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Meiner Familie



Referat

Niacinamid ist ein Vitamin B, kommt nattrlich vor und ist als Bestandteil der Coenzyme
NAD und NADP auch in der Haut vorhanden. Es wurde als einer der Induktoren der
keratinozytaren Lipid- und Ceramidsynthese identifiziert. Durch Induktion der Aktivitat
der Serinpalmitoyltransferase (SPT), dem Schrittmacherenzym des
Sphingolipidsyntheseweges, sowie der Synthese freier Fettsduren und des
Cholesterols wird ein komplexer Einfluss auf die Quantitat der Bestandteile des
Stratum corneum vermittelt. Die praktische Relevanz dieser biochemischen Wirkungen
auf die Barrierefunktionalitdt des Stratum corneum wurde bereits belegt und
Wirkeffekte auf atopischer Haut nachgewiesen. Die topische Anwendung von
Niacinamid wird in kosmetischen Praparaten bereits seit langerer Zeit praktiziert.
Meistens liegen zu den eingesetzten Praparaten aber keine galenischen
Untersuchungen vor, die das Penetrationsprofil des Wirkstoffes belegen und die kutane
Bioverfugbarkeit nachweisen.

Zielsetzung: Es sollte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung einer neu
entwickelten kosmetischen Praparation die praklinischen Voraussetzungen zur
funktionellen Substitution trockener Haut erfiillt.

Material und Methoden: Unter Verwendung eines 4%-igen Niacinamid-haltigen
Prifpraparates wurden Konzentrations-Zeit-Profile von Niacinamid an gesunder,
geschadigter und Uberhydratisierter Haut bestimmt, sowie die Interaktion der lipophilen
Phasen des Priifpraparates mit dem Stratum corneum charakterisiert.

Ergebnisse: Aus dem Priufpraparat wird ausreichend Niacinamid liberiert und
diffundiert in die vitalen Hautschichten, vorzugsweise in die Epidermis. Die lipophile
Phase wird, auch unter pathologischen Bedingungen, gleichmafig im Stratum corneum
verteilt.

Schlussfolgerungen: Anhand der vorliegenden Daten I&dsst sich eine ausreichende
Bioverflgbarkeit des Wirkstoffs Niacinamid in der Epidermis belegen. Somit sind die
praklinischen Voraussetzungen fiir eine barriereprotektive Wirksamkeit zur Therapie
von trockener Haut durch das Prifpraparat gegeben. Ebenso I&sst sich eine Interaktion
der enthaltenen Fette, insbesondere der Sheabutter, mit der lipophilen Phase des

Stratum corneum nachweisen.

Kreft, Daniela: Praklinische Validierung barriereprotektiver Effekte eines Niacinamid-
haltigen Kosmetikums, Halle (Saale), Martin-Luther-Universitat, Med. Fak., Diss., 49
Seiten, 2015
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

Abkurzung Bedeutung

(alph.)

AUC Area under the curve

cpm counts per minute

DAPI 4'.6-Diamidin-2-phenylindol

Dil 1,1’-Dioctadecylic-3,3,3’,3’-tetramethylindo-carbocyaninperchlorat
CE cornified envelope

dpm desintegration per minute

fm fluoreszenzmikroskopisch

NAD Nicotin-adenin-dinucleotid

NADP Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
NCA Niacinamid

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

SC Stratum corneum

SPT Serinpalmitoyltransferase

TEWL transepidermaler Wasserverlust



1 Einleitung
1.1 Aufbau und Funktion der epidermalen Barriere

Eine der wichtigsten Funktionen der Haut des Menschen ist die Bildung einer
wirksamen Barriere zwischen der Umwelt und dem menschlichen Organismus.
Unterschieden wird dabei zwischen physikalischer, chemischer/biochemischer und
immunologischer Barriere (Proksch et al., 2008). Sie verhindert einerseits einen
UbermaRigen transepidermalen Wasserverlust (TEWL), andererseits wird der Eintritt
von Noxen aus der Umwelt, wie Irritanzien, Allergenen und Mikroorganismen,
erschwert (Segre, 2006). Man geht heute davon aus, dass fir die Hautbarriere zwei
wesentliche Strukturen verantwortlich sind: das Stratum corneum und die sogenannten
Llight junctions® als interzellulare Verbindungen in den epidermalen Schichten
unterhalb des Stratum corneum (De Benedetto et al., 2011). Letztere wiederum sind
abhangig von einer ausreichenden Bildung und Funktion von E-Cadherinen, also
transmembrandsen Glykoproteinen aus der Gruppe der Adhasionsproteine, welche
entscheidend an der Funktion von Zell-Zell-Kontakten und somit an der
Gewebearchitektur beteiligt sind (Tunggal et al., 2005). Ebenso wirken auch
Desmosomen als Zell-Zell-Adhasionsstrukturen und die in den weiter basal gelegenen
dermo-epidermalen, junktionalen Schichten der Haut befindlichen hemidesmosomalen
Strukturen am Aufbau der Barrierefunktion mit (Niessen, 2007). Fur diese ist jedoch
das Stratum corneum, bestehend aus proteinreichen Korneozyten und einem
lipidangereicherten Interzellularraum, von ganz entscheidender Bedeutung. Das
Stratum corneum wird wahrend der unter normalen Bedingungen ca. 28 Tage
dauernden epidermalen Differenzierung ausgehend vom Stratum basale und
insbesondere beim Vorgang des Zelluntergangs im Rahmen der Verhornung gebildet
(Proksch et al.,, 2009). Im oberen Stratum spinosum und im Stratum granulosum
werden dabei zum einen die von den Keratinozyten synthetisierten Lipide in
sogenannten lamellar bodies (Odland-Kérperchen) gespeichert und im Stratum
granulosum durch Exozytose in die Interzellularspalten freigesetzt (Roop, 1995). Der
Inhalt der lamellar bodies besteht dabei Uberwiegend aus Phospholipiden, Sterolen
und Glykosylceramiden (Stachowitz, 2000). Zum anderen entstehen in diesen
Hautschichten die flachen, kernlosen Korneozyten des Stratum corneum, die mit
Keratinfilamenten beladen sind und an deren Innenseite sich das ,cornified envelope”
(CE) ausbildet (Madison, 2003). Das CE ist eine dichte protein- und lipidreiche
Polymerstruktur, welche aus unterschiedlichen Proteinen besteht, wie z.B. Involucrin,
Filaggrin und Loricrin (Hohl, 1990). Es entsteht wahrend der Verhornung
(Keratinisierung), also der Umwandlung der vitalen Epithelzellen der Epidermis in

avitales Hornmaterial (Keratin), und trégt damit zu einer Schutzschicht gegentber der



Umwelt bei. Dadurch entsteht eine breite, lamellar angeordnete Lipidschicht, die den
Interzellularraum zwischen den durch den CE ummantelten Korneozyten vollstédndig
ausfullt (Wohlrab et al., 2010).

Die Strukturproteine des CE, insbesondere Keratinintermediarfilamente und Filaggrin,
bilden miteinander Komplexe, werden mit dem CE vernetzt und stellen den Hauptanteil
der terminal differenzierten Keratinozyten dar (Proksch et al., 2009). Filaggrin als
kationisches, histidinreiches Protein besitzt somit eine strukturbildende Funktion fir die
Epidermis (Houben, 2007).

Die Abbauprodukte des Filaggrin sind an der Wasserbindungsfahigkeit des Stratum
corneum beteiligt und bilden zusammen mit Laktat und Harnstoff, welche iberwiegend
aus dem Schweil} in die Hornschicht gelangen, den sogenannten Natural-Moisturizing-
Faktor (naturlichen Feuchthaltefaktor) (Proksch et al., 2009). Aus Untersuchungen ist
bekannt, dass der atopischen Dermatitis offenbar Mutationen im Filaggrin-Gen
zugrunde liegen, die dazu fiuhren, dass das Filaggrin in den auferen Hautschichten
mangelhaft zusammengesetzt ist und somit eine gestérte Barrierefunktion der Haut
resultiert (Palmer et al., 2006). Man kann sogar davon ausgehen, dass in Europa
heutzutage die heterozygote Mutation im Filaggrin-Gen eine der haufigsten

menschlichen monogenen Stérungen darstellt (Segre, 2006).

Die lipophile Komponente der epidermalen Barriere wird vorwiegend von Ceramiden
(ca. 40%), aber auch Cholesterol, freien Fettsduren (je ca. 25%), Cholesterolsulfat
sowie Triglyceriden gebildet, wobei insbesondere der heterogenen Mischung der
bisher neun bekannten Ceramide (Sphingolipide) eine essentielle Bedeutung beim
Aufbau der Barriere zukommt (Skolova, 2014). Zudem stabilisieren diese Ceramide die
interzellularen Lipidlamellen und besitzen die Fahigkeit zur Speicherung von Wasser.

Fettsaduren dienen auch als wichtige Energiequelle (Schneider und Wohlrab, 1997).

1.1.1 Trockene Haut als Ausdruck eines epidermalen Barrieredefektes

Das wichtigste klinische Symptom fur ein Funktionsdefizit der epidermalen Barriere ist
die ,trockene Haut". Fir das Grundverstandnis der Pathogenese von trockener Haut ist
bedeutsam, dass mehrere, zum Teil sehr differente strukturelle bzw. funktionelle
Veranderungen innerhalb des Stratum corneum diesen pathologischen Zustand
begriinden kénnen. Haufig sind es Veranderungen der epidermalen Differenzierung
und der Lipidzusammensetzung des Stratum corneum, die mit einem erhéhten TEWL
einhergehen und das Eindringen von Umweltantigenen erleichtern (Fartasch, 1997).
Trockene Haut kann isoliert als klinisches Symptom auftreten, kann aber auch die

pathogenetische Grundlage verschiedener Dermatosen sein. Aulerdem kann dieses



Symptom auch bei Systemerkrankungen mit direkter oder indirekter Einflussnahme auf
die Barrierefunktion beobachtet werden, welche dann in der Regel erworbene
Funktionsdefizite sind. Daneben existieren angeborene Formen, die auf der Grundlage
einer genetischen Disposition durch eine komplexe funktionsstrukturelle Veranderung
zum Symptom der trockenen Haut fliihren. Die wichtigsten in diesem Zusammenhang
zu erwahnenden Erkrankungen sind die Atopische Dermatitis, die Psoriasis vulgaris
und die Gruppe der Ichthyosen (Madison, 2003). Entzindliche Erkrankungen wie die
Atopische Dermatitis und die Psoriasis vulgaris weisen eine ausgepragte
Barrierestérung auf, die bei der Atopischen Dermatitis auch in nicht-lasionalen
Hautarealen evident ist (Proksch et al., 2009). Bei der atopischen Dermatitis lassen
sich — wie bereits oben beschrieben - haufig Mutationen im Filaggrin-Gen nachweisen.
Da Filaggrinpeptide fir eine intakte epidermale Barriere von entscheidender
Bedeutung sind, fuhren Mutationen im Filaggrin-Gen mit daraus resultierender
verminderter Filaggrinsynthese in den auReren Hautschichten zu einer gestorten
Barrierefunktion mit erhéhtem TEWL (Palmer et al., 2006). Die gestorte Hautbarriere
erleichtert Typ-IV-Allergenen das Eindringen in die Haut (Jensen und Proksch, 2009)
und kann Uber immunologische Prozesse unter anderem durch eine Bindung an

epidermale Langerhanszellen ein allergisches Kontaktekzem hervorrufen.

