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1 Einleitung

Die Haut ist das grof3te Organ des Menschen. Sie besteht aus drei Hauptschichten,
die von Haaren, N&geln, Talg- und Schweil3drisen durchdrungen werden. Die
auRRerste Schicht, die Epidermis, ist ein verhornendes Plattenepithel, das die Haut-
pigmente enthalt. Darunter liegt die Dermis, ein faserreiches Bindegewebe, in dem
BlutgefaRe und Nerven lokalisiert sind. Die innerste Hautschicht wird als Subkutis
bezeichnet und besteht vorwiegend aus Fettzellen. Neben ihrer offenkundigen Funk-
tion als Korperhtlle dient die Haut vor allem als Schutz, z. B. vor Austrocknung, in-
dem sie gewdhrleistet, dass der Korper nicht zu viel Flussigkeit in Form von Schweil3
oder Wasserdampf verliert (DU V VIER, 1996; ROBBINS, 1997).

Wasserdampf ist jedoch nicht das einzige Gas, das von der Haut freigesetzt wird.
Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Emission von cutan gebildetem Stickstoffmon-
oxid (NO) und Kohlendioxid (COy).

NO ist — trotz seines Radikalcharakters - ein nur mafig reaktives, unpolares Molekl
(DUCHSTEIN et al., 1999). Grundsatzlich kénnen zwei Biosynthesewege unter-
schieden werden: die NO-Bildung aus Arginin in der Haut, die durch spezifische NO-
Synthasen (NOS) katalysiert wird (WELLER, 1999), und die NOS-unabhéngige NO-
Entstehung auf der Hautoberflache durch Reduktion von Nitrat aus dem Schweil3
(WEITZBERG und LUNDBERG, 1998). Das biochemische Interesse an NO stieg
sprunghatft an, als sich im Jahre 1986 herausstellte, dass es sich bei NO um den
sog. ,endothelium-derived relaxing factor* (EDRF) handelt, der durch Entspannung
der glatten GefaRmuskulatur Vasodilatation bewirkt (PALMER et al., 1987). 1992
wurde NO dann von der Zeitschrift ,Science* zum ,Molekil des Jahres* gekurt
(CULOTTA und KOSHLAND, 1992), und 1998 erhielten Furchgott, Ignarro und
Murad fur ihre bahnbrechenden Untersuchungen in der NO-Forschung den Nobel-
preis fur Medizin (FURCHGOTT, 1999; HOWLETT, 1998; IGNARRO, 1999; MURAD,
1999). lhre Hypothesen konnten lange Zeit nicht Uberprift werden, da noch keine
geeigneten Methoden entwickelt worden waren. Inzwischen stellt die Chemilumines-
zenzreaktion mit Ozon eines der empfindlichsten Verfahren zur direkten analytischen
Erfassung von NO dar (HAMPL et al., 1996).
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CO ist ein energetisch aulerst stabiles, sehr gut wasserlésliches Gas, das von M-
tochondrien im Citrat-Zyklus gebildet wird und somit eine wesentliche Rolle im Ener-
giestoffwechsel der Zellen spielt (STRYER, 1994). Der physiologische Zusammen-
hang zwischen NO und CO; besteht darin, dass NO die mitochondriale Atmung
hemmt (BROOKES et al., 1999). Dass die menschliche Haut CO, freisetzt, wurde
erstmals 1851 von GERLACH nachgewiesen. Intensivere Studien zum cutanen CO»-
Haushalt wurden spéater u. a. von SHAW et al. (1929), ROTHMAN (1957) sowie
AMMAN und GALVIN (1968) durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Bestimmungs-
methoden basierten vorwiegend auf der Eigenschaft von CO,, Strahlung im infraro-
ten (IR) Spektralbereich zu absorbieren. Anfang der achtziger Jahre fand die For-
schung auf diesem Gebiet jedoch ein vorlaufiges Ende, vermutlich aufgrund der da-

mals noch sehr aufwendigen instrumentellen Analytik.



2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war zunachst die Entwicklung und Validierung von Methoden zur
direkten Erfassung von cutan gebildetem NO und CO; in vivo. Entsprechend emp-
findliche Messinstrumente existierten zwar bereits, wurden jedoch hauptsachlich in
der Umweltanalytik fir NO- bzw. CO,-Bestimmungen in Umgebungsluft eingesetzt.
Daher war es erforderlich, Probennahmeverfahren fir Routinemessungen auf Hu-

manhaut zu entwickeln.

