Auftreten von Nebenwirkungen)

2.3.3 Studienmedikation

CP17-Creme
1 g Creme enthélt 0,5 mg Clobetasol-17-Propionat.
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Vehikel
Die Placebo-Creme beinhaltet bis auf den Wirkstoff die selben Bestandteile wie die
CP17-Creme.

2.3.4 Studienablauf

Screening Visite (Visite 01)

Nach dem Unterschreiben der Einverstandniserklarung werden Daten wie Gewicht,
KérpergréBe und Blutdruck im Case Report Form (CRF) aufgezeichnet. Es wird Blut fur
einen Laborbefund abgenommen, bei Frauen zusatzlich ein Urin-Schwangerschaftstest
durchgefuhrt. Die Probanden werden angewiesen, jegliche Therapie an den fur die
dOFM ausgewahlten psoriatischen Plaques einzustellen.

Studien Visite mit dOFM (Visite 02)

Der Patient kommt am frihen Morgen ins Studienzentrum. Nach einer allgemeine
arztlichen Untersuchung begibt er sich in bequemer Kleidung ins Studienbett. Es werden
in zwei psoriatische Lasionen und zwei nicht I&sionalen Hautregionen jeweils drei dOFM
Katheter gesetzt (12 dOFM Katheter je Subject). Nach einer mindestens einstindigen
Run-In Phase (deren Samples verworfen werden), beginnt das regulare Sampling, wobei
flr zwei Stunden die sogenannten Baseline Samples gewonnen werden. Es wird auf eine
Lasion 115mg CP17-Creme aufgetragen, auf die andere 115 mg des Vehikels. Selbiges
geschieht bei den beiden nicht lasionalen Hautregionen. Es folgen weitere 24 Stunden
Sampling. AnschlieBend findet die Kathetertiefenmessung mittels Ultraschallsystem
statt, und die dJOFM Katheter kébnnen explantiert werden.

Studien Visiten zur topischen Applikation (Visite 03—13)
In den zwei Wochen zwischen Visite 02 und Visite 14 werden einmal taglich die jeweils
115 mg CP17-Creme und Vehikel aufgetragen.

Studien Visite mit dOFM (Visite 14)
Es wiederholt sich der Ablauf von Visite 02.

Follow-Up Visite (Visite 15)

Findet drei bis zehn Tage nach der letzten Studien Visite statt. Nach einer allgemeinen
arztlichen Untersuchung werden die fur die dOFM ausgewahlten psoriatischen Plaques
fotografiert und der Heilungsfortschritt im CRF dokumentiert. Die Follow-Up Visite bildet
zugleich den Studienabschluss.
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2.3.5 Analytik

Quantitative Bestimmung von Clobetasol-17-Propionat in dOFM Samples (PK)
Die quantitative Bestimmung von Clobetasol-17-Propionat wird mittels einer validierten
HPLC-MS/MS Methode, Lower limit of quantification (LLOQ) von 0,5 ngmL, durchgeftihrt.

Quantitative Bestimmung von Zytokinen in dOFM Samples (PD)

Ein kommerziell erhéaltliches Human Zytokin Multiplex ELISA-Assay (EMD Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) wird fiir die Quantifizierung von IFN-gamma, IL1B, IL6,
IL8, IL12, IL15, IL17, IP10, TNF-alpha und VEGF verwendet.

Proteomik
Proteinexpression in den mittels Tape Stripping gewonnenen Stratum corneum Proben
werden mit Hilfe von HTRF und ELISA analysiert.

2.3.6 Datenauswertung und Statistik

Der primére Fokus liegt auf den Pharmakokinetik Daten in Form der CP17 Konzentratio-
nen der einzelnen dOFM Proben. Erganzt werden diese durch Daten zum jeweiligen
Probenvolumen und den Kathetersetztiefen. Zuséatzlich liegen Pharmakodynamik Daten
als Konzentrationen von Zytokinen der einzelnen dOFM Proben vor.

Liniendiagramme dienen der Visualisierung von Konzentrationsverldufen Uber die Zeit.
Es kommen statistische Kenngré3en wie arithmetisches Mittel, Median, Standardab-
weichung und Variationskoeffizient zur Verwendung. Fir Pharmakokinetik Daten wird
weiters die Area under the curve (AUC) herangezogen. Die AUC als Flache unter der
Wirkstoffkonzentration-Zeit-Kurve dient als Maf3 fur die Bioverflgbarkeit eines Wirkstof-
fes angegeben in (Masse / Volumen) * Zeit. Der Beobachtungszeitraum, also jener
Zeitraum Uber den die Wirkstoffkonzentrationen aufsummiert werden, muss jeweils
angegeben werden. [12]

Die Auswertung der Daten erfolgt primar mittels Tabellenkalkulation (Excel 2010, Micro-
soft, Redmond, WA, USA), weiters steht ein auf Datenanalyse und Datenvisualisierung
spezialisiertes Softwarepaket (OriginPro 8.5.0 SR1, OriginLab Corporation, Northamp-
ton, MA, USA) zur Verfligung. Als Signifikanztest wird der Vorzeichen Rangtest nach
Wilcoxon eingesetzt [13].
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3 Ergebnisse

In Rahmen der klinischen Studie (Teil 1 und Teil 2) wurden insgesamt 288 dOFM Ka-
theter gesetzt. Diese Zahl ergibt sich wie folgt: 3 Katheter je Hautstelle x 4 Hautstellen
je Proband x 2 Visiten je Proband x 12 Probanden. Fir jeden dieser dOFM Katheter
stehen Daten zum Samplingvolumen (Abschnitt 3.1) und zu den Setztiefen (Abschnitt
3.2) zur Verfigung. Zur CP17 Pharmakokinetik (Abschnitt 3.3.1) und Zytokin Pharmako-
dynamik (siehe Abschnitt 3.3.2) beschranken sich die Daten in dieser Arbeit auf Teil 1
der Klinischen Studie, also die ersten vier Probanden.

3.1 Samplingstabilitat

Bei jedem stlndlichen Kapillarwechsel wurde, wie in Abschnitt 2.2.8 beschrieben, der
Kapillarfillstand ins SDF eingetragen. Diese in 25 %-Schritten aufgeldste visuelle Ab-
schatzung erlaubte am Bett eine schnelle Beurteilung der Samplingstabilitét. Fir detail-
liertere Analysen standen jedoch auch die Gewichte der Proben zur Verfligung. Es ist
jedoch von diesen keine stiindliche Auswertung mehr méglich, da aus Grinden der Ana-
lytik 1&ngere Intervalle (2 h Baseline gefolgt von sechs mal 4 h Sampling) mit gré3erem
Probenvolumen gebildet wurden. Zur Beurteilung bot es sich an, die mittleren Flussraten
dieser Intervalle in H4h anzugeben. Vom theoretischen Probenvolumen von 60 pL fehlen
in dieser Betrachtung jedoch gré3er gleich 1 uL durch die Dauer des Kapillarwechsels
und gréBer gleich 1 uL als Rest nach dem Abpipettieren in die Probengefa3e. Aufgrund
von Ubertragungsfehlern beim Wégen der Proben, welche dem Studienpersonal beim
Eintragen nicht auffielen und im Nachhinein nicht rekonstruiert werden konnten, mussten
28 Gewichtsangaben mit unplausiblen Werten ausgeschlossen werden.