Weiterhin gibt es Funktionsdefizite, die mit dem Symptom der trockenen Haut
einhergehen und auch unter physiologischen Bedingungen entstehen kdnnen.
Ursachen hierflr kdnnen vielfaltig sein. So kénnen eine individuelle Veranlagung, der
natlrliche  Alterungsprozess oder exogene physikalische und chemische
Triggerfaktoren, wie zum Beispiel der UbermaRige Gebrauch von Detergenzien, zu

einer relevanten Exsikkation der Haut fihren.

1.1.2 Maoglichkeiten der Substitution der Barrierefunktion

Die epidermalen Lipide spielen fiir die Haut und somit fiir die Barrierefunktion eine
entscheidende Rolle. Hautschutz und Hautpflege zielen deshalb darauf ab, die

Lipidschichten zwischen den Korneozyten
a) moglichst in einem intakten Zustand zu erhalten oder
b) wieder in einen intakten Zustand zu versetzen.

Ist die Barrierefunktion gestort, bedingt dies auch eine Regenerations- und
Differenzierungstérung der Haut. Um den Regenerationsprozess von auflen zu

unterstitzen, versucht man, hautidentische oder -verwandte Stoffe in die Epidermis



einzuschleusen, welche die physiologische Ordnung der Lipide wiederherstellen
(Wohlrab et al., 2010).

Die Ursachen fur eine gestorte Barrierefunktion sind sehr vielféltig, weshalb nicht nur
ein einziges Praparat fur alle pathologischen Veranderungen geeignet sein kann. So
gibt es mehrere Anforderungen an topisch applizierte pharmazeutische oder
kosmetische Wirksubstanzen, welche insbesondere fiir trockene und empfindliche
Haut entwickelt wurden. Die erwinschten Wirkungen dieser Substanzen gehen von
einer Substitution von Fett und Wasser aus, um einen Mangel auszugleichen. Zudem
soll die Geschmeidigkeit der Haut wiederhergestellt und die Barrierefunktionalitat
verbessert werden, um die Haut vor weiterer Austrocknung zu schitzen. Dabei ist der
interzellulare Weg bei der Wirkstoffpenetration quantitativ am wichtigsten (Neubert und
Wepf, 2007). Weiterhin beglnstigt eine hohe Lipophilie eines Stoffes sein Eindringen in
die Haut (Worret und Gehring, 2004).

Die Grundlage der meisten Hautpflegepraparate ist eine Emulsion und somit ein
Gemisch aus Fett, Wasser und Emulgatoren. Die klassischen W/O (Wasser in Ol)-
Emulsionen erzeugen einen Lipidfilm auf der Haut, der eine okklusive Wirkung ausubt
und somit einem Ubermafigen Wasserverlust entgegenwirkt. Durch den erniedrigten

TEWL ergibt sich ein zeitlich befristeter positiver Barriereeffekt (Proksch et al., 2008).

Entscheidend fir das Wirkprofil eines jeden topisch angewandten Produktes sind die
Art seiner Zubereitung, die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe sowie die zugesetzten
Pflegesubstanzen. Allerdings sind die Wechselwirkungen lipophiler Bestandteile von
Pflegeprodukten mit dem Stratum corneum und deren Einfluss auf die Barrierefunktion
hochkomplexe Vorgéange, die bisher nur ansatzweise verstanden sind (Sheu et al.,
1999). Dennoch zeigen bisherige  Untersuchungen, dass substituierte
Lipidmischungen, wie z.B. raffinierte Sheabutter, zumindest eine anteilige Interaktion

mit der lipophilen Phase des Stratum corneum aufweisen.

Lipide, die als Grundlage von Hautpflegeprodukten verwendet werden, sind durch die
Zusammensetzung ihrer Fettsduren charakterisiert. Die Fettsaurestruktur einiger
naturlich gewonnener Lipidmischungen, wie z.B. raffinierte Sheabutter (Extrakt aus der
Sheabutter-Nuss), ist der hauteigenen Lipidstruktur recht &hnlich und somit als
barriereprotektiver bzw. -reparativer Zusatz interessant (Lodén und Andersson, 1996).
Emulgatoren hingegen besitzen das Risiko, hauteigene Lipide aus dem Stratum
corneum herauszulosen. Emulgatoren kdnnen somit die Hornschicht schadigen und zu

Exsikkation und letztendlich zur Barriereschadigung fiihren (Gloor und Gehring, 2003).



1.2 Niacinamid — ein bedeutsames Vitamin

Niacinamid (NCA) (synonym: Nicotinamid, Nikotinsdureamid, Vitamin B3, Pyridin-3-
carboxamid, Pyridin-3-carbonsaureamid) kommt in freier und gebundener Form in
Pflanzen und tierischen Geweben meist als Bestandteil der Pyridinnucleotide Nicotin-
adenin-dinucleotid (NAD) und Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP) vor,
welche als Coenzyme in vielen biochemischen Reaktionen mitwirken (Otte et al.,
2005). Das hydrophile Molekil gehért zur Gruppe der B-Vitamine und wird im
Organismus aus Nicotinsaure gebildet, welche die gleiche Wirksamkeit aufweist wie ihr
Amid (Burgess, 2008). Etwa 40-50 % des bendétigten Niacinamids wird Uber die
Nahrung zugefihrt (Wohlrab und Kreft, 2014). Der grofRere Anteil des Tagesbedarfs
wird durch die kdrpereigene Synthese aus Tryptophan bereitgestellt (Krauss und Knorr,
2009). Bei ausgepragten Vitamin-B3-Mangelzustanden infolge tryptophanarmer oder
einseitiger Uberwiegend pflanzlicher Erndhrung kann das Krankheitsbild der Pellagra
entstehen, bei der Kklinisch sonnenbrandartige Hautverdanderungen, Durchfall,
dementielle Syndrome und letztendlich vital bedrohliche Zustande auftreten kénnen.
Heutzutage ist dieses Krankheitsbild sehr selten. Niacinamid wurde nach Entdeckung
seiner gegen Pellagra schitzenden Wirkung als Vitamin PP oder PP-(Pellagra
Preventive) Faktor bezeichnet und gehort zur Gruppe der wasserloslichen Vitamine.
Far die pharmazeutische oder kosmetische Anwendung wird es als weil3es, kristallines
Pulver oder in Form farbloser Kristalle bereitgestellt, welche ausschlieRlich synthetisch

hergestellt werden.

NCA ist entscheidend am zellularen Enegiestoffwechsel und bei Syntheseprozessen
im Koérper beteiligt (Bissett, 2002; Soma et al., 2005). In verschiedenen Studien, in
denen in vivo oder in vitro Niacinamid verabreicht wurde, konnten vielfaltige
biologische Effekte nachgewiesen werden. Diese Effekte sind dann besonders
auffallig, wenn die physiologischen Niacinamidkonzentrationen Uberschritten werden,
wie sie bei epikutaner Anwendung von Niacinamid-enthaltenden galenischen

Systemen erreicht werden (Sivapirabu et al., 2009).

Erste Berichte Uber die orale Verwendung von Niacinamid gibt es aus den 1930er
Jahren bezuglich der Therapie von Pellagra. Die erfolgreiche Behandlung der
dementiellen Pellagrasymptome fiuhrte nachfolgend zur Ausdehnung des Einsatzes
von Niacinamid auch bei der Behandlung anderer psychiatrischer Erkrankungen
(Hoffer et al., 1954). Die damals beschriebenen Behandlungserfolge konnten in
spateren Arbeiten nicht repliziert werden, weshalb dieser Therapieweg nicht weiter

verfolgt wurde.



Jedoch wurde die orale Anwendung von Niacinamid aufgrund seiner
pellagraprotektiven Wirkung insoweit ausgedehnt, dass es als
Nahrungserganzungsmittel frei zuganglich wurde und vielen Nahrungsmitteln in

geringer Konzentration zugesetzt wird.

1.21 Topische Anwendung von Niacinamid

Die topische Anwendung von Niacinamid wird in kosmetischen Praparaten bereits seit
langerer Zeit praktiziert. Galenische Untersuchungen zum Penetrationsprofil und zur
Bioverfugbarkeit des Wirkstoffs in der Haut liegen fur niacinamidhaltige Praparate aber
meist nicht vor. Dennoch konnten diverse klinische Studien belegen, dass die topische

Anwendung von Niacinamid dermatologisch interessante Effekte hervorrufen kann.
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Abb. 1: Effekte von topisch angewendetem Niacinamid

Durch Induktion der Aktivitdt der Serinpalmitoyltransferase (SPT) (Tanno et al., 2000),
dem Schlisselenzym der Sphingolipidsynthese, sowie der Synthese freier Fettsduren
und Cholesterol wird ein komplexer Einfluss auf die Quantitat der Bestandteile des

Stratum corneum ausgelbt. Niacinamid stimuliert somit die endogene Lipidsynthese,



insbesondere die Ceramidsynthese in vitalen Keratinozyten und hat damit direkten

Einfluss auf die Barrierefunktion der Haut (Bissett, 2002).
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Abb. 2: Induktion der Serin-Palmitoyl-Transferase (SPT) in der keratinozytaren
Ceramidsynthese durch Niacinamid

Zudem besitzt Niacinamid eine antiprurigindse Wirkung, die damit erklart werden kann,
dass bei vielen Juckreizzustanden eine TH1-Mediation beobachtet wird, welche durch
Niacinamid als Induktion einer TH2-Antwort neutralisiert werden kann (Namazi, 2007).
AuRerdem ist Niacinamid ein potenter Inhibitor der cAMP-Phosphodiesterase, wirkt

mastzellstabilisierend und reduziert damit die Histaminfreisetzung (Szukiewicz, 2010).

Niacinamid besitzt eine antientziindliche Wirkung, da es die Expression von MHC-II
und die Produktion von IL-12, TNF-a und IL-1 hemmen kann (Namazi, 2007). Des
Weiteren kann es die B-Zell-Differenzierung hemmen, was bisher am besten fir CD38
untersucht wurde. Dieser Sachverhalt 1&sst sich dadurch erklaren, dass Niacinamid mit
den Glycosylphosphatidylinositol-verankerten =~ ADP-Ribosyltransferasen an der
Zellmembran von Lymphozyten interagiert (Fivenson, 2006). Auferdem wird
beschrieben, dass Niacinamid regulierende Effekte auf neutrophile Granulozyten

aufweist (Khanna-Gupta und Berliner, 2009).

Mittlerweile ist auch belegt, dass Niacinamid den Melonosomentransfer von den
Melanozyten zu den Keratinozyten reversibel und konzentrationsabhangig
beeintrachtigen bzw. verhindern kann (Hakozaki et al., 2002; Greatens et al., 2005),
ohne die Melaninsynthese direkt zu beeinflussen. Niacinamid besitzt somit
hautaufhellende (Kimball et al., 2010) und photoprotektive Eigenschaften und kann

offenbar das Risiko der durch UV-Licht bedingten Immunsuppression und



Photocarcinogenese verringern (Gensler, 1997; Damian et al., 2008; Damian, 2010;
Surjana und Damian, 2011). Hierbei dirften ebenso die oben erwahnten
antiinflammatorischen und antioxidativen Eigenschaften eine Rolle spielen, wie auch
von anderen Vitaminen wie Alpha-Tocopherol (Vitamin E), L-Ascorbinsaure (Vitamin C)
und Retinol (Vitamin A) bekannt ist (Burgess, 2008).