Im zweiten Schritt sollten diese Methoden dann angewendet werden, indem u. a.
folgende potentielle NO- bzw. CO;-Einflussgréf3en untersucht werden sollten:
physikalisch-chemische Faktoren wie Temperatur, pH-Wert der Hautoberflache
und UV-Strahlung
physiologische Faktoren wie Durchblutung und Lebensalter
Bakterienflora der Haut
Kdrperregion
topisch applizierte Hautpflegeprodukte und Wirkstoffe (z. B. Vitamin C)
Die erzielten Ergebnisse sollten anschliel3end mit Literaturdaten (sofern vorhanden)

verglichen werden.



3 Theoretische Grundlagen

3.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die Haut (Cutis) stellt mit einer Gesamtoberflache von 1,5 — 2 n? das groRte Organ

des Menschen dar. Ihr Gewicht betragt ca. 10% des Korpergewichts.

Bei der Haut handelt es sich um ein multifunktionelles Organ: Sie dient in erster Linie

als mechanisches, chemisches und immunologisches Schutzorgan, das aufgrund

seiner Barrierefunktion die Austrocknung des Korpers verhindert, vor ultravioletter

(UV) Strahlung schitzt sowie warmeregulatorisch wirkt. Dariiber hinaus ist die Haut
Sinnesorgan und besitzt Stoffwechselfunktionen (JUNG, 1995; MOLLER und

MATTHIES, 1995; SMOLLE, 1992).

Die menschliche Haut besteht aus mehreren Schichten (s. Abb. 1), der Epidermis

(Oberhaut), der Dermis (Lederhaut) und der Subkutis (Unterhautfettgewebe), ist mit

BlutgefalRen und Nerven ausgestattet und wird von den Hautanhangsgebilden (Haa-
re, Nagel, Talg- und SchweiRdriisen) durchdrungen (MOLLER und MATTHIES,

1995; SMOLLE, 1992).

» Haar
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‘s Basalschicht —=—— = -~ _1 ——— = =
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n ] | @)
Nerv Blutgefalle Schweil3driise

Abb. 1 Schematische Darstellung der humanen Haut (MOLLER und MATTHIES, 1995)
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Als auRRerste Hautschicht bildet die Epidermis die eigentliche Schutzhtille gegentber
der Umwelt. Ihre Dicke variiert — abhéangig von der Korperregion — zwischen 30 pm
und 1,4 mm und ist an Handteller und Ful3sohle am gré3ten (GAWKRODGER, 1995;
MOLLER und MATTHIES, 1995). Den Hauptanteil der Epidermiszellen machen die
hornbildenden Keratinozyten aus. Sie sind in Form eines mehrschichtigen Platten-
epithels angeordnet, in dem man von auf3en nach innen zwischen Stratum corneum,
Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale unterscheidet
(SMOLLE, 1992). Im mitotisch sehr aktiven Stratum basale (Basalschicht) wird der
Keratinisierungsprozess initiiert. Auf3erdem finden sich hier Melanozyten, die das
Hautpigment Melanin synthetisieren und an benachbarte Keratinozyten weitergeben
(JUNG, 1995; MOLLER und MATTHIES, 1995). Die Tochterzellen der Keratinozyten
der Basalschicht bilden das Stratum spinosum, die Stachelzellschicht (MOLLER und
MATTHIES, 1995). Im Stratum granulosum (Granularzellschicht) flachen die Kerati-
nozyten ab und verlieren ihren Zellkern. Es werden Keratohyalingranula sowie Kera-
tinosomen (Odland-Korperchen) gebildet, die ihren Lipidinhalt in den Interzellular-
raum entleeren (GAWKRODGER, 1995; MOLLER und MATTHIES, 1995). Das
Stratum corneum (Hornschicht) stellt das Endergebnis der Keratinozytenreifung dar.
Es besteht aus verhornten Zellen (Korneozyten), die untereinander durch einen ,Li-
pidkitt“ verbunden sind (GAWKRODGER, 1995).