Der Box-Whisker-Plot in Abbildung 3.1 zeigt die Flussratenstatistik aufgeschlusselt in

(a) lasionaler Haut und (b) nicht Iasionaler Haut tber 26 h. Die Minima, als Stern einge-
zeichnet, liegen im Baselineintervall jeweils bei 0 #/h und bleiben dort auch im weiteren
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Flussrate (uL/h)

Flussrate (uL/h)
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Zeit (h)

(a) Lasionale Hautstellen
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Abbildung 3.1: Zeitlicher Verlauf des Samplevolumens Gber 26 h.

Erweiterter Box-Whisker-Plot, in dem jeder Datenpunkt auf3erhalb
der Whiskas eingezeichnet ist. Min und Max sind als Stern markiert,
der Mittelwert als Quadrat.
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Verlauf. Somit waren von Beginn an einzelne dOFM Katheter komplett ausgefallen bzw.
verstopft. Die Maxima, auch als Stern eingezeichnet, liegen schwankend zwischen 60 Hth
und 70 M, somit Gber dem theoretischen Probenvolumen von 58 uL. Der Median, einge-
zeichnet als Trennstrich der Boxes, trifft eine direkte Aussage Uber das Probenvolumen,
welches von der Halfte der dOFM Katheter erreicht wird. Er liegt in der Baseline in der
l&sionalen Haut bei 53 #4/h fallt bis zum Intervall 16-20 h auf 45 H#4h und erholt sich im
letzten Intervall wieder leicht auf 48 k. In der nicht |&sionalen Haut fallt er von 55 b
kontinuierlich auf 48 u/h. Das Arithmetische Mittel, als Quadrat eingezeichnet, ist bei
diesen nicht normal verteilten Daten wenig aussagekraftig. Generell ist in keinem der
Kennwerte ein signifikanter Unterschied zwischen lasionaler und nicht I&sionaler Haut
zu erkennen.

Tabelle 3.1: Arithmetisches Mittel + Standardabweichung der Flussraten (in Ht) in
unterschiedlichen Lokalisationen

lasional nicht lasional
Arm | 44,5£13,6  47,0+15,0
Bein | 44,6+14,7 NA

Fur die dOFM Katheter in nicht I&sionalen Hautregionen wurden zwecks Vergleichbarkeit
prinzipiell leicht zugangliche Stellen an den Ober- und Unterarmen gewahlt. Da man bei
den lasionalen Hautstellen auf die vorhandenen Plaques der Probanden beschrankt
ist, wurde hier um die Méglichkeit, am Ober- und Unterschenkel zu platzieren, erweitert.
Tabelle 3.1 zeigt das Arithmetische Mittel der Flussraten (in H4h) Uber die gesamten 26 h
mit aufgeschlisselten Lokalisationen. Mit 44,5+13,6 */h am Arm und 44,6+14,7 H/h am
Bein ist kein Unterschied zu erkennen.

3.2 Kathetersetztiefen

Die Bestimmung der Kathetersetztiefe mittels des 50 MHz Ultraschallsystems (siehe
Abschnitt 2.2.10) war fr alle in der Studie gesetzten dOFM Katheter méglich. Abbildung
3.2 zeigt eine typische Aufnahme entlang der Setzachse. Die oberste Reflexionsschicht
bildet die Hautoberflache mit den Schuppen des Stratum Corneums. Die starke Wélbung
ergibt sich durch die offene Bauform des Schallkopfes bzw. durch den Anpressdruck
der Rander des Transducers, bei dem Wasser zur Kopplung verwendet wird. Die zweite
starkere Reflexionsschicht stellt schon die Oberseite des dOFM Katheters in der Dermis
dar, die dritte dessen Unterseite. Aufgrund des Schallschattens des dOFM Katheters sind
tiefere Hautregionen nicht zu erkennen. Der Katheter ist in reproduzierbarer Tiefe von
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Abbildung 3.2: Ultraschallaufnahme eines dOFM Katheters entlang der Setzachse

ca. 0,9 mm gesetzt. Eine Unterscheidung zwischen dem unbeschichteten Drahtgeflecht
der Austauschflache und den Zu- und Abflissen ist nicht méglich.
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Abbildung 3.3: Arithmetisches Mittel der Kathetersetztiefen in den vier Hautregio-
nen in Setzreihenfolge unterteilt in die Visiten (v02 und v14)

Samtliche Messungen der Kathetersetztiefen zeigt Abbildung 3.3. Die Daten wurden
nach den unterschiedlichen Hautregionen zusammengefasst und in Setzreihenfolge
angeordnet. Die dOFM Katheter der Hautstelle Iasional Vehikel in Visite 02 wurde als
erstes gesetzt und zeigen mit 1,13+0,24 mm die gréB3te mittlere Setztiefe. Als nachstes
wurde in der Hautstelle lasional CP17 in Visite 02 schon um 0,12 mm oberflachlicher
gesetzt. In nicht lasionalen Hautstellen wurden dann Tiefen von 0,99+0,20 mm bzw.
0,88+0,17 mm erreicht. Die Daten von Visite 14, also bei der zweiten dOFM Applikation
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zwei Wochen spater, sind mit 1,10+0,28 mm bis 0,77+0,17 mm vergleichbar.

3.3 Pharmakokinetische und Pharmakodynamische
Studienergebnisse

Die gezeigten Daten, Samplingstabilitat und Kathetersetztiefen, sind ,technischer” Natur.
Sie eignen sich zur Beurteilung der Leistung und Anwendbarkeit der JdOFM Materialien
aus Medizinproduktesicht. Von klinischer Bedeutung sind jedoch die gemessenen Kon-
zentrationen in den mittels dOFM gewonnenen Samples. In der konkreten klinischen
Arnzeimittelstudie war das einerseits die dermale Konzentration der Studienmedikation
CP17 und andererseits die Konzentration der in der Haut ausgeschutteten Zytokine.

3.3.1 CP17 Pharmakokinetik

Abbildung 3.4a zeigt beispielhaft den CP17-Konzentrationsverlauf der drei dOFM Ka-
theter in der nicht l&asionalen mittels CP17 behandelten Hautstelle eines Probanden.
In der Visite 02 wurde erstmals in der Studie CP17-Creme appliziert. Nach der ersten
Applikation zum Zeitpunkt 0 h ist CP17 zun&chst nicht quantifizierbar (ca. 0,2 "9mL und
somit unter dem LLOQ von 0,5"9mL). Ein Ansteigen der Konzentration ist erst nach 12h
(in den Samples von 12-16 h) zu messen. In den folgenden 12 h steigt die Konzentration
auf 0,90 ngmL bis 1,48 ngmL. Die drei parallel platzierten dOFM Katheter zeigen einen
nahezu identen Verlauf. Die entsprechenden Kathetersetztiefen lagen bei OFM 10:
0,83 mm, OFM 11: 0,62 mm, OFM 12: 0,72 mm.