In klinischen Versuchen mit einer 2%igen Niacinamid-Zubereitung, die halbseitig bei
Patienten mit Rosazea aufgetragen wurde, konnten nach 2 bis 4 Wochen deutliche
sebostatische Effekte der behandelten Seite nachgewiesen werden (Draelos et al.,
2005).

Soma et al. (Soma et al., 2005) fiihrten eine Studie an 28 Atopikern durch und konnten
zeigen, dass die Anwendung einer Niacinamid-haltigen Zubereitung in einer 2%igen
Konzentration den transepidermalen Wasserverlust verringern konnte. Draelos
(Draelos, 2012) wies dies anhand einer 5%igen niacinamidhaltigen Zubereitung zur
Anwendung als post-shave moisturizer (Feuchthaltefaktor) an 90 mannlichen
Probanden nach. Christmann et al. (Christmann et al., 2012) fuhrten vergleichende
Untersuchungen flr verschiedene kosmetische Feuchtigkeitsspender (moisturizer) zur
Anwendung bei trockenen Hautzustdnden durch und konnten zeigen, dass der Zusatz
von Niacinamid vorteilhaft gegenuber nicht Niacinamid-enthaltenden Zubereitungen
war. Sie konnten vor allem anhand des TEWL und durch Messungen mittels
Corneometrie zeigen, dass es zu einer Verbesserung der Hydratation und Integritat
des Stratum corneum kam. Auch konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass sich
das Hautbild von Patienten mit Akne vulgaris deutlich verbesserte, wenn sie
regelmaflig Zubereitungen mit Niacinamid &auf3erlich anwendeten (Morganti et al.,
2011; Khodaeiani et al., 2013).

Insgesamt liegen aber nur begrenzte Studiendaten vor, sodass weitere klinische
Untersuchungen erforderlich sind, um eine therapeutische Wirksamkeit von

niacinamidhaltigen Praparaten zu belegen.

1.3 Sheabutter

Aus den Frichten des im tropischen Afrika beheimateten Sheanussbaumes, auch
Karitébaum (Butyrospermum parkii) genannt, wird Sheabutter gewonnen. Diese findet
neben der Verwendung als Ersatzfett fir Kakaobutter bei der Schokoladenherstellung
auch vermehrt Einsatz in kosmetischen Zubereitungen (Di Vincenzo, 2005; Akihisa et
al., 2010). Die Sheabutter, auch als Karitéfett bezeichnet, weist einen hohen Anteil an
unverseifbaren Bestandteilen auf - etwa 75% Triterpene (diese wiederum bestehen

zum groBten Teil aus 4,4-Dimethylsterolen), daneben Olsaure, Triterpenalkohole,



Vitamin E und Allantoin (Krist et al., 2008). Sie wirkt sich bei topischer Anwendung
vorteilhaft auf die Haut aus, macht sie geschmeidig, verhindert das Austrocknen und
bindet Feuchtigkeit in der Oberhaut. Zudem enthalt Sheabutter hauptséchlich
langkettige, ungeséttigte Fettsduren wie Olséure (40-55%), Stearinsdure (35-45%),
Linolensdure (3-8%) und Palmitinsaure (3-7%) (Krist et al., 2008), wobei diese
Angaben nur als Richtwerte zu verstehen sind, da, wie bei Naturprodukten haufig, eine
hohe biologische Variabilitdt beobachtet wird. So nehmen vielfaltige Faktoren Einfluss
auf die Zusammensetzung, wie etwa die klimatische Zone, in der die Bdume wachsen,
die Wetterlage zum Zeitpunkt der Ernte oder die lokalen, traditionellen Verarbeitungs-

und Lagerungsmethoden (Honfo et al., 2010).

Die in der Sheabutter enthaltenen Fettsduren haben einen vorteilhaften Effekt auf die
Regeneration von geschadigter sowie trockener Haut und fordern damit die
Barrierefunktion. Ebenso reguliert Sheabutter den Feuchtigkeitsgehalt der Haut und
wirkt ruckfettend (Earl et al.,, 2002). Es ist zudem bekannt, dass die raffinierte
Sheabutter Charakteristika der hauteigenen Lipide zeigt und somit wechselseitige
Interaktionen mit den Oberflachenlipiden der Haut beglnstigt (Neubert und Wepf,
2007).

Neben den lipophilen Bestandteilen sind in der Sheabutter auch Phenole und
Tocopherol enthalten. Tocopherolacetat (syn. Vitamin E), ein fettldsliches Vitamin,
kann je nach klimatischen Bedingungen zur Erntezeit der Sheabutternuss
Konzentrationen von bis zu 805 pg/g erreichen (Maranz und Wiesman, 2004). Es ist
ein bekannter Radikalfanger, der in Kosmetika haufig eingesetzt wird, sehr effektiv und
gut hautvertraglich ist (Tsai et al., 2012). Durch den Anteil an diesen Bestandteilen
werden der Sheabutter antioxidative Eigenschaften zugeschrieben (Maranz et al.,
2003).

Seit langer Zeit werden Lipide zur Pflege der Haut und zur Unterstitzung der
Barrierefunktion verwendet. Lipophile Anteile von applizierten Externa interagieren in
der Regel mit der lipophilen Phase des Stratum corneum (Neubert und Wepf, 2007).
Dabei flhrt ein partieller Okklusionseffekt, der Wirkstoffe leichter in die Haut eindringen
lasst, zu einer Abnahme des TEWL und zu einer vermehrten Hydratation der Haut.
Optimal waére, die im Stratum corneum vorhandenen Lipide, die in Form interzellularer
Lipidlamellen als trilamellare Wiederholungseinheiten (broad-narrow-broad-sequences)
organisiert sind und zusammen mit einer hydrophilen Phase durch hydrophobe
Wechselwirkungen und die membranbildenden Lipide stabilisiert sind, in der Form und
Struktur zu ersetzen, wie sie in der Haut vorkommen, z.B. in Form von Liposomen oder
Membransystemen (Wohlrab, 2014).



Zu bericksichtigen ist, dass die Grundlage von Externa wegen der Eigenwirkung nach
Applikation dem Hautzustand angepasst sein muss. Ob bei Applikation von Externa auf
die Haut eine eher hydrophile oder lipophile Zubereitung bzw. eine Ol-in-Wasser-
(O/W-) oder eine Wasser-in-Ol- (W/O-) Emulsion zu bevorzugen ist, ist unter

Berlcksichtigung der verschiedenen Aspekte der Barrierefunktionsstérung abzuwagen.
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2 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es nachzuweisen, dass die Zusammensetzung einer
neu entwickelten kosmetischen Praparation die praklinischen Vorraussetzungen zur
funktionellen Substitution der epidermalen Barriere erflillt.
Dabei wurden folgende Fragestellungen untersucht:
1. Welches Verteilungsverhalten weist der Inhaltsstoff Niacinamid nach epikutaner
Applikation auf?
2. In welchem Kompartiment der Haut lagern sich die enthaltenen lipophilen
Phasen der Sheabutter ein?
3. Wie interagiert die kosmetische Praparation als galenisches Gesamtsystem mit
dem Stratum corneum?
Samtliche Versuche wurden an exzidierter humaner Haut (ex vivo) durchgefuhrt. Dabei
wurden Untersuchungen an nativer, an durch Stripping sowie durch Uberhydratisierung

artifiziell geschadigter Haut durchgeflihrt.
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Biologisches Material

Die Penetrationsversuche wurden an exzidierter menschlicher Haut von
Mammareduktionsplastiken durchgefiihrt. Die Gewebeproben wurden nach der
Entnahme mechanisch vom subkutanen Fettgewebe befreit und mit Mullplatten und
physiologischer Kochsalzlésung gesaubert. Mit einer Lochstanze wurden 20 mm im
Durchmesser betragende kreisrunde Hautstiicke zugeschnitten, luftdicht in
Aluminiumfolie verpackt und bei einer Temperatur von — 20° C in einem
verschlieRbaren Polyethylenbeutel fir 2-3 Wochen aufbewahrt. Vor Versuchsbeginn
wurde die Haut aus dem Tiefkiihlschrank genommen, bei Zimmertemperatur
vollstandig aufgetaut und vom Uberschiissigen Gefrierwasser befreit. In gleicher Weise

wurde die Haut fir samtliche Versuche vorbereitet.

3.1.2. Chemisches und biochemisches Material

Tabelle 1: Chemikalien, Lésungen

lipophiler Fluoreszenzfarbstoff 1,1’- Firma Sigma- Aldrich Co., St. Louis, USA
Dioctadecylic-3,3,3’, 3’-tetramethylindo-

carbocyaninperchlorat (Dil)

isotonischer Phosphatpuffer pH 7,4 | Firma GIBCO, Grand Island, USA
(PBS)

(10x)

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Firma Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TexasRed Firma Sigma- Aldrich Co., St. Louis, USA
radioaktives Isotop "[C], Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig,

Nicotinamid C', Deutschland

Aktivitat: 50,0 pCi in 0,5 ml Ethanol,

MG: 1221
Protosol, jeweils 0.2 ml (= Soluene) Firma Perkin Elmer, Massachusetts, USA
Methanol Firma Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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SzintillationsflUssigkeit (4 g PPO [2,5-

Diphenoloxazol; 221,25 g/mol] + 0,1 g

POPOP [1,4- bis 2-(5-Phenyloxazolyt)-
Benzen; 364,39 g/mol] auf 11 Toluol)

United Technologies Packard, Zurich,
Schweiz (PPO);

United Technologies Packard, Zurich,
Schweiz (POPOP);

Firma Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
(Toluol)

physiologische Kochsalzlosung

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Methylenblau

Firma Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sudanrot

Firma Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.3 Laborgeriate und Labormaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial

Tesafilm® (GréRe: 15x20mm)

Beiersdorf, Hamburg, Deutschland

Tupfer/Wattestabchen

NOBA Verbandmittel Danz GmbH & Co.
KG, Wetter, Deutschland

Tabelle 3: Laborgerate

Lochstanzen:

e Stanze von 2,0 cm Durchmesser
(3,1416 cm?)

e Stanze von 0,6 cm Durchmesser
(0,2827 cm?)

Kleinbongartz & Kaiser oHG, Hilden,

Deutschland

Stiefel (GSK Company), Research

Triangle Park, North Carolina, USA

Franz'sche Diffusionszelle

SES GmbH, Bechenheim, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop, Olympus 1X-81

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,

Deutschland

Gefriermikrotom

Firma Jung/ Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, Deutschland

Filterwurfel U-MDAFITR

Excitation 403 nm (fir DAPI)

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,

Deutschland
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Filterwlrfel U-MDAFITR Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,

Excitation 572 nm (fir TexasRed) Deutschland

Kamera Olympus 1X-81 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,

Deutschland

Objektive: LUCPLFLN 20x Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,

UPLAPO 40x oil Deutschland

3.1.4 Zusammensetzung der Priifpraparation

Die Prufpraparation SKIN-727 ist eine intensiv rickfettende Pflegecreme zur
Anwendung bei trockener Haut und Juckreiz. Aufgrund der Zusammensetzung
zeichnet sie sich durch eine sehr gute Hautaffinitdt aus, wirkt hautberuhigend und
besitzt eine schnell einziehende Textur. Wegen dieser Eigenschaften, die auch deutlich
die Compliance der Patienten erhoht, ist die Prifpraparation besonders zur
unterstitzenden Behandlung der trockenen Haut, wie beispielsweise bei der

atopischen Dermatitis, geeignet.