Die Dermis ist durch die Basalmembran fest mit der Epidermis verbunden und stellt
ein gut durchblutetes, von Lymphbahnen und Nerven durchzogenes Bindegewebe
dar. Sie gliedert sich in das dunne, zell- und gefal3reiche Stratum papillare und das
Stratum reticulare. Letzteres besteht aus dicken Kollagenfaserbiindeln, zwischen
denen ein Netz elastischer Fasern angeordnet ist. Eingebettet sind diese faserigen
Proteine in eine gelartige Grundsubstanz. Zu den Aufgaben der Dermis gehdrt zum
einen die Versorgung der Epidermis, zum anderen ist sie fir die mechanische Fes-
tigkeit der Haut verantwortlich (JUNG, 1995, MOLLER und MATTHIES, 1995;
SMOLLE, 1992).

Die Subkutis ist nicht scharf von der Dermis abgetrennt. Sie besteht aus einem
lockeren, stark dehnbaren Bindegewebe, das Agglomerate von Fettzellen enthalt
(MOLLER und MATTHIES, 1995). Sie dient vor allem der Energiespeicherung und

Warmeisolation, aber auch der mechanischen Polsterung (SMOLLE, 1992).
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Die Talgdrisen sind Teil des Follikelapparates und dementsprechend tber die ge-
samte behaarte Haut verbreitet. Ihre grof3te Dichte erreichen sie auf Kopfhaut und
Stirn, wahrend auf Handteller und Fuf3sohle keine Talgdrisen zu finden sind. Aus
den Talgdrisen stammt der grof3te Teil des Hautoberflachenfettes, des sog. Sebums
(MOLLER und MATTHIES, 1995; SMOLLE, 1992).

Bei den Schweil3drisen unterscheidet man zwischen ekkrinen und apokrinen
SchweilRdriisen. Die ekkrinen Schweil3driisen dienen in erster Linie der Temperatur-
regulation. Sie produzieren den wassrigen Schweil3, eine vorwiegend Natriumchlorid
enthaltende Salzlésung, und kommen am gesamten Koérper vor, besonders auf der
Oberflache von Handteller und Ful3sohle. Sie bestehen aus einem stark geknauelten
Endstick, das an der Dermis-Subkutis-Grenze liegt, und einem Ausfuihrungsgang,
der die Dermis gestreckt und die Epidermis spiralig gewunden durchzieht. Die
apokrinen Schweil3drisen sind vor allem in den Achselh6hlen und der Genitalregion
zu finden und werden mit der Geschlechtsreife aktiv. Ihr lipidhaltiges Sekret ist auf-
grund bakterieller Zersetzung fir den Korpergeruch verantwortlich (JUNG, 1995;
MOLLER und MATTHIES, 1995; SMOLLE, 1992).
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3.2 Stickstoffmonoxid

3.2.1 Physikalische und chemische Eigenschaften

Bei NO handelt es sich um ein farbloses, schlecht wasserldsliches Gas. Trotz seines
Radikalcharakters ist NO relativ stabil und zeigt nur maRige chemische Reaktivitat
(DUCHSTEIN et al., 1999).

Durch Abspaltung des einzelnen Elektrons entsteht das Nitrosyl-Kation (NO"), durch
Aufnahme eines Elektrons das Nitroxylat-Anion (NO’). NO* bildet in wassriger Lo-
sung sofort salpetrige Saure:

NO* + H,O ® HNO, + H' (Gl. 1)
NO" ist zwar dem molekularen Sauerstoff isoelektronisch, im Gegensatz zu diesem
aber sehr instabil (BUTLER et al., 1995; DUCHSTEIN et al., 1999).