Nach zwei Wochen taglicher CP17 Applikation wurden in Visite 14 wieder in der selben
Hautstelle gemessen. Die Daten in Abbildung 3.4b zeigen wie schon in Visite 02 eine
Basiskonzentration unter LLOQ, und auch unter der Nachweisgrenze. Nach der CP17-
Applikation zum Zeitpunkt 0 h ist in zwei der drei dOFM Kathetern ein sofortiger Anstieg
der Konzentration bis auf 2,75 "gmL bis 1,35 "9mL zu messen. Die Konzentrationen des
Katheters OFM 11 bleiben Uber die gesamte Versuchsdauer unter LLOQ, wobei das
letzte Sample (Intervall 20-24 h) aufgrund eines Katheterausfalles fehlt. Nach dem
Erreichen der jeweiligen Héchstkonzentration im Sample 4-8 h fallt die Konzentration
wieder auf 0,84 ngmc bis 0,57 "gmL. Die Kathetersetztiefen lagen bei OFM 11: 0,50 mm,
OFM 12: 0,69 mm, OFM 13: 0,66 mm.
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Abbildung 3.4: CP17 Konzentrationsverlauf von Subject 02 in nicht I&sionaler Haut
bei CP17 Applikation zum Zeitpunkt 0 h
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Abbildung 3.5: CP17 AUC Uber 24 h nach topischer CP17 Applikation

Die CP17 AUC Uber 24 h von vier Probanden wird in Abbildung 3.5 gezeigt. Zur Be-
rechnung wurde jeweils das Arithmetische Mittel der drei parallelen dOFM Katheter
herangezogen. Die gemessenen Konzentrationen in einem Subject in einer Visite sind
jeweils in lasionaler Haut niedriger als in der nicht Iasionalen Haut. In sechs von acht
Fallen ist ein Anstieg der Konzentration in der jeweiligen Hautstelle von Visite 02 auf
Visite 14 zu sehen. Es wird eine grof3e Inter-Subject-Variabilitat sichtbar.

Die katheterspezifische CP17 AUC relativ zur Kathetersetztiefe wird in Abbildung 3.6
dargestellt. Enthalten sind die Daten aller vier Probanden, von je drei dOFM Kathetern
in lasionaler als auch nicht lasionaler Haut, von Visite 02 und Vistite 14, wobei die CP17
AUC aufgrund von Katheterausféllen nur in 38 von 48 Fallen berechnet werden konnte.

Der Vergleich der CP17 AUC des oberflachlichsten Katheters mit der CP17 AUC des
tiefsten Katheters von den drei dOFM Kathetern in einer Hautstelle zeigt eine signifikante
Abnahme der CP17 AUC mit der Kathetersetztiefe (p=0,00037) mit dem einseitigen
Vorzeichenrangtest von Wilcoxon. Fur diese Analyse stehen 14 Wertepaare mit CP17
AUC Daten (von theoretisch 16) zur Verfigung, wobei in 13 Féllen der oberflachlichste
Katheter der Hautstelle eine gréBere CP17 AUC als der tiefste Katheter der Hautstelle
zeigt.
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Abbildung 3.6: Katheterspezifische CP17 AUC Uber 24 h relativ zur Kathetersetz-
tiefe

3.3.2 Pharmakodynamik

Die Zytokine IFN-gamma, IL1-beta, IL12(p40), IL15, IP10 und VEGF konnten mit der
gegebenen Analytik in den dOFM Proben grofteils nicht quantifiziert werden. Vereinzelt
konnten sie jedoch zumindest detektiert werden. IL6, IL8, IP10 und TNF-alpha waren
durchwegs quantifizierbar.

Deren Messwerte, als arithmetisches Mittel Gber alle vier Probanden mit Standardabwei-
chung, werden folglich in Zeitverlaufsdiagrammen dargestellt. Zur schnelleren visuellen
Beurteilbarkeit werden die Einzelpunkte durch glatte Kurven verbunden dargestellt, was
aus pharmakodynamischer Sicht jeder Grundlage entbehrt. Aussagen zu den Konzen-
trationsverlaufen sind bei n=4 lediglich als Indiz zu werten, und muissen im zweiten
Teil der Studie mit 8 weiteren Probanden erst bestatigt werden. Diese sehr limitierte
Datenlage macht auch jeden Signifikanztest hinfallig.
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Abbildung 3.7: Mittlerer IL6 Konzentrationsverlauf

Der IL6-Konzentrationsverlauf aus Abbildung 3.7 zeigt Uber den Versuchszeitraum
von 26 h in beiden Visiten idente fallende Tendenzen. In der Baseline wurden mittlere
Konzentrationen von ca. 100-250 pP9mL gemessen, welche im zeitlichen Verlauf auf ca.
10-50P9mL sinken. Es ist weder zwischen lasionalen und nicht |&sionalen Hautstellen
noch zwischen CP17- und Vehikel-Applikation ein Unterschied zu sehen.
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Abbildung 3.8: Mittlerer TNF-alpha Konzentrationsverlauf

Der TNF-alpha Konzentrationsverlauf aus Abbildung 3.8 zeigt in Visite 02 tGber den
Versuchszeitraum von 26 h einen leichten Anstieg in allen Hautstellen. In der Baseline
wurden mittlere Konzentrationen von ca. 0,5 P9mL gemessen, welche im zeitlichen Verlauf
auf ca. 2r9mL anstiegen. Es ist weder zwischen lasional und nicht I&sionalen Hautstellen
noch zwischen CP17- und Vehikel-Applikation in Visite 02 ein Unterschied zu sehen.
In Visite 14 ist in den CP17 behandelten Hautstellen (sowohl I&sional als auch nicht
l&sional) jedoch kein Konzentrationsanstieg mehr zu sehen, sondern eine Uber den
Versuchszeitraum konstante Konzentration von ca. 0,5 PdmL.
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Abbildung 3.9: Mittlerer IL8 Konzentrationsverlauf

Auch der IL8-Konzentrationsverlauf aus Abbildung 3.9 zeigt in Visite 02 tUber den Ver-
suchszeitraum von 26 h einen leichten Anstieg in allen Hautstellen. In der Baseline
wurden mittlere Konzentrationen von wenigen pdmL gemessen, welche im zeitlichen
Verlauf auf ca. 500-100 r9mL anstiegen. Es ist erneut weder zwischen lasionalen und
nicht Iasionalen Hautstellen noch zwischen CP17- und Vehikel-Applikation in Visite 02
ein Unterschied zu sehen. In Visite 14 ist in den CP17 behandelten Hautstellen (sowohl
l&sional als auch nicht I&sional) kein Konzentrationsanstieg mehr zu sehen, sondern
eine Uber den Versuchszeitraum konstante Konzentration von wenigen PymL.
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Abbildung 3.10: Mittlerer IP10 Konzentrationsverlauf

Der IP10-Konzentrationsverlauf aus Abbildung 3.7 zeigt in Visite 02 unterschiedliche
Baselinekonzentrationen flr I1&sionale und nicht I&sionale Hautstellen. Liegt die Konzen-
tration bei nicht Iasionaler Haut bei ca. 25r9mL, so liegt sie bei lasionaler Haut bei ca.
100 P9mL. Die Konzentrationen nahern sich tber den Versuchszeitraum zwar gegenseitig
an, bleiben in lasionaler Haut im Mittel jedoch héher. In Visite 14 ist der Wert der lasio-
nalen mit Vehikel behandelten Hautstelle wiederum héher. Der Wert der lasionalen mit
CP17 behandelten Hautstelle liegt jedoch niedriger, namlich im Bereich von der nicht

lasionalen Hautstelle.
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4 Diskussion