Die Prufpraparation setzt sich aus einer wassrigen und einer lipophilen Phase
zusammen. Der wassrigen Phase ist in hoher Konzentration (4 %) Niacinamid
zugesetzt, welches die Regeneration der Hautbarriere unterstitzen soll. Die lipophile
Phase besteht im Wesentlichen aus 20% Sheabutter (Karitéfett), 10% Glycerin und 5%
Rapsél. Rapsdl soll irritationsmildernd und antioxidativ wirken. Glycerin bindet Wasser
und verbessert nachhaltig den Feuchtigkeitsgehalt der Hornschicht und ist somit ein

naturlicher Feuchthaltefaktor (Moisturizer).

Es handelt sich bei der Prufpréaparation um eine O/W-Emulsion. Zur Abgrenzung
verschiedener Emulsionstypen voneinander wird die Farbstoffmethode nach Robertson
(Robertson, 1910) angewendet, die darauf basiert, dass nur die jeweils duere Phase,
also entweder die lipophile oder die hydrophile Phase einer Emulsion, mit einem
lipophilen oder hydrophilen Farbstoff angefarbt werden kann. Das bedeutet, dass sich
eine O/W-Emulsion nur mit einem wasserl6slichen Farbstoff und eine W/O- Emulsion
nur mit einem lipophilen Farbstoff anfarben lassen. Dafir wird Ublicherweise
Methylenblau als hydrophiler und Sudanrot als lipophiler Farbstoff verwendet. Das
Ergebnis dieses Versuchs ist in Abbildung 3 zu erkennen. Die deutliche und homogene
Blaufarbung des Praparates lasst auf eine O/W- Emulsion schlieRen, mit dem anderen
Farbstoff Sudanrot erfolgte keine Farbung, sondern lediglich eine Vermischung mit der

Praparation.
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Methylenblaufarbung (+)

entspricht einer O/W-Zubereitung

Abb. 3: Farbstoffmethode nach Robertson; (+)= positiv, (-)= negativ (Robertson, 1910)

Tabelle 4: Inhaltsstoffe der Prifpraparation (alphabetisch geordnet)

Ammonium Polyacryldimethyltauramide

Cetearyl Alkohol

Glycerin (10%)

Niacinamide (4%)

Paraffinum liquidum

PEG-100 Stearate

Rapsdl (5%)

Sheabutter (20%)

Wasser
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3.2 Methodik

3.2.1 Aligemeine Versuchsdurchfiihrung
Folgende experimentelle Strategien wurden umgesetzt:

1. Ermittlung des Konzentrations-Zeit-Profils von Niacinamid aus einer topisch
applizierten Zubereitung in Humanhaut (radioaktive Markierung)

2. Messung der Penetration der lipophilen Phase der Sheabutter
(Fluoreszenzmarkierung)

3. Validierung der Penetration der lipophilen Phase der Prifpraparation

(Fluoreszenzmarkierung)

3.2.2 Franz'sche Diffusionszelle

Bei allen Experimenten wurden die verwendeten Hautproben Uber einen definierten
Zeitraum in der Franz’schen Diffusionszelle inkubiert.

Die Franz’'sche Diffusionszelle besteht aus einem doppelwandigen, temperierbaren
Glasteil, worin sich eine Akzeptorflissigkeit befindet. Als Akzeptormedium dient
isotonischer Phosphatpuffer pH 7,4 (PBS). Das Probenmaterial (Hautprobe) wird durch
eine Gaze, die durch einen Glasring und eine Metallklammer stabilisiert wird, vom
Akzeptormedium getrennt. Durch standiges Ruhren mittels Magnetrihrer wird die
Akzeptorflissigkeit im homogenen Zustand gehalten und die auf der Filtergaze
aufgebrachte Hautunterseite standig gespllt, wodurch die Voraussetzungen fir den
Abtransport permeierter Wirkstoffmengen geschaffen wird. Die Apparatur wird mit einer
Glasabdeckung als Verdunstungsschutz verschlossen, um maglichst gleichbleibende
Hydratationsbedingungen wahrend des Untersuchungszeitraumes zu gewahrleisten
(Franz TJ, 1975).
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Spender Praparatior
(Brusthaut) der Hautprobe

[

Hautfunktionsprifung

(Corneometrie, Evaporimetrie)

Applikation der

<" ] — Prufpraparation

Entnahme
Akzeptorkammer

Wasserbad Magnetruhrer

Franz Diffusionzelle

Abb. 4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs; Aufbau der Franz’schen
Diffusionszelle

3.2.3 Radioaktive Markierung der Prifpraparate

Zum Nachweis von Niacinamid wurde ein radioaktives Isotop (*C) mit einer bekannten
spezifischen Aktivitat verwendet. Zur Einstellung der Testpraparation auf eine definierte
Radioaktivitat wurden 50 ul des radioaktiven Tracers auf eine Aluminiumfolie gegeben,

mit 20 mg der Praparation aufgenommen und homogen vermengt.

Die aufbereiteten Hautproben wurden auf eine Filtergaze gelegt und anschlieRend auf
die jeweiligen Hautproben 6 mg der radioaktiv markierten Zubereitung je cm? Haut
aufgetragen. Nach der Applikation wurde das Untersuchungsmaterial auf der Filtergaze
in die auf 32°C vorgewarmte Franz’'sche Diffusionszelle eingespannt, so dass die
Hautunterseite mit der Filtergaze direkt an das Akzeptormedium grenzte. Als
Akzeptorflissigkeit wurde isotonischer Phosphatpuffer (PBS-Ldsung) mit einem pH-
Wert von 7,4 verwendet. Die Akzeptorflissigkeit wurde zur Verringerung der
Diffusionsschichtdicke standig gerthrt. Damit waren die Voraussetzungen fiur den
Abtransport permeierter Wirkstoffmengen gewahrleistet und physiologische

Verhaltnisse simuliert.
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3.2.4 Ermittlung des Konzentrations-Zeit-Profils
Die Aufbereitung der Hautproben erfolgte wie unter 3.2.3 beschrieben.

Untersucht wurden Hautproben von 3 Spenderinnen, von denen jeweils 3
Hautstiickchen pro Testpraparation entsprechend der festgelegten Applikationszeiten

von 30, 300 und 1000 min verwendet wurden.

Entfernung von Resten
der Testpraparation
Entnahme von Teilproben

SaraL O UG ————
Praparatior T ——— Kryoschnitte

 —

Abb. 5: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Aufarbeitung der
Hautproben

Nach Ablauf der jeweiligen Applikationszeit wurde die zu untersuchende Hautprobe
aus der Diffusionszelle enthommen. Mit einem Wattestadbchen (Tupfer) wurden die
nicht penetrierten Anteile der Praparationen vorsichtig von der Oberflache entfernt.
AnschlieBend erfolgte eine Abtrennung der einzelnen Hautschichten horizontal zur
Epidermis, um das Konzentrations-Zeit-Profil zu untersuchen. Die Abtrennung der

Hautschichten erfolgte nach folgendem Schema:

Nichtpenetrierter Rest: Tupfer (Wattestabchen)

Stratum corneum: 20 Tesafilmabrisse

Vitale Epidermis: 4-10 Schnitte a 20 um (je nach Epidermisdicke)
Korium: 15 Schnitte a 80 ym + Reststumpf

Permeierter Anteil: Akzeptorflussigkeit
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Die schichtenweise Entfernung des Stratum corneum erfolgte in einer 2,0106 cm?
groBen Hautflaiche mittels einer Schablone mit einem 16 mm im Durchmesser
betragenden kreisrunden Fenster. Dabei wurden 20 Tesafilmabrisse durchgefuhrt und
jeweils zwei aufeinander folgende Abrisse zusammengefasst. Aus dem Zentrum des
Hautstiickes wurden jeweils 3 Biopsien mit 6 mm (0.848 cm?) Durchmesser
Hautstanzen entnommen und mit einem Gefriermikrotom bei —40 °C tiefgefroren

horizontal zur Epidermis in der angegebenen Dicke geschnitten.

Die so erstellten Hautschichtfraktionen wurden zur Messung der Radioaktivitat einzeln
in Probenglaser uberfuhrt und zur Gewebeauflésung mit jeweils 0.2 ml Protosol fir ca.
12 Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde zur Herstellung einer
Lésung 1ml Methanol hinzugefigt. Zu jeder Probe wurden zudem fir die
Szintillationsmessung im Liquid-Szintillations-Counter 10 ml Szintillationsflissigkeit
hinzugegeben. Als Leerprobe wurde in derselben Art und Weise mit unbehandelter
Haut verfahren. Nach der Vermessung durch das softwaregesteuerte Gerat wurden
jeweils 10 unmittelbar hintereinander bestimmte Messwerte arithmetisch gemittelt,
gegen die Eigenszintillation des Probengefalles und der Szintillationsflissigkeit
mathematisch korrigiert und als counts-per-minute (cpm)-Werte ausgegeben. Ebenfalls
softwaregesteuert wurden die ermittelten com-Werte gegen einen durch Gerateeichung
ermittelten Korrekturfaktor des Messsystems abgeglichen und als desintegration-per-
minute (dpm)-Wert (radioaktive Zerfalle/min) fir die Auswertung verwendet. Uber die

Bezugskurven wurden die dpm in uCi umgerechnet.

Aus der urspringlich applizierten Menge des zu untersuchenden Wirkstoffes, der
spezifischen Aktivitat, der Schnittflache und Dicke der einzelnen Hautschnitte sowie
der molaren Masse der Testsubstanz konnte die Menge des in die einzelnen
Hautschichten penetrierten Wirkstoffs in mmol/l berechnet werden. Diese Ergebnisse

wurden als Prozentsatz der applizierten Wirkstoffmenge dargestellt.

3.2.5 Fluoreszenzmarkierung der Priifpraparate

Die Markierung der lipophilen Phase erfolgte mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff
1,1’-Dioctadecylic-3,3,3’,3’-tetramethylindo-carbocyaninperchlorat  (Dil) der Firma
Aldrich Chem. Co., USA. Dieser Farbstoff wurde in einer Konzentration von 0.20 % in
die Prifpraparation homogen eingearbeitet. Das Praparat wurde anschliel3end bis zur
Verwendung Uber einen Zeitraum von maximal 4 Wochen bei + 3 °C im Kihlschrank

gelagert.
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3.2.6 Penetrationsversuche

Die vorbereiteten Gewebeproben wurden in der Franz’schen Diffusionszelle bei 32 °C
mit 20 mg der Prufpraparation (lipophiler Fluoreszenzfarbstoff) Gber einen Zeitraum
von 300 min inkubiert (vgl. Abb.2).

Die Versuche wurden jeweils an intakter, gestrippter und gewasserter Haut
durchgefihrt.

Intakte Haut: Wie oben beschrieben wurde die Prufpraparation aufgetragen und

anschlieRend in der Franz'schen Diffusionszelle inkubiert.

Gestrippte Haut: Das Stripping der Haut erfolgte durch 20 Tesafilmabrisse, wodurch
das Stratum corneum zu ca. 2/3 entfernt wurde. Danach wurde die Prifpraparation

aufgetragen und anschlieend inkubiert.

Gewésserte Haut: Zunachst wurde auf die intakte Haut die Prifpraparation
aufgetragen. AnschlieRend erfolgte das Wassern der Haut durch Inkubation mit
physiologischer Kochsalzlosung tber 300 min. Danach wurde in der Franz'schen

Diffusionszelle inkubiert.

AnschlieRend wurden aus den jeweiligen Hautproben 6 mm Stanzbiopsien gewonnen.

Jeweils 3 Proben wurden durch vertikale Kryostatschnitte von 5 ym aufgearbeitet.