Das NO-Radikal selbst reagiert in Gegenwart von molekularem Sauerstoff spontan
zu Stickstoffdioxid, einem braunen Gas mit Radikalcharakter:

2NO + O ® 2NO; (Gl. 2)
Diese Reaktion verlauft nur bei hoher NO-Konzentration mit grof3er Geschwindigkeit,
da es sich um eine Reaktion 2. Ordnung handelt und sich damit die Halbwertszeit
von NO in Gegenwart von O, umgekehrt proportional zum Quadrat der NO-
Konzentration verhalt. NO, besitzt eine relativ grof3e Dimerisierungstendenz und bil-
det daher das farblose Distickstofftetroxid (N2O4). Bei der Reaktion von NO4 mit
Wasser entstehen als stabile Zersetzungsprodukte Nitrit und Nitrat:

NoOs + H,O ® NOy + NO3 + 2 H' (Gl. 3)
Mit NO reagiert NO, zu Distickstofftrioxid (N2O3), das mit Wasser ebenfalls NO,™ bil-
det:

NO;, + NO ® NyO3 (Gl. 4)
N.O3; + H,O ® 2 HNO; (Gl. 5)
(BECKMAN, 1996; BUTLER et al., 1995; DUCHSTEIN et al., 1999)
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Einen weiteren moglichen Reaktionspartner fir NO stellt das Superoxidanionradikal
(O2) dar. Die Reaktion von NO mit Oy verlauft dul3erst schnell und fuhrt zur Bildung
von Peroxynitrit, einem sehr starken Oxidationsmittel:

NO + O ® ONOO (Gl. 6)
(DUCHSTEIN et al., 1999)

Mit Thiolen (RSH) ist die Bildung von Nitrosothiolen (RSNO) mdglich, die als NO-
Speicherverbindungen fungieren. Die Nitrosierung von RSH durch NO kann jedoch
nur in Anwesenheit eines starken Elektronenakzeptors erfolgen (KOPPENOL, 1998;
STAMLER et al., 1997).

3.2.2 Biosynthese

Die endogene NO-Bildung (s. Gl. 7) wird durch ein spezifisches Enzym, die NOS,
katalysiert. Diese bewirkt, dass die Aminosaure L-Arginin in Gegenwart von moleku-
larem Sauerstoff zu gleichen Teilen Citrullin und NO umgesetzt wird (verklrzter
Harnstoffzyklus). Hierbei wird der Guanidino-Stickstoff des L-Arginins durch Ubertra-
gung von funf Elektronen zu NO oxidiert. Als Coenzyme fungieren hydriertes Nicotin-
amid-adenin-dinukleotid-phosphat (NADPH), Flavin-mononukleotid (FMN), Flavin-
adenin-dinukleotid (FAD) und Tetrahydrobiopterin (BH;). Als Intermediat tritt
N"-Hydroxy-L-arginin auf (BRUCH-GERHARZ et al., 1998; GALLA, 1994; Stihr
etal., 1991).

HZN\'/NH HZNYNOH HZNYO

NH o, NH o, NH
—> —> + NO
NADPH NADPH
+ - + - + -
HsN COO HsN COO H4N COO

(Gl. 7)
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Bei der NOS handelt es sich um ein Dimer, von dem bisher drei verschiedene Iso-
formen identifiziert wurden, die endotheliale NOS (eNOS), die neuronale NOS
(nNOS) und die induzierbare NOS (iNOS). Die eNOS und die nNOS sind konstitutiv
und werden daher zusammen auch als cNOS bezeichnet. Sie werden tber Calcium-
lonen und Calmodulin reguliert. Die INOS wurde vor allem in aktivierten Makropha-
gen nachgewiesen, ist Ca®*-unabhéngig und produziert nach Induktion durch Cytoki-
ne oder Lipopolysaccharide (LPS) deutlich grél3ere Mengen an NO als die beiden
cNOS-Isoformen (ANDREW und MAYER, 1999; IGNARRO, 1997).

Ferner wurde nachgewiesen, dass NO kontinuierlich Gber einen NOS-unabhéngigen
Mechanismus auf der menschlichen Haut produziert wird: Nitrat aus dem Schweil3
wird durch die Nitratreduktase der Hautbakterien zu Nitrit umgesetzt und dieses dann
wiederum aufgrund des leicht sauren Milieus auf der Hautoberflache weiter zu NO
reduziert (WEITZBERG und LUNDBERG, 1998; WELLER, 1997).

3.23 Funktion

NO fungiert als Botenstoff. Seine biologische Halbwertszeit betragt zwar nur einige
Sekunden, aufgrund seiner geringen Grol3e und seiner Lipophilie kann es jedoch
Zellmembranen schnell passieren und dadurch relativ grof3e Diffusionsstrecken ai-

rucklegen.