4.1 Neu entwickeltes dOFM Zubehor und Prozeduren

Bei der Entwicklung des dOFM Zubehdrs und der Prozeduren stand die routinemanige
Verwendbarkeit in Rahmen von PK/PD Studien im Vordergrund. Trotz diverser Tests
und Vorversuche erlaubt erst die wiederholte Anwendung und die Anwendung in un-
terschiedlichen Studiensituationen eine Bewertung der entwickelten Lésungen. Das
Hauptaugenmerk fiel hierbei auf die Anwendbarkeit im Sinne der der Praktikabilitat der
gefundenen Lésungen. Besonders kritisch war hierbei der Faktor Zeit, da der durch das
Studienprotokoll vorgegebene Zeitablauf bei der Applikation immer exakt einzuhalten ist.
Daneben war die Reproduzierbarkeit das entscheidende Qualitatskriterium fur den Erfolg
einer MaBnahme und somit der ganzen Studie. In der téglichen Anwendung wurden auch
Schwéchen ersichtlich, und so den Entwicklern das jeweilige Verbesserungspotential
vor Augen gefiihrt. So entstehen auch erste neue Ideen.

4.1.1 Markierungsschablone zur Applikation

Medizinisches Personal ist den Umgang mit sterilem Material, verschweif3t in soge-
nannten Steribags, gewohnt. Somit sind keine neuen Handgriffe zu erlernen. Die Po-
sitionierung fur die Katheterapplikation wird durch das ausgeschnittene Fenster des
Applikationsfeldes, fir das topische Testprodukt, erleichtert. So kann eine zentrale Lage
in einem psoriatischen Plague gewahrleistet werden. Es ist auch problemlos méglich
zum Nachzeichnen und zur Verstarkung von Markierungen mittels Hautmarker die Mar-
kierungsschablone nur mit einer Hand zu fixieren. Da beim Andrlcken der sehr flexiblen
Schablone kaum Druck auf die Haut ausgeubt wird, treten keine Stauchungen oder Stre-
ckungen auf. Dies ist besonders bei Applikationen an den Extremitaten wichtig. Das auf
der Haut markierte Applikationsfeld stimmt somit flichenméBig mit jenem der Schablone
Uberein. Vor allem stimmen auch die Flachen der einzelnen markierten Felder Gberein.
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Dies gewahrleistet eine gute Reproduzierbarkeit bei den aufzutragenden Dosen, welche
in Substanzmenge / cm? angegeben werden. Ein Nachteil entsteht bei der Verwendung
von normalen sterilen Hautmarkern, deren Spitzen recht breit sind und so zu einer
unnétig dicken Strichfihrung fihren. Es ist somit durch den Arzt unbedingt zu beachten,
dass das Applikationsfeld mit dem &uBBeren Rand der Strichkante endet, also die Mar-
kierung selbst noch zum Applikationsfeld gehért. Leider sind die Hautmarkierungen bei
Verwendung offizieller chirurgischer Hautmarker auch sehr leicht mittels Hautdesinfekti-
onsmittel zu entfernen oder zumindest zu verwischen. Wird Desinfektionsmittel erneut
verwendet, z.B. direkt vor Applikation der Katheter so ist die Applikationsflache nur
mehr schemenhaft zu erkennen, die Haut ist groB3flachig blaulich eingefarbt, was klini-
sche Beurteilungen des Hautzustandes beeintrachtigen kdnnte. Nachzeichnen ist daher
manchmal nétig und sinnvoll, wird aber durch die schon applizierten Katheter erschwert,
da ein flaches Auflegen der Schablone nicht mehr méglich ist. Ein alternativer ,quasi
permanenter‘ Hautmarker wirde hier eine wesentliche Verbesserung darstellen.

4.1.2 Aufklebbarer Ring zur Hautstabilisierung

Der Folienverband, auf dem die Hautstabilisierung basiert, findet taglich im medizini-
schen Umfeld als ,Duschpflaster Verwendung. Die Prozedur des Aufklebens bleibt trotz
des zusatzlichen Versteifungsringes ident und ist flr das medizinische Personal einfach
durchfuhrbar. Wurde die rasierte Haut zuvor mittels eines alkoholhaltigen Hautdesin-
fektionsmittels gereinigt und entfettet, so ist die Haftung auf der Haut Gber die gesamte
Versuchsdauer gegeben. Die Erfahrung mit starker behaarten Versuchsteilnehmern hat
jedoch gezeigt, dass das grundliche Rasieren der gesamten Auflageflache essentiell
ist, haftet der Verband doch auf behaarter Haut wesentlich schlechter. Die Rander
des Folienverbandes kénnen spater zum Niederkleben der dOFM Katheter als auch
zum Befestigen der Kapillarhalterung genutzt werden. Das Ziel der Stabilisierung der
Haut erflllt der Ring hervorragend. Als problematisch stellt sich das Platzieren zweier
Hautstabilisierungen eng nebeneinander heraus. Hierbei ist entweder ein Abstand von
mindestens 10 mm zu halten, sodass sich beide unabhangig voneinander bewegen kén-
nen, oder sie sind ordentlich Gberlappend zu verkleben. Sollte solch eine Konstellation
von zwei eng nebeneinander liegenden Hautstellen 6fter von Néten sein, so wére die
Entwicklung einer gré3eren, kombinierten doppelten Hautstabilisierung angebracht.
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4.1.3 Kompakte Kapillarhalterung mit Befestigung

Das Aufkleben der Befestigung mit der Kapillarhalterung ist der erste Schritt, der nicht
steril vom Personal durchgefihrt wird. Die Platzierung unter den Enden der bereits
gesetzten dOFM Katheter ist etwas herausfordernd, neigt die erste Katheterversion
bei zu starker Biegung doch zum Knicken. Letztendlich ist das Befestigen mit einer
Hand, wahrend die andere die Katheter hochhalt, méglich und auch praktikabel. Ist die
Halterung appliziert, halt das Klebevlies die Kapillarhalterung fest und zuverlassig. An
den Extremitaten ist die Positionierung jedoch oft so ungulnstig, dass nicht die ganze
Flache der Kapillarhalterung auf der Haut aufliegt bzw. nicht aufliegen kann. In diesem
Fall, die Kapillarhalterung steht also etwas ab, ist eine zusétzliche Abstutzung notwendig.
Hier hat sich das Unterlegen von Tupfern bewéahrt, dennoch stellt dieser zusatzliche
Arbeitsschritt eine Improvisation und eine zeitliche Verzégerung dar.