3.2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Prifpraparation wurde topisch appliziert und zur Beurteilung der Verteilung wurden
Penetrationsversuche vorgenommen. Um eine verbesserte Kontrastierung zu erhalten,
wurde mittels des blauen Farbstoffes 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) eine
Kerngegenfarbung durchgefuhrt. In einem hochauflésenden Fluoreszenzmikroskop
wurden dann je Versuchsdurchgang und Préparat drei Einzelbilder aufgenommen und
visuell analysiert. Die Mikroskopaufnahmen wurden mit einer Olympus [1X-81
durchgefihrt.

3.2.8 Digitale Auswertung der Fluoreszenzmikroskopiebilder

Zur digitalen Analyse der quantitativen Verteilung des roten lipophilen
Fluoreszenzfarbstoffes Dil wurden die in standardisierter VergréRerung
aufgenommenen mikroskopischen Bilder der Fluoreszenzmikroskopie herangezogen.
Je Bild wurden finf vertikale Messbereiche als reprasentative Areale definiert, an

denen softwaregestutzt (analySIS V5.0, Olympus Soft Imaging Solution GmbH) die

20



Intensitatsverteilung im roten Farbbereich gemessen und entsprechend der

Tiefenausdehnung als Kurve dargestellt wurde.

! |Messlinien

Abb. 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit eingezeichneten vertikalen
Messlinien

Die so erhaltenen Kurven wurden auf den Bezugspunkt der Oberfliche des Stratum
corneum justiert. Die Zuordnung zu den Hautschichten erfolgte anhand der bildlich
definierten Tiefenausdehnung entsprechend der anatomischen Schichten je
Einzelmessung. Aus den Einzelkurven wurden je Bild eine Mittelwertkurve und die
entsprechenden Standardabweichungen ermittelt. Zur quantitativen Auswertung wurde
die Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) als Mall fur die
Fluoreszenzintensitat softwaregestutzt (SigmaPlot V 8.0.2, SPSS Science Software
GmbH) berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Permeationsverhalten von Niacinamid
4.1.1 Konzentrations-Zeit-Profil

Anhand der vorliegenden Daten ist zu erkennen, dass Niacinamid aus dem

Prifpraparat freigesetzt wird und in die vitalen Hautschichten diffundiert.
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=}
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) l l

I I I I I I
0 2.5 50 O 2.5 5.0 0 2.5 5.0
30 min 300 min 1000 min

Niacinamidkonzentration in mmol/l

(SC= Stratum corneum, EP= Epidermis, DR= Dermis)

Abb. 7: penetrierte Niacinamidmengen in mmol/l in den verschiedenen
Hautkompartimenten in Abhangigkeit von der Zeit

Tabelle 5: Werte der NCA-Konzentrationen in den einzelnen Hautschichten in mmol/l

Hautschichten | 30 min +SD 300 min +SD 1000 min +SD
SC 0.83 0.24 0.99 0.44 0.87 0.28
EP 1.44 0.80 2.77 2.79 2.70 0.43
DR 0.34 0.14 1.23 0.92 1.25 0.21

(SC= Stratum corneum, EP= Epidermis, DR= Dermis)

In den einzelnen Hautschichten ist folgendes zu erkennen:

Stratum corneum: Im Stratum corneum ist eine rasche Aufsattigung erfolgt, die

bereits nach 30 min eingetreten ist und sich auch durch langere Einwirkzeit nicht mehr
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verandert. In dieser Schicht hat sich nur ein geringes Depot gebildet. Niacinamid ist

rasch in die tieferen Hautschichten penetriert.

Vitale Epidermis: In der vitalen Epidermis findet sich bereits nach 30 min ein
deutlicher Wirkspiegel von Niacinamid, der nach 300 min sein Maximum erreicht und
auch nach 1000 min nur wenig abgenommen hat. Es hat sich in diesem Kompartiment
ein rasches Diffusionsgleichgewicht

eingestellt und eine Depotbildung hat

stattgefunden.

Dermis: Auch in der Dermis ist eine Anreicherung nachzuweisen, die aber deutlich
geringer ist als in den vitalen Epidermisanteilen. Ebenso hat hier nur eine geringe

Depotbildung stattgefunden.
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Abb. 8: NCA-Konzentration in Prozent der wiedergefundenen Menge in den
verschiedenen Hautkompartimenten

Tabelle 6: Niacinamidkonzentration in Prozent der wiedergefundenen Menge

Schichten | 30 min +SD 300 min +SD 1000 min +SD
SC 2.68 0.77 3.74 1.63 3.25 1.15
EP 0.14 0.08 0.31 0.30 0.29 0.04
DR 0.57 0.17 2.4 1.17 2.71 0.48
Stumpf 0.15 0.19 1.66 1.21 3.82 0.50

(SC= Stratum corneum, EP= Epidermis, DR= Dermis)
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Abb. 9: NCA-Konzentration in Prozent (%) der aufgetragenen Menge in den
verschiedenen Hautkompartimenten

Tabelle 7: Niacinamidkonzentration in Prozent der aufgetragenen Menge

Hautschichten | 30 min +SD 300 min +SD 1000 min +SD
SC 2.59 0.76 3.29 1.47 2.80 0.95
EP 0.14 0.08 0.27 0.28 0.25 0.03
DR 0.54 0.15 2.12 1.07 2.34 0.36
Stumpf 0.14 0.18 1.43 1.06 3.29 0.31

(SC= Stratum corneum, EP= Epidermis, DR= Dermis)
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Diffusion von Niacinamid (intakte Haut)
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Tabelle 8: NCA-Konzentrationen in den einzelnen horizontalen Hautschnitten nach
den unterschiedlichen Applikationszeiten

Tiefe inuym | 30 min | +SD 300 min +SD 1000 min +SD

1-2 2.1213 | 0.9590 1.7017 1.0589 1.2849 0.4267
34 1.3726 | 0.1931 2.2221 1.4018 1.0614 0.4190
5-6 1.3050 | 0.6177 2.0509 0.7154 1.0543 0.3021
7-8 0.9418 | 0.3324 1.3248 0.4311 1.1129 0.4173
9-10 0.6960 | 0.2003 0.8616 0.4028 0.9995 0.3089
11-12 0.4436 | 0.1741 0.6513 0.3430 0.9084 0.4151
13-14 0.4011 | 0.1260 0.4350 0.2257 0.7788 0.3148
15-16 0.3766 | 0.1210 0.2730 0.1028 0.6596 0.2855
17-18 0.2858 | 0.0623 0.2239 0.0519 0.4574 0.2088
19-20 0.3061 | 0.0902 0.1878 0.0928 0.4084 0.1729
20 2.3193 | 1.1011 3.5084 3.6361 4.0325 0.4293
40 1.1460 | 0.7853 2.4201 2.3905 2.2136 0.9411
60 0.8526 | 0.5696 2.3692 2.3652 1.8564 0.7687
80 0.7061 | 0.5603 2.1342 2.3621 1.9432 0.1921
100 0.5899 | 0.3819 2.0287 2.1784 1.4977 0.2740
120 0.6038 | 0.4827 2.0430 2.1974 1.5502 0.2793
140 0.5876 | 0.3098 1.9144 2.0446 1.7357 0.4691
160 0.5280 | 0.3036 2.1480 2.5193 1.5409 0.4501
180 0.5667 | 0.3145 2.2797 2.6012 1.5534 0.6956
200 0.4842 | 0.2389 2.1444 2.2823 1.6952 0.8387
280 0.5985 | 0.2545 1.5505 0.8635 1.3707 0.1822
360 0.3425 | 0.1329 0.9641 0.4358 1.1232 0.2916
440 0.3238 | 0.0954 0.9986 0.4246 1.1114 0.3588
520 0.2618 | 0.0574 0.9016 0.3061 1.0314 0.3283
600 0.2502 | 0.0478 0.8433 0.2650 1.0890 0.3218
680 0.2189 | 0.0302 0.8336 0.2723 0.9363 0.1428
760 0.1852 | 0.0328 0.8101 0.2225 0.9401 0.0664
840 0.1989 | 0.0258 0.7165 0.1823 1.0108 0.0166
920 0.1668 | 0.0435 0.7610 0.1979 1.1068 0.1833
1000 0.1570 | 0.0512 0.7161 0.1352 0.9893 0.1720
1080 0.1420 | 0.0394 0.8282 0.2943 1.1120 0.1694
1160 0.1140 | 0.0312 0.6115 0.1150 1.1532 0.2538
1240 0.1144 | 0.0394 0.5999 0.1419 0.9395 0.1513
1320 0.1074 | 0.0433 0.6220 0.1612 0.9077 0.2121
1400 0.1314 | 0.0610 0.6040 0.1163 1.1095 0.2176

Insgesamt lasst sich aus den gewonnenen Daten feststellen, dass das Niacinamid,
welches aus dem Prifpraparat freigesetzt wird, rasch in die vitalen Hautschichten

diffundiert und sich dort deutlich anreichert.

4.2 Interaktion von Sheabutter mit dem Stratum corneum
4.2.1 Fluoreszenzverteilung bei intakter Haut

Die digitale Bildanalyse der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (fm-Aufnahmen)
zeigt, dass bei intakter Haut die lipophile Phase der Sheabutter in grolRer Menge in das
Stratum corneum aufgenommen wird und sich dort verteilt. Die Intensitatsverteilung im
roten Farbbereich ist in den kompakten tieferen Schichten am intensivsten. Dies

bedeutet, dass sich die Sheabutter dort am hdéchsten angereichert hat. Aus den
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Diagrammen ist zu entnehmen, dass die lipophile Phase nur in sehr geringem Umfang

in die vitalen Epidermisanteile und nicht ins Korium penetriert.

A1 A2 A3

Abb. 11: fm-Aufnahmen von drei Hautproben (A1-A3) (intakte Haut)

4.2.2 Fluoreszenzverteilung bei artifiziell vorgeschadigter Haut

Bei der Haut mit reduzietem Stratum corneum ist anhand der
fluoreszenzmikroskopischen Bilder und der daraus gewonnenen Graphik zu erkennen,
dass das Maximum der aufgenommenen Sheabutter in etwas tiefer gelegenen
Schichten des Stratum corneum zu finden ist, da die oberen Schichten entfernt
wurden. Es wird trotzdem in groRer Menge aufgenommen und verteilt sich gut im
verbliebenen Stratum corneum, in geringem Mafe in den vitalen Epidermisanteilen und

ebenso wie bei den anderen Untersuchungen nicht im Korium.

B1 B2 B3

Abb. 12: fm-Aufnahmen von drei Hautproben (B1-B3) (reduziertes Stratum corneum)

4.2.3 Fluoreszenzverteilung bei gewéasserter Haut

Die mikroskopischen Bilder der gewasserten Hautproben zeigen eine hohe
Fluoreszenzintensitat in allen Praparationen. Die digitale Bildanalyse belegt eine sehr

gute Verteilung der lipophilen Phase im Stratum corneum, die trotz Wasserung nicht
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abgenommen hat, also keinen ,wash-out-effect* aufweist. Ebenso wie bei der intakten
und der gestrippten Haut penetriert die Sheabutter nur in geringem Ausmal in die

vitalen Epidermisanteile und nicht ins Korium.