Bei NO handelt es sich um den EDRF, der durch Entspannung der glatten vaskula-
ren Muskulatur Vasodilatation bewirkt sowie die Aggregation von Blutplattchen und
deren Adhasion an der Gefal3wand verhindert. Dies erfolgt durch Bindung von NO an
die Ham-Gruppe der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) und die damit verbundene Ak-
tivierung des Enzyms, welches die Umwandlung von Guanosin-triphosphat (GTP) in
zyklisches Guanosin-monophosphat (cGMP) katalysiert und so zu einer Abnahme
des intrazellularen Pegels an freiem Ca?* fiihrt. NO spielt damit eine wichtige
physiologische Rolle bei der Regulation des Blutdrucks (FURCHGOTT, 1999;
IGNARRO, 1999).
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AuRRerdem ist NO in die Neurotransmission und — in hohen Konzentrationen — in die
unspezifische Fremdstoffabwehr (z. B. von Bakterien und Parasiten) involviert
(KLATT etal., 1992; QURESHI et al., 1996; XIE et al., 1992).

3.24 NOS-Inhibitoren

Die endogene NO-Synthese kann durch L-Arginin-Derivate inhibiert werden.
Beispiele hierfir sind NC-Nitro-L-arginin (L-NA) und N®-Monomethyl-L-arginin
(L-NMMA). Sie agieren, indem sie mit L-Arginin um das aktive Zentrum der NOS
konkurrieren (FELDMAN et al., 1993; FURFINE et al.,, 1993; GOLDSMITH et al.,
1996).

Weitere Inhibitoren stellen das Antioxidans 2-Phenyl-1,2-benzisoselenazol-3-(2H)on
(Ebselen), das sowohl die c- als auch die iNOS in ihrer Funktion hemmt, sowie Oxy-
hamoglobin dar. Methylenblau verhindert die Aktivierung der sGC durch NO. Bei
Aminoguanidin handelt es sich zwar um einen schwachen, dafir aber INOS-
spezifischen Inhibitor ANGGARD, 1994; MISKO et al., 1993).
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3.3 Kohlendioxid

CO. ist ein farbloses, energetisch aul3erst stabiles Gas, das sich sehr gut in Wasser
|6st, wobei Kohlensaure entsteht:

CO; + HO ® (HCO3) ® H" + HCOs (GI. 8)
(FALBE und REGITZ, 1997)

CO, wird in eukaryontischen Zellen von Mitochondrien gebildet. Mitochondrien sind
Organellen, deren Innenraum, die sog. Matrix, von zwei Membranen, der inneren und
der auf3eren Mitochondrienmembran, umschlossen wird (FREY und MANNELLA,
2000). Sie werden als ,biochemische Kraftwerke der Zelle* bezeichnet, da ihre we-
sentliche Aufgabe die Aufnahme von Substraten des Energiestoffwechsels aus dem
Zytoplasma und deren oxidativer Abbau zu CO, und HO ist - unter Gewinn von
Adenosin-triphosphat (ATP), der wichtigsten Speicherform chemischer Energie
(KOOLMAN und ROHM, 1994).

Das CO; entsteht im Citrat-Zyklus, einem Stoffwechselweg in der Mitochondrien-

matrix, durch vollstandige Oxidation von Acetyl-Resten:
@)
H3c—c”:wwsCOA + 3H,0 + GDP + P, —» 2CO, + 8[H] + HSCoA + GTP
(Gl. 9)

Die dabei gewonnenen Reduktionsaquivalente werden voribergehend auf Co-
enzyme (NAD", FAD) ubertragen und von diesen in die Atmungskette eingebracht.
Die Atmungskette (oxidative Phosphorylierung) lauft in der inneren Mitochondrien-
membran ab. Die von den Coenzymen gelieferten Elektronen dienen der Reduktion
von O, und der Bildung von H,O. Diese Redoxreaktion ist stark exergon. Unter Be-
teiligung verschiedener Redoxpaare (u. a. Ubichinon/Ubichinol) kommt es zum Auf-
bau eines elektrochemischen Gradienten, den die Mitochondrien mit Hilfe der ATP-
Synthase zur Bildung von ATP aus Adenosin-diphosphat (ADP) und anorganischem
Phosphat (P;) nutzen (KARLSON et al., 1994; KOOLMAN und ROHM, 1994;
STRYER, 1994).
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In der Haut wird CO, von proliferierenden Keratinozyten der lebenden Epidermis
produziert. Es diffundiert entweder durch das Stratum corneum in die Atmosphare
oder in die Dermis, um von dort in die Blutbahn zu gelangen (BERARDESCA und
MAIBACH, 1993).
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3.4 Potentielle NO- bzw. CO,-Einflussfaktoren