Das Entnehmen geflllter Glaskapillaren und das Einlegen neuer, leerer Glaskapillaren
ist mittels Pinzette effizient méglich. Vereinzelt brechen bei dieser Prozedur jedoch
Kapillaren. Geschieht dies beim Entnehmen, so hat es den Verlust der gesammelten
Probenflissigkeit zur Folge. Versuche zeigen, dass ein bewusstes ,Zerdrlicken® einer
Glaskapillare mit einer Pinzette an sich unmdglich ist. Es ist jedoch bekannt, dass Glas
durch Anritzen der Oberflache signifikant an Stabilitat verliert, was hierbei wohl durch
die Pinzette trotz abgerundeter Kanten immer wieder passiert. Der Einsatz unzerbrechli-
cher Kunststoffkapillaren ware eine Option. Kunststoffkapillaren sind eine recht neue
Entwicklung, vorangetrieben durch immer strenger werdende Arbeitnehmerschutzbe-
stimmungen. Fir manche Substanzen 16st die Verwendung von Kunststoffkapillaren
auch das Problem von Glasadsorption, also das Problem des Anhaftens an der Glaso-
berflache.

Die Dichtheit mit eingelegten Kapillaren, und somit die des jeweiligen Pull-Zweiges, ist
fr das Funktionieren der dOFM Technik essentiell. Es stellt sich im Betrieb heraus,
dass diese Dichtheit des Ofteren nicht gegeben ist, wobei dies erst indirekt durch
fehlendes Probenvolumen bemerkt wird. Als Ursache von Undichtigkeiten kristallisiert
sich einerseits die Qualitat der Kapillarenden selbst heraus. Diese kénnen sowohl
schon in der Produktion unsauber brechen, unregelméagig feuerrandpoliert werden, aber
auch beim Transport ausgeschlagen werden. Andererseits reicht ein Staubkorn oder
Fussel auf den Dichtungen, um Undichtigkeit zu verursachen. Die lockere Lagerung der
Dichtungen erlaubt zwar eine Anpassung an Kapillaren mit schragen Enden, sie kdnnen
sich jedoch auch beim Einlegen verkanten. So sind prinzipiell Verbesserungen im Detalil
maoglich, eine garantiert dichte Lésung ist mit diesem Ansatz jedoch kaum umsetzbar.
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4.1.4 Kathetersetzvarianten

Aufgrund der nétigen Vergleichbarkeit wurden in der Studie samtliche dOFM Katheter mit
der Hohlnadelvariante gesetzt. Fir den Mediziner stellt das Setzen der Hohlnadel mittels
Nadelhalter jedoch einen nicht zu unterschatzenden Kraftaufwand dar. Hierbei spielen
besonders die ungunstigen Hebelverhaltnisse durch den Nadelhalter eine Rolle. Die
groBe bendtigte Kraft schrankt das Gefuhl ein, welches bendtigt wird um eine méglichst
konstante Tiefe von 0,8 mm zu erreichen. Die intuitive Variante die Hohlnadel direkt
mit den Fingern am Luer zu greifen wére eine Alternative. Durch das Aufstecken einer
Spritze wirde sich ein noch sichererer Griff mit genauerer Fihrung ergeben.

4.1.5 Kathetervorbereitung mit Knickschutzschlauch

Das sterile Anbringen eines Knickschutzschlauches an jedem dOFM Katheter stellt
einen ursprunglich nicht eingeplanten Arbeitsschritt dar. Dennoch rettete die Idee, einen
Schlauch als Knickschutz Gberzustreifen, die Durchfiihrung der Studie mittels der Erst-
version der dOFM Katheter. Es traten keine knickbedingten Undichtigkeiten oder Ver-
stopfungen im geschutzten Push-Zweig des dOFM Katheters auf. Prinzipiell sollte der
dOFM Katheter jedoch erst direkt beim Setzen aus seinem Steribag entnommen werden,
also keinerlei Handgriffe zur Vorbereitung bendtigten. Fortschritte in der Produktions-
technologie erméglichen jetzt hier eine Verbesserung. So werden in Zukunft dOFM
Katheter aus neuem Kunststoff gefertigt werden, einem wesentlich elastischeren und
somit knickunempfindlicheren Material als Polyimid.

4.1.6 Pumpeninbetriebnahme mit Testaufbau

Kritisch im Zusammenhang mit der Pumpeninbetriebnahme ist die Anforderung eines
sterilen Push-Zweiges. Somit durfen Schlauchset und Perfusatbeutel erst unmittelbar
vor Versuchsbeginn aus den Steribags entnommen, verbunden und beflillt werden. Nach
dem Einlegen und Starten der Pumpe kann das Fullen des Push-Zweiges direkt beob-
achtet werden. Fir den Pull-Zweig wurde extra ein Testaufbau zum Funktionalitatstest
hinzugefugt. Da im Verlauf der Studie bei keinem einzigen Pull-Zweig Probleme wie ein
verstopfter Kanal oder falsche Pumprichtung auftraten, kann in Zukunft auf diesen Test
verzichtet werden.
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4.1.7 Katheterinbetriebnahme am Probanden

Die von den dOFM Technikern durchgefuhrte Katheterinbetriebnahme am Probanden
konnte in der Reihenfolge der einzelnen Schritte standardisiert werden. Die Schritte
selbst erfordern jedoch noch einiges Geschick und Erfahrung im Umgang mit den
knickempfindlichen dOFM Kathetern. Es konnte ein Standard erreicht werden, der den
sicheren Betrieb Uber die Versuchsdauer von 26 h bei mobilen Versuchspersonen er-
maoglicht. Der aktuell in Entwicklung befindliche knickunempfindlichere Katheter bedeutet
einen groBen Schritt in Richtung mehr Anwenderfreundlichkeit und Robustheit.

4.1.8 Sampling mit Dokumentation im SDF

Beim Sampling stellte das Kapillarwechseln die gréBte Herausforderung dar. Dies wurde
bereits im Rahmen der Kapillarhalterung im Detail diskutiert. Als mégliche Fehlerquelle
muss weiters auch der notwendige Zwischenschritt der Ablage der gefillten entnomme-
nen Kapillaren auf der Kapillarablage gesehen werden. Die Ablage wurde so konzipiert,
dass Kapillaren beim Tragen durch den Raum gegen das Verrutschen gesichert sind. Die
einzelnen Positionen zur Ablage der Kapillaren wurden grof3 nummeriert angeschrieben,
dennoch besteht stets Verwechslungsgefahr. Lediglich das zuverlassige Ablegen an
der jeweils richtigen Position garantiert weiterhin die richtige Zuordnung. Leider ist eine
Beschriftung oder Markierung jeder einzelnen Kapillare nicht praktikabel, wobei selbst
dann noch Zuordnungsfehler auftreten kdnnten.