C1 C2 C3

Abb. 13: fm-Aufnahmen von drei Hautproben (C1-C3) (gewasserte Haut)
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Abb. 14: Daten der Fluoreszenzintensitat von Sheabutter in Abhangigkeit von der
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4.3 Penetrationsverhalten der lipophilen Phase der Priifpraparation
4.3.1 Penetration bei intakter Haut

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der intakten Haut zeigen, dass die
Prifpraparation in grofler Menge in das Stratum corneum aufgenommen wird und sich

dort verteilt.

A1 A2 A3

Abb. 15: fm-Aufnahmen von drei Hautproben (A1-A3) (intakte Haut)

Die grofite Anreicherung der lipophilen Phase findet sich besonders in den kompakten
tieferen Schichten des Stratum corneum. Die Rotintensitdt nimmt in den tieferen
Schichten der Epidermis rasch ab, was bedeutet, dass die Prifpraparation nur in sehr

geringem Umfang in die vitalen Anteile der Epidermis und nicht ins Korium penetriert.

4.3.2 Penetration bei artifiziell vorgeschadigter Haut

Die mikroskopischen Bilder zeigen auch bei Haut mit reduziertem Stratum corneum ein

deutliches Anreichern der lipophilen Phase in den verbliebenen Anteilen der Epidermis.

B1 B2 B3

Abb. 16: fm-Aufnahmen von drei Hautproben (B1-B3) (reduziertes Stratum corneum)

Ebenfalls ist hier das Maximum der substituierten lipophilen Phase in den kompakten

tieferen Schichten des Stratum corneum zu finden. Analog zur intakten Haut penetriert
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die Prifpraparation auch bei gestrippter Haut nur in sehr geringem Malie in die vitalen

Epidermisanteile und nicht ins Korium.

4.3.3 Penetration bei gewasserter Haut

Auch die Haut, die nach Auftragen von der Prufpraparation gewassert wurde, hat im

Stratum corneum deutlich die lipophile Phase aufgenommen.

C1 C2 C3
Abb. 17: fm-Aufnahmen von drei Hautproben (C1-C3) (gewasserte Haut)

Bemerkenswert ist, dass trotz der Wasserung die lipophile Phase im Stratum corneum
nur gering abgenommen hat. Dies bedeutet, dass kein relevanter ,wash-out-effect",
also ein Herauslosen der Lipide durch das Wassern, nachzuweisen ist. Analog zu
intakter und gestrippter Haut ist die Testpraparation nur in sehr geringem Umfang in

die vitalen Anteile der Epidermis und nicht ins Korium penetriert.
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Abb. 18: Daten der Fluoreszenzintensitat der Testpraparation

In der digitalen Bildanalyse der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde
softwaregestitzt die Intensitatsverteilung im roten Farbbereich gemessen und
entsprechend der Tiefenausdehnung, also der vertikalen Pixelanzahl, dargestellt.

Daraus ist erkennbar, dass die lipophile Phase gut ins Stratum corneum aufgenommen
wurde.
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Abb. 19: AUC-Daten von Sheabutter und der Testpraparation im Vergleich

Tabelle 9: AUC-Daten von Sheabutter und der Testpraparation
AUC Sheabutter

SC Epi DR Mean Std Dev
9178,33 4042,50 2076,83 10380,72 2672,16
8521,00 7160,50 2152,50 5843,61 1614,42

13442,83 6327,83 2143,83 2124,39 41,41

AUC

Priifpraparat

SC Epi DR Mean Std Dev

9499,33 6207,50 2350,00 8631,50 940,70

8763,33 4510,50 2151,67 4945,50 1110,36

7631,83 4118,50 2139,17 2213,61 118,28

(SC= Stratum corneum, Epi= Epidermis, DR= Dermis, AUC= area under the curve, )

Die AUC (area under the curve) als quantitatives Mal} der Penetration der lipophilen
Phase der Testpraparation zeigt bei intakter, gestrippter und gewasserter Haut nur

geringflgige Unterschiede in Bezug auf die einzelnen Schichten.



5 Diskussion

51 Welches Verteilungsverhalten weist der Inhaltsstoff Niacinamid nach
epikutaner Applikation auf?
In der topischen Anwendung in kosmetischen Praparaten wird NCA bereits seit den
1990er Jahren verwendet. Galenische Untersuchungen zum Penetrationsprofil und zur
Bioverfligbarkeit des Wirkstoffs in der Haut liegen fir diese Praparate aber nicht vor. In
diversen Studien wurde in vitro die Wirkungsweise von NCA in der Haut untersucht.
Allerdings gibt es bisher keine validen Daten zur kutanen Bioverfligbarkeit nach
epikutaner Anwendung. Dabei ist es jedoch entscheidend zu wissen, in welchem
Kompartiment der Haut sich NCA anreichert und welcher Dynamik die Verteilung des
Wirkstoffs unterliegt, um so die Wirkungen bei verschiedenen Hautzustdnden

abschatzen zu kdbnnen.

Im Jahre 1970 wurden erste Untersuchungen zur Absorption von topisch applizierten
Stoffen, unter anderem von NCA, durchgefihrt (Feldmann und Maibach, 1970).
Damals lie3 sich zeigen, dass etwa 10% des applizierten NCA durch die Haut
permeiert. Diese Untersuchungen wurden in vivo mit Hilfe radioaktiv markierter
Substanzen durchgefuhrt, die auf eine definierte Flache auf die Unterarme gesunder
Probanden aufgetragen wurden und anschlieRend wurde anhand der im Urin
ausgeschiedenen Metabolite Ruckschlisse Uber die permeierte Menge der
Testsubstanz getroffen. Bei diesen Untersuchungen wurde jedoch nicht berucksichtigt,
dass die Ausscheidung Uber die Niere nur einen von mehreren moglichen
Stoffwechselwegen darstellt. Somit kénnten die tatséchlich permeierten Mengen der
topisch applizierten Substanzen von den Mengen der Uber die Niere ausgeschiedenen
Metabolite abweichen. Auch konnte Uber die Penetration und die quantitative
Verteilung der Substanz in den unterschiedlichen Hautkompartimenten noch keine
Aussage getroffen werden. 1975 entwickelte Franz eine spater nach ihm benannte
Diffusionskammer und konnte damit erste genauere Aussagen uber die permeierten
Mengen verschiedener Stoffe, so auch bezlglich des NCA, treffen (Franz, 1975). Er
fand heraus, dass im Gegensatz zu den in vivo Untersuchungen von Feldmann und
Maibach (Feldmann und Maibach, 1970) deutlich mehr NCA (28,8%) unter In-vitro-
Bedingungen durch die Haut permeiert. Bei den hier vorgelegten Untersuchungen ist
deutlich weniger (etwa 8%) des applizerten NCA als bei Franz permeiert. Dies lasst
sich aber durch die Tatsache erklaren, dass in den vorliegenden Untersuchungen NCA
in eine O/W-Emulsion eingearbeitet wurde und Franz den Wirkstoff in Aceton geldst

und auch in einer deutlich héheren Konzentration aufgetragen hat. Dass das
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Vehikelsystem wichtig fiir das Penetrationsverhalten von NCA ist, konnte Franz selbst
in seinen Untersuchungen belegen (Franz, 1975). Dabei stehen dem oben genannten
28,8% permeierten, in Aceton geléstem NCA 10% permeiertes NCA gegenlber, wenn
es in einer Emulsion appliziert wurde. Diese Ergebnisse wurden von Franz eingehend
analysiert, allerdings formulierte er keine Hypothese zum Penetrationsverhalten in die
verschiedenen Schichten der Haut. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen

stellen somit die ersten kinetischen Vollprofile von NCA in humaner Haut dar.

Die Wirkungen von NCA sind davon abhangig, in welchem Kompartiment sich die
Substanz anreichert (Wohlrab und Kreft, 2014). Die vorliegenden Ergebnisse lassen
sich deshalb besonders anschaulich demonstrieren, wenn man die drei
Zielkompartimente Stratum corneum, vitale Epidermis und Korium isoliert betrachtet

und diskutiert.

5.1.1 Stratum corneum

Im SC kommt es zu einer raschen Aufsattigung sowie zu einer geringen Depotbildung
von NCA. Dies bedeutet, dass dieses Kompartiment rasch von NCA permeiert wird und
nur in geringem Umfang als Reservoir fungiert. Direkte barriereprotektive Effekte
werden somit vordergrindig durch die Eigenwirkung des Vehikels vermittelt. Diese
Zusammenhange werden auch durch Untersuchungen von Nicoli et al. (Nicoli et al.,
2008a; Nicoli et al.,, 2008b) und Simonsen et al. (Simonsen und Fulllerton, 2007)
gestutzt, die anhand eines in vitro Hautmodells, durch welches eine atopische
Dermatitis  simuliert wurde, Penetrationsuntersuchungen  durchfiihrten.  Sie
verwendeten dazu lipophile und hydrophile Modellsubstanzen, denen NCA zugesetzt
wurde. Beide Forschergruppen beobachteten, dass der Zusatz von NCA die
Tiefenpenetration der Modellsubstanzen hemmt. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
die Effekte von NCA-haltigen Formulierungen im SC vordergriindig durch das Vehikel
vermittelt werden. Auch wenn durch die angeflhrten Publikationen lediglich indirekte
Aussagen zu den Effekten von NCA im SC mdglich sind, ist davon auszugehen, dass
NCA selbst keine oder nur in geringem Umfang direkte barriereprotektive Wirkungen
vermittelt. Allerdings wird durch die Induktion der keratinozytédren Ceramidsynthese in
den vitalen Epidermisschichten indirekt die Barrierefunktion substituiert (Bissett, 2002,
Tanno et al., 2000).
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5.1.2 Vitale Epidermis

In der vitalen Epidermis, die im wesentlichen aus Keratinozyten der unterschiedlichen
epidermalen Differenzierungsstufen aufgebaut ist, konnte eine deutliche Anreicherung
von NCA nachgewiesen werden. Somit scheint zunachst eine ausreichende
Bioverfligbarkeit von NCA zur Induktion der endogenen Lipidsynthese gegeben. Unklar
ist jedoch, wie rasch NCA intrazellular und anschlielend zytosolisch diffundiert, um
metabolisch aktiv zu werden. Tanno et al. haben in vitro an Keratinozytenkulturen
zeigen kénnen, dass NCA die Serin-Palmitoyl-Transferase als Schrittmacherenzym der
Ceramidsynthese induziert und damit die endogene Lipidsynthese gesteigert werden
kann (Tanno et al., 2000). Dietrich et al. fihrten mit C14-markiertem NCA Uptake-
Untersuchungen an Aszites-Zellen durch und stellten flr die unpolare Substanz eine
nahezu freie Permeabilitdt durch die Zellmembran fest (Dietrich und Ahuja, 1963). Fir
NCA werden zudem Effekte in Bezug auf die Reduktion von Hyperpigmentierungen
beschrieben (Greatens et al., 2005; Kimball et al., 2010). Hakozaki et al. identifizierten
die hemmende Wirkung von NCA auf den Melanosomentransfer als Ursache des
sorightening“ Effekts (Hakozaki et al, 2002). Dabei werden ebenfalls
Effektkonzentrationen unter 1 mmol/l beschrieben.

Bezulglich der Sicherheit ergeben sich zudem fir die ermittelte lokale Bioverfligbarkeit
von ca. 2-5 mmol/l NCA innerhalb der vitalen Epidermis keine Bedenken. Im OECD-
Sicherheitsreport zu NCA (CAS no: 98-92-0) lassen sich auch bei Konzentrationen von
Uber 15 mmol/l an verschiedenen Zelltypen keine Hinweise fiir Zytotoxizitat feststellen
(Karlaganis, 2002).