34.1 UV-Strahlung

Das Sonnenlicht umfasst ein breites Strahlungsspektrum, von dem nur ein ver-
gleichsweise schmaler Bereich mit Wellenlangen von 400 — 800 nm fir das mensch-
liche Auge sichtbar (VIS) ist. Oberhalb von 800 nm schlief3t sich die IR-Strahlung an;
unterhalb von 400 nm liegt die UV-Strahlung. Aufgrund der unterschiedlichen phy-
siologischen Wirkungen hat man drei UV-Bereiche mit folgenden Wellenlangen defi-
niert:

UV-C =200 — 280 nm

UV-B =280 — 320 nm

UV-A =320 — 400 nm

Die UV-C-Strahlung wird in der Ozonschicht der Erdatmosphé&re absorbiert und hat
daher fur die Haut keine Bedeutung. Die auf die Erdoberflache auftreffende Sonnen-
strahlung schwankt in ihrer Zusammensetzung sehr stark. Die Anteile der verschie-
denen Strahlenbereiche an der Gesamtstrahlung betragen ungefahr:

UV-B 0,4%

UV-A 5,6%
VIS 52,0%
IR 42,0%

(FINKEL, 1995b)

Der relativ kleine Anteil UV-Strahlung ist im Wesentlichen fiir die durch Sonnenlicht
verursachten akuten und chronischen Hautveranderungen verantwortlich, denn einer
der wichtigsten Faktoren fir das Wirksamwerden elektromagnetischer Strahlen in der
Haut ist deren Eindringtiefe, die wiederum in engem Zusammenhang mit der Energie
der Strahlung steht. Die Strahlen werden beim Auftreffen auf die Haut teils reflektiert,
teils gestreut und/oder absorbiert, wobei der reflektierte Anteil sehr gering ist. Der
Prozentsatz der eindringenden Strahlen nimmt mit steigender Wellenlange zu: Bei
300 nm erreichen immerhin schon 10% der Strahlen die Basalzellen; die UV-A-
Strahlung dringt sogar bis ins Bindegewebe vor (FINKEL, 1995b; KINDL und RAAB,
1993).
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UV-Bestrahlung |6st die unterschiedlichsten Reaktionen in der Haut aus: So kommt
es beispielsweise zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie dem Hydro-
xylradikal, dem Superoxidanionradikal oder Wasserstoffperoxid (BETTERIDGE,
2000; MULLER, 1988):

O, +e ® O (Gl. 10)
20, + 2 H* ® H.O, + O (G| 11)
H,O, + hn ® 2 OH (Gl. 12)

AulRerdem wird die Vitamin-D-Synthese stimuliert und das Eigenschutzsystem der
Haut aktiviert. Letzteres umfasst insbesondere die Pigmentierung, die Lichtschwiele
(Verdickung der Hornschicht), das Dark-Repair-System (enzymatische Reparatur der
Desoxyribonukleinsdure DNA) und die Synthese von Urocaninsaure, einer kérperei-
genen Lichtfiltersubstanz (FINKEL, 1995b; KINDL und RAAB, 1993).

Die Pigmentierung der Haut erfolgt durch Stimulierung der Melanozyten. Bioche-
misch kommt es dabei zu einer Aktivierung des Enzyms Tyrosin-Hydroxylase, das
die oxidative Umwandlung der Aminosaure Tyrosin in 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-alanin
(DOPA) bewirkt. Uber weitere Reaktionsschritte entsteht schlieRlich das Polymer
Melanin. Diese Pigmentneubildung wird tberwiegend durch UV-B-Strahlung initiiert
und als ,indirekte Pigmentierung“ bezeichnet. Die so erhaltene Braune besteht tber
mehrere Wochen. Dagegen werden bei der ,Direktpigmentierung” farblose Melanin-
Vorstufen durch UV-A-Strahlung zu dunkel gefarbtem Melanin oxidiert. Dieser Pro-
zess ist reversibel und die auf diese Weise entstandene Braune folglich nur von kur-
zer Dauer (FINKEL, 1995b).