Der Dokumentationsaufwand im SDF ist im Studienalltag nicht zu unterschéatzen, stellt
doch jeder Eintragungsvorgang im SDF eine Unterbrechung im Arbeitsablauf dar. So
war es beim Setzen und Inbetriebnahmen der Katheter notwendig, einen eigenen Mitar-
beiter vorwiegend flr Eintragungen der jeweiligen Zeitpunkte ins SDF abzustellen. Das
Sampling war jedoch vom jeweils hantierenden Mitarbeiter selbst zu dokumentieren.
Die hierzu relevanten SDF Seiten waren besonders Ubersichtlich gestaltet, und lagen
an einem Klemmbrett griffbereit vor Ort. Die Fllstdnde der 12 Kapillaren je Proband
konnte mittels Skala visuell schnell erfasst und mittels Ankreuzen ins SDF eingetragen
werden. Fur die Dokumentation weiterer das Sampling betreffende Vorgéange, wie z.B.
Manual Pull Set Eingriffe, war das freie Kommentarfeld vorgesehen. Dieses sollte in
Zukunft definitiv gré3er gestaltet werden, verleitet doch Platzmangel dazu auf vielleicht
wesentliche Kommentare zu verzichten. Eine Ergdnzung um Vordrucke fur Uhrzeit und
betroffenen dOFM Katheter kénnte zusétzlich fiir mehr Ubersichtlichkeit sorgen, ist jedes
Kommentar ohne diese essentiellen Informationen doch wertlos.
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4.1.9 Problemlésungsprozeduren und Materialien

Fur verstopfte und teilweise verstopfte dOFM Katheter erwies sich das Manual Pull Set
als hilfreich. Insbesonders nur teilweise verlegte dOFM Katheter konnten durch das
Anlegen eines groBBen Unterdrucks wieder frei gespult werden. Fir den Anwender ist Gber
den Widerstand des Kolbens der Spritze und das Beobachten des Kapillarfiillstandes
ein direktes Feedback gegeben. Die so entstandenen Proben sind jedoch auf Grund des
nicht konstanten Flusses hinsichtlich der relativen Recovery nicht mehr definiert. Die
Dokumentation solch eines Eingriffs im SDF ist essentiell, um einerseits die betroffene
Proben schon von der Analytik auszuschlie3en oder andererseits generierten Ausreil3er
spater begrindet ausschlieBen zu kénnen.

Die Variante, den entwickelten Reinigungsdraht einzusetzen, bleib komplett verstopften
Kathetern vorbehalten, bei welchen auch die vorangegangene Anwendung des Manual
Pull Sets keinen Erfolg brachte. Die Methode an sich ist erfolgversprechend, es konnten
regelmanig verstopfte dOFM Katheter wieder durchgéngig gemacht werden. Dennoch
muss man sich der Auswirkungen dieser drastischen MaBnahme auf alle folgenden
Proben bewusst sein. Im Bereich der Austauschflache wird im Gewebe mdéglicherweise
ein neuer Reiz gesetzt, was zur verstarkten Freisetzung von Zytokinen fiihren kann. Das
ist dann problematisch, wenn Zytokinkonzentrationen oder deren Verlaufe Gegenstand
der Untersuchung sind. Der Einfluss solcher Eingriffe auf pharmakokinetischen Daten
(der zu messende Wirkstoffspiegel) ist hierbei weit weniger kritisch. Weil die OFM mit
ihrem offenen Sammelprinzip immer etwas verstopfungsanfallig ist, wird man auch in
Zukunft ein solches oder ahnliches Werkzeug fir das Lésen von Verstopfungen vorsehen
mussen. |dealerweise wird diese Notwendigkeit bei zukinftigen verbesserten Varianten
des Katheters und des Sammelsystem bereits derart mitgeplant, dass die Anwendung
der Entstopfungshilfe fir jeden Anwender ermdéglicht wird, und dass die Entstopfung
ohne Stérung des Sammelvorgangs und der Validitat der Proben erfolgen kann. Bereits
integrierte Dréhte sind hier eine von vielen denkbaren Lésungen.

4.1.10 Kathetertiefenmessung mittels Ultraschallsystems

Mit Hilfe des 50 MHz Ultraschallsystems fir die Dermatologie konnten die Tiefen samili-
cher in der Studie gesetzter Katheter vermessen werden. Die kreisrunde Struktur des
Katheters ist am Ultraschallbild nicht auszumachen, aber die platten Drahte der Ma-
schenstruktur, hier vor allem der horizontalliegende oberste und unterste Draht, liefern
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meist ein deutliches Reflexionssignal und erméglichen so die Lageerkennung mittels Ul-
traschall. Die Ultraschalldaten haben sich mehrfach als sehr nitzlich erwiesen. Erstens
brauchen die Anwender die Rickmeldung Uber die erzielte Tiefe und die Tiefenvariabi-
litdt, sodass sie nachfolgend bei Studien mit topischen Arzneimitteln die erwinschte
Tiefe bei geringst méglicher Variabilat erzielen kénnen. Und zweitens hat der Vergleich
der penetrierten Substanzmengen nach topischer Applikation mit den Tiefen deutliche
Hinweise geliefert, dass — wie zu erwarten — die Wirkstoffkonzentration innerhalb der
Dermis rasch mit der Tiefe abnimmt, was bisher mittels kontinuierlicher Samplingtech-
nik noch nicht gezeigt werden konnte. Die Ultraschallmessung lieferte aber nicht nur
Information Uber die Katheterlage in der Dermis, sondern auch Information Gber den
Zustand der untersuchten Haut selbst. So sind die lasionale und die nicht lasionale
Haut in den Bildern eindeutig anhand der Dicke der Epidermis zu unterscheiden [14].
Die Vorgehensweise am Bett, die Bilder lediglich abzuspeichern und die Vermessung
erst im Nachhinein vorzunehmen, hat sich als praktikabel erwiesen. Auch als wichtig
und als praktikabel in der Zusammenarbeit am Bett zwischen dem Bediener des Ul-
traschallkopfes und dem Bediener des Laptops zur Bilddatenspeicherung hat sich die
Festlegung eines sprachlichen Codes zur Kommunikation zwischen den Mitarbeitern zur
Beschreibung und Speicherung der Messung erwiesen. So wurde z.B. von der Messung
,OFMO01 1“ gesprochen, und nicht von der Messung ,an der Zuflussseite des ersten OFM
Katheters®. Ein Verbesserungsvorschlag bei der Ultraschallmessung im Rahmen von
Untersuchungen topischer Wirkstoffpenetration ist die Erhéhung der értlichen Auflésung
der Messungen. Bei einer Erh6hung der Messungen je Katheter von 2 Messungen
auf 3 Messungen, kann bei kritischen Studien die charakteristische Tiefe noch besser
erfasst werden. Eine weitere Verfeinerung der Messung erscheint aber nicht sinnvoll,
da die Ultraschallmessung mit zeitlichen Aufwand fir die Studienmitarbeiter und den
Studienteilnehmer und damit mit weiteren Kosten verbunden ist.

4.2 Samplingstabilitat

Der primare Faktor fir das Sammelvolumen (die Samplingstabilitat) ist die von der
Pumpe gelieferte Flussrate. An der Pumpe wird diese Rate Uber die Bedienelemente
eingestellt, welche die Pumpe in eine entsprechende Umdrehungszahl des Pumpkopfes
umrechnet. Die Umdrehungszahl ist elektronisch exakt regelbar, und das gewahrleis-
tet, dass alle Pumpen einer Serie den gleichen Fluss liefern. Eine Besonderheit des
Peristaltikprinzipes ist jedoch, dass die Pumprate auch vom Innendurchmesser des
Pumpschlauches abhangt, beruht das Prinzip ja darauf den Schlauch abzuklemmen,
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und das abgeschlossene Volumen voran zu schieben. Produktionsbedingte Schwan-
kungen des Innendurchmessers fiihren somit zu den beobachteten erhéhten Flussraten
von bis zu 70 4. Die mechanische Belastung des Pumpkopfes auf den Schlauch sollte
dazu flhren, dass dieser mit der Zeit etwas kollabiert. Es sollte sich also der Querschnitt
und somit das vorangeschobene Volumen mit der Zeit etwas verringern. Dieser Effekt
ist auch tatsachlich direkt nach dem Start zu sehen, aber nach kurzer Einlaufzeit in
der Sammelphase ist in den vorliegenden Daten keine anhaltend fallende Tendenz
des maximalen Probenvolumes zu erkennen. Somit scheint dieser Effekt tber 26 h
gegenuber anderen Einflissen vernachlassigbar.