5.1.3 Korium

Die Anreicherung von NCA im Korium ist eher gering. So werden durchweg lediglich
Konzentrationen zwischen 1-2 mmol/l erreicht. Dennoch zeigen Untersuchungen von
Hirumatsu et al., dass Effekte an Fibroblasten bereits bei Konzentrationen unter 1
mmol/l beobachtet werden kénnen (Hirumatsu et al., 1998). Allerdings wiesen Studien
von Andrade et al. auf, dass die Aktivitdt der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)
relevant erst durch NCA-Konzentrationen von 10 mmol/l und mehr gehemmt werden
kann (Andrade et al., 1997). Vor diesem Hintergrund ist die Relevanz moglicher
klinischer Wirkungen, insbesondere in Bezug auf das antiinflammatorische Potenzial,
wie sie von Sivapirabu et al. beschrieben werden, fiir die topische Applikation von NCA
als fraglich zu bewerten (Sivapirabu et al.,, 2009). Bemerkenswert ist, dass die
aufgrund der anatomischen Besonderheiten erleichterten Diffusionsbedingungen im
Gesichtsbereich hier offenbar eine relevante Bioverfugbarkeit bedingen. So konnte in

klinischen Studien eine Wirksamkeit bei Acne vulgaris und Rosazea nachgewiesen
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werden (Shalita et al.,, 1995; Draelos et al., 2005). Durch die veranderten
pharmakokinetischen Bedingungen nach systemischer Applikation von NCA werden
ebenfalls klinisch relevante antiinflammatorische Effekte beobachtet. Diese werden
beispielsweise zur Therapie bulléser Autoimmunerkrankungen genutzt (Fivenson,
2006). Fur die toxikologische Bewertung ist aber festzustellen, dass sich hieraus keine
relevanten Bedenken ableiten lassen (Gehring, 2004; Otte et al., 2005). Grundséatzlich
waren diese nur bei sehr hohen NCA-Konzentrationen zu erwarten (Damian, 2010).
Die von Kerr et al. in einer klinischen Studie mit verschiedenen NCA-Konzentrationen
(0,1-0,0001%) an gesunden Probanden vereinzelt beobachteten Erytheme fiihren die
Autoren auf eine Ausschittung von Prostaglandin D, aus den Mastzellen und einer
dadurch vermittelten histaminergen Reaktion mit Vasodilatation und erhdhter
GefalRpermeabilitat zuriick (Kerr et al., 2008; Morrow et al., 1998). In anderen Studien
mit NCA-Praparationen wurden allerdings keine derartigen Effekte beobachtet und die
Anwendung als unbedenklich, sicher und nebenwirkungsarm beschrieben (Hakozaki et
al., 2002; Greatens et al.,, 2005; Navarrete-Solis et al., 2011). Auch hinsichtlich
potentieller allergischer Reaktionen ergeben sich keine Verdachtsmomente (Chawla et
al., 2011).

Zusammenfassend bleibt somit festzustellen, dass klinisch relevante Effekte der
Prifpraparation vor allem durch die Induktion der keratinozytaren Ceramidsynthese
und moglicherweise durch Bleicheffekte (Depigmentation) zu erwarten sind. Andere
NCA-Wirkungen, insbesondere durch Interaktionen mit Endothelzellen, erscheinen

aufgrund der gemessenen lokalen Bioverfiigbarkeit als unwahrscheinlich.

5.2 In welchem Kompartiment der Haut lagern sich die enthaltenen lipophilen

Phasen der Sheabutter ein?

Sheabutter kann aufgrund der Zusammensetzung als wasserfreie
Absorptionsgrundlage verstanden werden. Die lipophilen Bestandteile des naturlichen
Gemisches, insbesondere die verschiedenen ungesattigten Fettsduren (Olséaure,
Stearinsaure, Linolensaure und Palmitinsdure) muissen vor allem als strukturelle
Bausteine zur Integration in die interkorneozytare Lipidmatrix aufgefasst werden (Krist
et al., 2008; Roop, 1995; Schneider und Wohlrab, 1997; Segre, 2006). Hier dienen sie
der Modulation der Fluiditdt der Membranbestandteile und nehmen damit Einfluss auf
die Permeabilitdt des Gesamtsystems (Nicollier et al., 1986). Durch das hohe
Molekulargewicht und die erhebliche Kettenlange erscheint es unwahrscheinlich, dass
die Fettsauren in relevanter Konzentration in die vitalen Keratinozyten gelangen und
als Bausteine fur die Synthese komplexer Lipide bioverfligbar werden. Nach der

epikutanen Applikation ist somit vor allem von teilokklusiven Effekten auszugehen, die
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eine Retardierung des transepidermalen Wasserflusses der freien Wasserphase des
Stratum corneums vermitteln und somit barriereprotektiv wirken (Hafeez und Maibach,
2013; Williams und Elias, 1987). Arbeiten von Jungersted belegen zudem, dass durch
okklusive Wirkungen auch weitere Effekte vermittelt werden kénnen (Jungersted et al.,
2010). So wurde auch eine Einflussnahme auf die Regulation der kutanen
Mikrozirkulation beobachtet.

Die direkte Interaktion von Sheabutter mit dem Stratum corneum ist auf molekularer
Ebene bisher nicht untersucht. Dennoch lassen sich durch die Kenntnis der zwar
variablen, aber dennoch qualitativ und quantitativ abschatzbaren Bestandteile
definierte Verhaltnisse beschreiben. Neben den Fettsduren Uben hygroskopische
Substanzen Einfluss auf die molekulare Ordnung der asymmetrischen Bilayer der
Ceramide im Stratum corneum aus (Feingold, 2007). Die barriereprotektiven Effekte
sind dabei auf die Verschiebung von Wasser innerhalb des Stratum corneums
zurickzufuhren (Blank et al. 1984). Dabei kommt der lipophile Charakter der
Sheabutter zum Tragen, der verantwortlich fir einen okklusiven Effekt nach epikutaner
Applikation ist (Fluhr et al. 1999). Daruber hinaus sind hygroskopische Bestandteile wie
Allantoin enthalten, die wasserbindende Krafte ausiben (Ata und Fejer, 1975). Die
vorliegenden Untersuchungen zeigen zudem, dass sich die lipophilen Bestandteile
rasch und weitgehend gleichmaRig innerhalb des Stratum corneums verteilen und
damit also gunstige Voraussetzungen fiir eine relevante Barriereprotektion bieten
(Neubert und Wepf, 2007). Dies gilt auch fur barrieregeschadigte Haut (Schneider und
Wohlrab, 1997). Zhou et al. konnten dies, allerdings flir andere lipophile
Zubereitungen, klinisch belegen (Zhou und Banga, 2011). Zudem ist davon
auszugehen, dass enthaltene Molekule mit tensidischen Eigenschaften (z.B.
Phosphatidylcholine) die Permeation von weiteren Inhaltsstoffen begiinstigen. Lodén et
al. verglichen verschiedene Lipide im Hinblick auf die Barriereeffekte und konnten fir
Sheabutter im Vergleich zu anderen Lipiden keine signifikanten Unterschiede
feststellen (Lodén und Andersson, 1996). Anhand der vorliegenden Messungen lasst
sich zudem belegen, dass die lipophile Phase der Sheabutter nach epikutaner
Applikation Gberwiegend durch die oberen Epidermisschichten aufgenommen wird und
sich dabei im Stratum corneum anreichert. Eine Penetration in vitale Epidermisanteile
oder tiefer zeigte sich nur in sehr geringem Umfang. Auch durch eine intensive
Hyperhydratation durch artifizielles Wassern der Haut konnten keine relevanten
Anderungen der direkten Wechselwirkungen von Sheabutter mit dem Stratum corneum
beobachtet werden. Durch den geringen Gehalt an tensidischen Bestandteilen blieb ein
relevanter Wash-out-Effekt aus. Es lasst sich also schlussfolgern, dass das

untersuchte Prifpraparat nach epikutaner Applikation auf der Haut insgesamt giinstige
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galenische Voraussetzungen fir die kosmetische Anwendung bietet und auch fir

erkrankte Haut grundsatzlich geeignet erscheint.

5.3 Wie interagiert die kosmetische Praparation als galenisches

Gesamtsystem mit dem Stratum corneum?

Im Verstandis, dass eine topische Formulierung ein komplexes galenisches System
darstellt, welches unter Berlcksichtigung der physikochemischen Eigenschaften der
Wirk- und Hilfsstoffe und im Hinblick auf den Zustand des Applikationsorgans ein
Vehikelsystem (Grundlage) integriert, ist die klinische Wirkung als Summationseffekt
verschiedener Teilwirkungen zu verstehen. Dabei ist die Eigenwirkung der Grundlage
ebenso von Bedeutung wie die Bioverfligbarkeit und Wirkung des oder der Inhaltsstoffe
(Wohlrab et al., 2014). Hier sind fur die Interaktion der Formulierung mit der Haut zwei
Uberlappende Funktionalitdten von Bedeutung. Neben einer physikalischen
Barrierefunktion, die wesentlich durch die molekulare Ordnung der Lipide des Stratum
corneums vermittelt wird, fungiert das System als Reservoir, also als Akzeptor fur
epikutan applizierte Substanzen (Wohlrab, 2014). Insgesamt stellt sich ein
semipermeables System flr eine regulierte Passage dar, welches auf einem
komplexen = Zusammenspiel zwischen unterschiedlichen physikochemischen
Molekulgruppen und zellularen Bestandteilen basiert.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zeigen, dass NCA, begunstigt durch die
okklusiven und hygroskopischen Effekte der Sheabutter, eine rasche Permeation des
Stratum corneums aufweist und insbesondere in der vitalen Epidermis eine relevante
Bioverfligbarkeit erreicht. Die lipophilen Bestandteile der Zubereitung verteilen sich
(fast ausschlieBlich) im Stratum corneum und stehen hier fir eine direkte
barriereprotektive Interaktion zur Verfigung. Das sich so darstellende galenische
Gesamtkonzept der Prifpraparation vereint somit Bedingungen der direkten
(Sheabutter) und der indirekten (Induktion der Ceramidsynthese durch NCA)
Barriereprotektion und —substitution (Tanno et al., 2000).