UbermaRige Bestrahlung fiihrt sowohl zu akuten (Sonnenbrand) als auch zu chroni-
schen Schaden (Hautalterung, Hautkrebs). Der Sonnenbrand zeigt die typischen
Merkmale einer Entzindung. Er stellt in erster Linie eine Folge zu intensiver UV-B-
Bestrahlung dar. Ca. 6 — 12 Stunden nach der UV-B-Exposition erreicht die Vasodi-
latation ihr Maximum; etwa 24 Stunden danach sind die zellularen Reaktionen am
starksten ausgepragt (FINKEL, 1995b; KINDL und RAAB, 1993).
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342 Psoriasis

Die Psoriasis vulgaris (Schuppenflechte) ist eine sehr haufige, gutartige, erbliche
Dispositionskrankheit der Haut (erythematosquamése Dermatose). Sie zeigt scharfe,
aber oft unregelmaRig begrenzte, streckseitenbetonte, entziindliche Papeln mit para-
keratotischer silberglanzender Schuppung. Statt der tblichen Schwielenbildung stei-
gert sich die Mitoserate in der Epidermis auf etwa das Funffache des Normalen unter
Ausbildung einer krankhaften Hornschicht. Sichtbar wird die Abschilferung der Horn-
schicht in Form der Schuppenbildung und eine R6tung der Haut. Die Psoriasis
schmerzt nicht und juckt nur, wenn die befallene Haut gereizt wird (JUNG, 1995;
STEIGLEDER, 1987).

Unter allen Bevolkerungsgruppen erkranken die Européer am haufigsten (Morbiditét:
2 — 3 %). Frauen und Méanner sind gleichermal3en betroffen. Epidemiologisch kdnnen
zwei Typen unterschieden werden:
Typ I: - 60 — 70 % der Patienten

- schwere Falle mit friher Manifestation (10 — 25 Jahre)

- familiare Belastung

- durch mechanische Irritation isomorph auslésbar (Kébner-Phanomen)
Typ II: - 30 — 40 % der Patienten

- leichte und spat manifeste Falle (35 — 60 Jahre) ohne familiare Haufung

- Kbbner-Phanomen kaum auslésbar
Charakteristisch ist der Gestaltwandel der psoriatischen Veréanderungen sowie we -
lenférmige Verlaufe mit Besserung im Sommer (Einfluss von Sonnenlicht und Bade-
gewohnheiten) und Ruckfallen im Winter. Erscheinungsfreie Intervalle kénnen M-
nate bis Jahre dauern (JUNG, 1995).
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343 Kosmetische Mittel

Der Begriff ,kosmetische Mittel“ wird in § 4 Abs. 1 des Lebensmittel- und Bedarfsge-
genstandegesetzes (LMBG) definiert. Demnach sind kosmetische Mittel ,Stoffe oder
Zubereitungen aus Stoffen, die dazu bestimmt sind, &uf3erlich am Menschen oder in
seiner Mundhohle zur Reinigung, Pflege oder zur Beeinflussung des Aussehens oder
des Korpergeruchs oder zur Vermittlung von Geruchseindriicken angewendet zu
werden, es sei denn, dass sie Uberwiegend dazu bestimmt sind, Krankheiten, Lei-

den, Korperschaden oder krankhafte Beschwerden zu lindern oder zu beseitigen®.

3.4.3.1 Hautpflegeprodukte

Hautpflege hat zum Ziel, die Haut geschmeidig zu halten und ihre Hornschicht bei
aufgetretenen Schaden in ihrem nattrlichen Regenerationsvermdgen zu unterstitzen
bzw. deren Barriereeigenschaften wiederherzustellen.