Die offene Konstruktion des dOFM Katheters fiihrt zu Problemen mit Verstopfungen im
Bereich der Abflussseite des dOFM Katheters. Schon zu Versuchsbeginn treten in eini-
gen wenigen Fallen Komplettausfélle von Kathetern auf, welche im Zusammenhang mit
den Einblutungen des Setzvorganges liegen sollten. Das standardmaBige Durchspdilen
der Katheter mit 10 W/min fir 5min spdlt die initale Einblutung des Setzvorganges aus.
Kommt es daraufhin zu gré3eren ,Nachblutungen®, so reicht die nominelle Flussrate
von 1 HYmin nicht immer aus, um die Abflussseite des dOFM Katheters offen zu halten.

Zu den durch Verstopfen ganz ausgefallenen dOFM Kathetern kommen Uber die lange
Versuchsdauer von mehr als 24h noch Katheter mit abnehmendem Probenvolumen
hinzu. Hier ist davon auszugehen, dass sich die Abflussseite langsam mit Material aus
dem Interstitium (Zellen, Proteine, usw.) verlegt. Die Lufts&ule des Pull-Zweiges kann
dann nicht mehr die nétige Kraft Gbertragen um den nominellen Fluss beizubehalten. In
den lasionalen Hautstellen tritt dies verstarkt auf, da aufgrund der Entziindungssituation
die Haut eine verstarkte Kapillarisierung und Durchblutung aufweist, was wie im Fall von
psoriatischer Haut auch auferlich deutlich durch die starke Rétung zu erkennen ist. Ein
volumenmaBig stabiles Sampling in solch stark entziindeten und stark durchbluteten
Geweben wird fur die OFM immer eine Herausforderung bleiben.

4.3 Kathetersetztiefen

Das Setzen der Katheter in einer angestrebten Tiefe von 0,8 mm erfolgt durch das
medizinische Personal zunachst nach Geflihl, spater erhalt das Personal Feedback Gber
die gemessene Tiefe. Den Hauptanhaltspunkt bietet hierbei das Durchscheinen des
Katheters durch die Haut. In lasionaler Haut ist aufgrund von Schuppungen diese Sicht
allerdings sehr eingeschrankt. Da ein Durchstechen der Hautoberflache gleichzusetzen
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ist mit dem lokalen Zerstéren der Barrierefunktion, und das eine Messung der topischen
Penetration hinfallig machen wirde, tendiert der Mediziner dazu, dOFM Katheter in
|&sionaler Haut etwas tiefer zu setzen. Weiters ist in lasionaler Haut der Kraftaufwand
aufgrund von Verhéartungen oft héher, was auch wieder zur Sicherheitsvariante tiefer zu
stechen flhrt.

Die dOFM Katheter wurden in jedem Probanden in beiden Visiten dem Studienprotokoll
entsprechend in derselben Reihenfolge gesetzt: 1. Lasionale Hautstelle Vehikel, 2.
Lasionale Hautstelle CP17, 3. Nicht Lasionale Hautstelle Vehikel und 4. Nicht Lasionale
Hautstelle CP17. Dass die mittlere Tiefe genau nach diesem Schema abnimmt ist nicht
nur durch den Unterschied zwischen lasionaler und nicht |asionaler Haut zu erklaren, es
tritt auch ein Ubungseffekt beim Setzer auf. Dieser Ubungseffekt ist nicht nur innerhalb
einer Visite zu sehen, sondern auch von Visite 02 zu Visite 14.

Fur die Untersuchung der Pharmakokinetik topisch applizierter Substanzen ist die Kathe-
tersetztiefe deshalb von groB3er Relevanz, da in unterschiedlichen Tiefen unterschiedliche
Konzentrationen vorliegen [15]. Es baut sich nach der topischen Applikation ein Konzen-
trationsgradient auf, wobei die Ausgangskonzentration jene der applizierten Substanz
darstellt. Die gezeigten Daten mit unterschiedlichen mittleren Setztiefen in lIasionaler und
nicht Iasionaler Haut zeigen, dass der Ubliche Ansatz, sich auf das Herausmitteln der
unterschiedlichen Tiefen zu verlassen, unzureichend ist. Vielmehr mussen in topischen
Studien solche Unterschiede durch Randomisieren beim Kathetersetzen vermieden
werden, oder aber die Tiefenunterschiede werden dann in den Datenauswertungen
bertcksichtigt.

4.4 Pharmakokinetische und Pharmakodynamische
Studienergebnisse

4.4.1 CP17 Pharmakokinetik

Die CP17 Daten zeigen wie erwartet sowohl gro3e Intra-Subject-Variabilitat als auch
Inter-Subject-Variabilitat. Bei der Intra-Subject-Variabilitat, in dieser Studie die Variabilitat
zwischen drei dOFM Kathetern in einer Hautstelle in einer Visite, ist die Ursache in
den unterschiedlichen Kathetersetztiefen zu suchen. Mit einem Vergleich der CP17
AUC des oberflachlichsten Katheters mit der CP17 AUC des tiefsten Katheters von
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den drei dOFM Kathetern in einer Hautstelle, konnte gezeigt werden, dass der Zu-
sammenhang in den vorliegenden Daten existiert und signifikant ist. Fir die ernsthafte
Modellierung einer Korrekturfunktion reichen die vorhandenen 16 Datensatze zu je drei
Kathetern jedoch nicht aus. Abbildung 3.6 zeigt, dass sich der erwartete exponentielle
Abfall der Konzentrationen mit den Kathetersetztiefen in dem kleinen Datensatz bereits
abzeichnet.

Die Inter-Subject-Variabilitat zwischen den lasionalen Stellen der vier Probanden lasst
sich durch den unterschiedlichen Schweregrad der Psoriasis begriinden, und hier vor
allem die sehr unterschiedliche Schuppung, die zu einem Zurtckhalten des lipophilen
Wirkstoffes flihren sollte. Die hohe Inter-Subject Variabilitat tritt nicht nur in den von
Psoriasis betroffenen lasionalen Hautstellen auf, sondern auch zwischen den ,gesunden®
bzw. den nicht |asionalen Hautstellen der Teilnehmer. Auch dieser Umstand ist bekannt,
die OFM Daten zur CP17 Penetration bestatigen das.