Aus pharmazeutischer Sicht wéare darlber hinaus eine Penetrationspromotion von NCA
durch den Fettsaureanteil der Sheabutter zu diskutieren. Neubert und Wepf haben
diesen Effekt fir Olsdure beschrieben (Neubert und Wepf, 2007). Sie filhren die
erleichterte Diffusion auf einen Verflissigungseffekt zurtck, der durch bestimmte
Fettsauren konzentrationsabhangig in der Interaktion mit den Membranen des Stratum
corneums induziert wird. Allerdings kénnte die Stérung der molekularen Ordnung des
Systems, insbesondere kumulativ bei repetitiver Anwendung, auch eine funktionelle

Beeintrachtigung des Systems bedingen. Ahnliche Effekte wurden durch Wohlrab fir
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tensidische Inhaltsstoffe nachgewiesen, denen aber, wegen der geringen
Konzentration, im vorliegenden Zusammenhang keine Bedeutung zukommt (Wohirab
et al. 2010). Dennoch mussen fir das untersuchte Prifpraparat auch Emulgatoreffekte
diskutiert werden. Die hier eingesetzten Emulgatoren Cetearylalkohol und PEG-100-
stearat gelten als inert und gut hautvertraglich. Dennoch sind bei Anwendung auf
bereits stark barrieregestoérter Haut (z.B. akute Phase einer atopischen Dermatitis)
bzw. bei wiederholter oder Ubermafiger Anwendung in anatomischen Regionen mit
dinnem Stratum corneum (z.B. Gesicht, Intertrigines) kumulierende irritative Effekte
nicht auszuschlielRen. Gleiches gilt auch fur Emulgator-induzierte Sensationen im
Sinne von Kribbelparasthesien, die in der Literatur als ,stinging effect”, auch direkt fur
NCA, beschrieben werden (Cosmetic Ingredient Review Expert Panel, 2005). Auch
wenn das vorliegende Prifpraparat als O/W-System eine &uflere kontinuierliche
wassrige Phase besitzt, muss wegen der lipophilen Rickstandsphase der Sheabutter,
vor allem bei der Langzeitanwendung, an okklusive Effekte gedacht werden (Wohlirab,
2014). Deshalb ware die Eignung der Prufpréparation insbesondere im Gesicht noch
klinisch zu Uberprifen. Da die Formulierung aber fir die Kérperhaut (,body lotion®)
konzipiert ist, ergeben sich durch die bewusst reichhaltig gewahlte Textur Vorteile fir
die Anwendung bei xerotischen Hautzustadnden (z.B. chronische Phase der atopischen
Dermatitis, Ichthyosen) (Wohlrab, 2012). Diese Zusammenhange wurden im Anschluss
an die vorliegenden praklinischen Untersuchungen durch Wohlrab in einem
kontrollierten multizentrischen Studienkonzept bei Patientinnen mit Xerosis als
unerwiinschte Wirkung im Rahmen einer zytostatischen Chemotherapie des
Mammakarzinoms untersucht (Wohlrab et al, 2014). Hierbei wurde die
barriereprotektive Wirksamkeit der Prifpraparation nachgewiesen und der klinische
Nutzen in Bezug auf Lebensqualitdt sowie subjektive (z.B. Pruritus) und objektive
Symptome (z.B. Schuppung) belegt.

Insgesamt ergibt sich aus den vorliegenden préaklinischen Daten eine Eignung der
Formulierung fiir den klinischen Einsatz, insbesondere bei trockenen Hautzustanden.
Auch wenn bereits erste klinische Daten vorliegen, sind weitere Studien erforderlich,
um eine klare Evidenz fir den Kklinisch relevanten Nutzen insbesondere in der

Pflegetherapie bei chronischen Hauterkrankungen zu erarbeiten.

54 Einschriankungen der Aussagekraft der vorliegenden Daten

Die vorliegenden Daten sind aus wissenschaftlicher Sicht in ihrer Aussagekraft,

insbesondere durch methodische Gegebenheiten, begrenzt. Dennoch ist der



praklinische Nachweis der Verfiigbarkeit des Wirkstoffs NCA und der lipophilen Phase
(Sheabutter) entsprechend den regulatorischen Erfordernissen fir die Entwicklung
eines kosmetischen Praparates als weit berdurchschnittlich zu bewerten (Wohirab,
2014).

Aus methodischer Sicht ergibt sich durch die Verwendung eines radioaktiven Tracers
(C'-NCA) eine gewisse Ungenauigkeit, da kein direkter Nachweis von NCA erfolgt und
somit letztlich nicht ausgeschlossen werden kann, dass Abbau- oder
Reaktionsprodukte des NCA erfasst werden. Dennoch zeigen Daten zur Stabilitat von
NCA, dass im vorliegenden Zeitmal® und bei der Interaktion mit Hilfsstoffen der
Formulierung keine relevanten Bedenken hinsichtlich der chemischen bzw.
metabolischen Stabilitdt bestehen (Cosmetic Ingredient Review Expert Panel, 2005).
Die fur die pharmakokinetischen Untersuchungen eingesetzten Humanhautproben
stellen zwar den Standard fir die Ex-vivo-Untersuchung des kutanen Konzentrations-
Zeit-Profils dar, mussen dennoch als Modell gelten, da keine Sink-Bedingungen
herrschen und insbesondere die Elimination durch Lymphe und Blut nicht erfasst wird.
Auch die Simulationen geschadigter Haut (Stripping und Wasserung) spiegeln
artifizielle Bedingungen wieder und sind als Modell lediglich zur Abschatzung der
veranderten Pharmakokinetik anzusehen (Wohlrab et al., 2015). Dennoch bilden die
Daten eine fundierte Basis fur die Bewertung der klinischen Relevanz bestimmter
Parameter.

Kritischer sind die bildanalytischen Daten zur Verteilung der lipophilen Phase
anzusehen. Hier erfolgt der Nachweis ebenfalls indirekt Uber die Detektion des
Fluoreszenztracers. Da die Bindung des Tracers an die markierten Bestandteile auf
Ladungsunterschieden beruht, also keine chemische Bindung darstellt, ist zumindest
von einer anteiligen Freisetzung und Umverteilung des Tracers nach Applikation des
markierten Prifpraparates im Stratum corneum auszugehen (Wohlrab et al., 2010).
Auch die semiquantitative Fluoreszenzmikroskopie ist methodisch nur bedingt
geeignet, um Aussagen uber die Fluoreszenzverteilung in den Hautschichten zu
machen. Insgesamt liefern die Daten aber einen Uberblick zu den Interaktionen und
damit eine fundierte Grundlage fiir eine praklinische Bewertung zur Eignung der

Testpraparation im klinischen Kontext.

5.5 Ausblick

Die in dieser Arbeit untersuchte Prifformulierung erfullt aufgrund der vorliegenden

Ergebnisse die praklinischen Voraussetzungen fir eine barriereprotektive Wirksamkeit
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zur Anwendung bei trockenen Hautzustanden. Mdgliche praktische Einsatzgebiete sind
neben Pflegeeffekten bei chronisch entziindlichen Hauterkrankungen auch klinische
Behandlungssituationen mit direkter prophylaktischer Relevanz. In diesem
Zusammenhang wurde, basierend auf den vorliegenden Daten, in einem klinischen
Studienkonzept die Wirksamkeit und Sicherheit der Formulierung in der supportiven
Anwendung bei Zytostatikaapplikation untersucht. Hierbei treten, durch die
unspezifischen antiproliferativen Effekte des Zytostatikums, haufig trockene
Hautzustande auf, die dann mit Juckreiz und Irritationen gepaart, die Lebensqualitat
der betroffenen Patienten erheblich reduzieren. Die Studienergebnisse zeigten, dass
eine  prophylaktische Anwendung des niacinamid-haltigen Praparates die
Nebenwirkungen der zytostatischen Therapie an der Haut verringert und somit die
Lebensqualitat der Patienten deutlich verbesserte (Wohlrab et al., 2014).

Daruber hinaus bieten sich Vvielfaltige weitere Pflegeindikationen fur klinische
Untersuchungsszenarien an. Insbesondere stehen hierbei Effekte bei atopischen
Patienten bzw. Psoriatikern im Fokus des Interesses. Um das Spektrum der NCA-
Effekte bezuglich der klinischen Relevanz besser bewerten zu kénnen, waren zudem
Dosisvariationen bzw. Dosisfindungsstudien von Bedeutung. Insgesamt bietet die
aktuelle Datenlage zu NCA eine gute und sichere Basis fur die Entwicklung topischer

Praparationen in einem breiten Kontext.
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6 Zusammenfassung

Trockene Haut (Xerosis cutis) kann die Ursache fur dermatologische Erkrankungen
sein oder als Symptom von vielféltigen Erkrankungen auftreten. Insbesondere
Hautkrankheiten mit Barrierestérung verursachen haufig trockene Hautzustédnde mit
klinischer Relevanz.

Es gibt mannigfaltige Ansatze und galenische Formulierungen, um trockene Haut zu
behandeln. NCA, ein hydrophiles Molekul aus der Gruppe der B-Vitamine, bewirkt in
der topischen Anwendung vielfaltige supportive Effekte. So werden barriereprotektive,
antiinflammatorische und immunmodulatorische Effekte beschrieben. Aulerdem ist es
in Form von NAD/NADP entscheidend am zelluldren Energiestoffwechsel und an
Syntheseprozessen beteiligt.

Die vorliegenden pharmakokinetischen Untersuchungen sind ein starkes Indiz dafir,
dass NCA Uberwiegend in der vitalen Epidermis angereichert wird und Barriereeffekte
im SC indirekt durch Induktion der Ceramidsynthese in Keratinozyten bedingt werden.
Darlber hinaus werden antiinflammatorische und immunmodulatorische Effekte des
NCA beobachtet, deren klinische Relevanz aufgrund des Konzentrations-Zeit-Profils
von NCA in der Dermis aber fraglich erscheinen.

Die in der verwendeten Testpraparation enthaltene Sheabutter vermittelt bekanntlich
Effekte, die denen der hauteigenen Lipide &hneln sowie die wechselseitigen
Interaktionen mit den Oberflachenlipiden der Haut beglnstigen. Durch
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Sheabutter
nach epikutaner Applikation, auch bei Simulation von pathologischen Hautzustanden
durch Stripping bzw. Wasserungsexperimente, gut in den oberen Epidermisschichten
aufgenommen wird und sich dabei vorwiegend im Stratum corneum anreichert. Durch
diesen Effekt lassen sich die bekannten barriereprotektiven Effekte der Sheabutter
erklaren.

Insgesamt zeigen sowohl die praklinischen Untersuchungen zur Pharmakokinetik von
NCA als auch die Verteilungsexperimente zur Sheabutter-dominierten lipophilen
Emulsionsphase einer Testformulierung, dass bei epikutaner Applikation auf gesunder
Haut protektive und auf barrieregeschadigter Haut reparative Effekte mit klinischer
Relevanz zu erwarten sind. Dies muss in klinischen Studien Uberprift und belegt

werden.
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8 Thesen der Dissertation

10.

Niacinamid, ein hydrophiles Molekil aus der Gruppe der B-Vitamine, ist
entscheidend am zellularen Energiestoffwechsel und bei Syntheseprozessen im
Korper beteiligt.

Die topische Anwendung von Niacinamid bewirkt vielfaltige Effekte im
Hautorgan.

Niacinamid reichert sich Uberwiegend in der vitalen Epidermis an und steht hier
als Induktor der keratinozytaren Lipidsynthese flr barriereprotektive Wirkungen
zur Verflgung.

Daruber hinaus konnen weitere Effekte von Niacinamid auf Melanozyten
(Hemmung des Melanosomentransfers) zur Hautbleichung genutzt werden.
Eine Verfugbarkeit von Niacinamid im Korium kann antiinflammatorische und
immunmodulatorische Effekte erklaren.

Aus den Frichten des Karitébaums gewonnene Sheabutter hat positive Effekte
auf den Feuchtigkeitsgehalt der Epidermis und wirkt rickfettend.

Sheabutter zeigt Charakteristika der hauteigenen Lipide und begunstigt
wechselseitige Interaktionen mit den Oberflachenlipiden der Haut.

Sheabutter wird nach epikutaner Applikation gut in die oberen
Epidermisschichten aufgenommen und reichert sich dabei ganz tberwiegend
im Stratum corneum an.

Die Applikation von Sheabutter flhrt zu einer Interaktion mit dem Stratum
corneum, wodurch sich die bereits bekannten barriereprotektiven Effekte
ableiten lassen.

Die applizierten lipophilen Bestandteile der Prifpraparation sammeln sich im
Stratum corneum an und erflllen damit die Voraussetzungen fiir eine klinische

Anwendung im Rahmen der Pflegetherapie barrieregestorter Hautzustande.
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