Eine der groBBen Starken der dOFM Technik ist die Méglichkeit Gber viele Stunden
kontinuierlich Proben zu sammeln, und somit ein Konzentrationsprofil erstellen zu kénnen.
Die Daten des ersten Studienpatienten (Subject 02, siehe Abbildung 3.4) mdgen hier als
reprasentatives Beispiel dienen. Nach der ersten CP17 Applikation in Visite 02 vergehen
12 h bis ein erstes Ansteigen der CP17 Konzentration in den Proben zu messen ist.
Selbst nach 24 h sind die gemessenen Konzentrationen in einem Bereich um die 1 ngmL.
Dies ist bemerkenswert wurden doch auf einer Flache von nur 35 x 22mm 115 mg
CP17 aufgetragen. Trotz taglicher Applikation dieser hohen CP17 Dosis ist selbst nach
zwei Wochen in Visite 14 keine Akkumulation in der Haut zu sehen. Nach erneuter
Applikation ist nun jedoch bereits nach 1 h der Beginn des Konzentrationsanstieges
zu sehen. Mégliche Erklarungen fir dieses Phanomen bietet die Wirkung von CP17
als Vasokonstriktor, wodurch der CP17 Abtransport durch Blutkapillaren eingeschrankt
wird.

Es ist besonders darauf hinzuweisen, dass eine handelsubliche CP17-Creme, wie sie in
jeder Apotheke rezeptpflichtig zu erwerben ist, in dieser Studie verwendet wurde. Zur
dOFM alternative Techniken wie die High Cut-Off Mikrodialyse scheiterten bisher an den
geringen Hautkonzentrationen und verwendeten daher z.B. in Ethanol geléstes CP17
[16], um den Wirkstoff in der Haut Uberhaupt erfassen zu kénnen.
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4.4.2 Pharmakodynamik

Vier Zytokine (IL6, IL8, IP10 und TNF-alpha) konnten erfolgreich quantifiziert werden.
Zeigt IL6 in beiden Visiten idente Konzentrationsverlaufe, so unterscheiden sich diese
bei IL8, IP10 und TNF-alpha sehr wohl. Bei diesen Zytokinen ist ein Behandlungseffekt
zu sehen, die CP17 behandelten Hautstellen zeigen in Visite 14 durchwegs niedrigere
Konzentrationen. Besonderes Augenmerk darf hierbei auf IP10 gelegt werden. Dieses
zeigt ndmlich nicht nur den Behandlungseffekt, sondern auch unterschiedliche Konzen-
trationen in lasionaler und nicht I&sionaler Haut. Sollte sich diese Beobachtung in der
Hauptstudie bestatigen, so kdnnte dieser potentielle ,Biomarker* fir die Beurteilung der
Wirksamkeit von CP17 in psoriatischer Haut von Interesse sein.

Sowohl bei der dermalen Mikrodialyse als auch bei der dOFM wird oft von einer minimal
invasiven Technik gesprochen. Nichtsdestotrotz tritt natlrlich ein Trauma im Gewebe auf,
hervorgerufen durch den Setzvorgang. Es sind unter anderem Zytokine, die die Reaktion
auf ein Trauma steuern. Die gemessenen Zytokinlevels sind somit nicht unbedingt mit
jenen in nicht traumatisiertem Gewebe vergleichbar [17]. Ein Vergleich untereinander ist
jedoch trotzdem zul@ssig, ist doch der Setzvorgang ein definiertes Trauma, und somit bei
jedem Katheter gleich. So kann das standardisierte Trauma verbunden mit der lokalen
Ausschiittung von Zytokinen als Entziindungsmediatoren als Modell fiir die Uberpriifung
der Wirksamkeit von entziindungshemmenden Substanzen herangezogen werden.
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5 Zusammenfassung & Ausblick

Am Beginn dieser Arbeit standen neue dOFM Katheter, neue Schlauchsets und neue
Pumpen, welche — weil erfolgreich CE-zertifiziert — nach allen Gesichtspunkten eines
Medizinproduktes sicher in der Anwendung am Menschen waren, aber tatsachlich noch
nie am Menschen angewandt wurden und dabei ihre Anwendbarkeit und Funktionali-
tat entsprechend der Zweckangabe gezeigt haben. Schritt flir Schritt wurde in dieser
Arbeit weiteres Zubehdr und Prozeduren entwickelt, was heute eine standardisierte
Anwendung ermoéglicht. Das neue Zubehér umfasst eine Markierungsschablone, die
beim Applizieren der dOFM Katheter und der topischen Produkte wertvolle Hilfe leistet,
einen aufklebbaren Ring zur Hautstabilisierung, um Bewegungsartefakte zu minimie-
ren, eine kompakte Kapillarhalterung mit Befestigung, nachdem sich der Prototyp als
unpraktikabel erwies. Das Erproben unterschiedlicher Kathetersetzvarianten und die
Erfahrung mit mehreren geknickten Kathetern in Vorversuchen fihrten zur Entwicklung
einer eigenen Kathetervorbereitung mit Knickschutzschlauch. Abldufe wurden festgelegt
und viele potentielle Risiken der Anwendung konnten schon im Vorhinein erkannt und
auch GegenmafBnahmen getroffen werden. Zur Standardisierung tragt wesentlich die
Etablierung der Kathetertiefenmessung mittels eines hochfrequenten Ultraschallsystems
fur die Dermatologie bei.

Nach obigen 6-monatigen Vorarbeiten wurde die geplante erste klinische Arzneimittel-
studie mit einem topischen Wirkstoff durchgefiihrt, in deren Zentrum die Untersuchung
der CP17 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik in psoriatischer Haut stand. In dieser
Studie wurden erstmals 12 Katheter je Patient standardisiert appliziert, und nachfol-
gend stundlich Uber 26 h von jedem dieser Katheter Probenfraktionen fir die Analytik
gewonnen. Es gelang CP17 Konzentrationsprofile sowohl in lasionalen als auch nicht
lasionalen Hautstellen nach der Applikation einer handelsublichen CP17-Creme auf-
zuzeichnen. Auch die Pharmakodynamik in Form von Zytokin-Konzentrationsprofilen
lieferte die erhofften Ergebnisse zu potentiellen Biomarkern von Psoriasis und zu pharma-
kodynamischen Markern der topischen Therapie. Mit dieser pharmazeutischen Studie
wurden die Lésungen erfolgreich in der klinischen Anwendung erprobt. Damit steht
ein komplettes System flr weitere pharmazeutische Studien zur Verfligung, das den
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derzeitigen Anforderungen der Standardisierung und Reproduzierbarkeit entspricht.

Die intensive Beschaftigung mit den Details der Anwendung und die gemeinsame
Arbeit mit den arztlichen Anwendern am Patienten hatte zahlreiche Diskussionen und
konkrete Ideen bezlglich des idealen Samplingmaterials flr die Zukunft zur Folge. Als
Ausblick kann hier bereits auf die nachste knickunempfindliche Kathetergeneration und
ein neues Sammelkonzept ohne Kapillaren hingewiesen werden, womit ein gro3er Schritt
in Richtung vereinfachter allgemeiner Anwendbarkeit gelingen sollte. Weiters sollten
zusétzliche Daten aus dem zweiten Teil der Studie eine mathematische Normierung der
gemessenen Konzentrationen auf eine einheitliche Kathetersetztiefe ermdglichen. Die
konsequente Umsetzung der geplanten MaBBnahmen zielt darauf ab, die dOFM Technik
im nachsten Schritt auch fur Biodquivalenz-Studien zu etablieren.
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