Den bei weitem wichtigsten Produkttyp der Hautpflegemittel stellen die Emulsionen
dar. Hierbei handelt es sich um Abmischungen aus Olen bzw. 6lléslichen Substan-
zen und Wasser bzw. wasserldslichen Komponenten. Allgemein versteht man unter
einer Emulsion ein heterogenes System aus zwei miteinander nicht oder nur be-
grenzt mischbaren Flussigkeiten (Phasen). Die eine liegt dabei in Form von Tropf-
chen vor (disperse oder innere Phase), wahrend die andere Flissigkeit eine konti-
nuierliche (koharente oder auRere Phase) bildet. Liegen Oltropfchen fein verteilt in
Wasser vor, so handelt es sich um eine Ol-in-Wasser-Emulsion (O/W-Emulsion), de-
ren Grundcharakter vom Wasser bestimmt wird. Bei der Wasser-in-Ol-Emulsion
(W/O-Emulsion) handelt es sich um das umgekehrte Prinzip.

Der Stabilitat einer Emulsion wirken Aufrahmen bzw. Sedimentation, Aggregation
und Koaleszenz entgegen. Emulsionen von zwei ineinander nicht mischbaren Flus-
sigkeiten, die durch Ruhren oder Schutteln hergestellt wurden, trennen sich daher
schnell wieder in zwei Phasen. Um eine grof3e und stabile Oberflache zu erhalten,
missen grenzflachenaktive Stoffe, sog. Emulgatoren, zugegeben werden. Diese
weisen einen amphiphilen Molekulaufbau auf, bestehend aus einer polaren
(hydrophilen) sowie einer apolaren (lipophilen) Gruppe. Emulgatoren setzen die

Grenzflachenspannung zwischen den Phasen herab und bilden an der Phasen-
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grenze Ol - Wasser einen Grenzflachenfilm aus. Dadurch wird dem irreversiblen Zu-
sammenflie3en der Tropfchen entgegengewirkt.

Die Zahl der bekannten Rahmenrezepturen und der auf dem Markt befindlichen
W/O-Cremes ist weitaus kleiner als die der O/W-Emulsionen. Daflr ist die relativ
kleine Zahl an verfugbaren W/O-Emulgatoren verantwortlich (SCHNEIDER und
WITTERN, 1995). Typische Zusammensetzungen haufig verwendeter Hautpflege-

mittel gehen aus den nachfolgenden Rezepturbeispielen hervor (s. Tab. 1).

Tab. 1 Rahmenrezepturen O/W- und W/O-Creme (SCHNEIDER und WITTERN, 1995)

O/W-Creme W/O-Creme
Inhaltsstoff Massengehalt [%] Inhaltsstoff Massengehalt [%)]
Glycerinmonostearat 2,0 PEG-7-hydriertes 4,0
Rizinusol

Cetylalkohol 3,0 Wollwachsalkohol 1,5
Paraffindl, subliquidum 15,0 Bienenwachs 3,0
Vaseline 3,0 Triglycerid, flissig 5,0
Caprylcaprinsaure- 4,0 Vaseline 9,0
triglycerid

Octyldodecanol 2,0 Ozokerit 4,0
hydriertes Kokosfett 2,0 Paraffindl, subliquidum 4,0
Cetylphosphat 0,4 Glycerin 2,0
Glycerin 3,0 Magnesiumsulfat - 7 H,O 0,7
Natriumhydroxid qg. s. Konservierungsmittel g.s.
Parfiimol g. s. Parfimol g.s.
Konservierungsmittel g. s. ag. dest. ad 100,0
ag. dest. ad 100,0 Ya Ya

Eine spezielle Form der Hautpflegemittel stellen Produkte zur Lippenpflege dar. Cha-
rakteristisch fur die Haut der Lippen ist eine sehr diinne Hornschicht. Die Lederhaut
schiebt gut durchblutete Papillen bis dicht unter die Oberflache. Schweil3driisen sind
an den Lippen nicht zu finden. Die Feuchtigkeit der Lippen rihrt hauptséchlich vom
Mundspeichel her. Da Talgdrisen nur vereinzelt vorkommen, ist die Lippenoberfla-

che praktisch fettfrei. Sie neigt daher stark zum Austrocknen.
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Lippenpflegemittel haben als vornehmliche Aufgabe, das Austrocknen und Rissig-
werden der Lippen zu verhindern. Es handelt sich meist um Mischungen von Wach-
sen und Olen. Daneben werden Konservierungsmittel, Antioxidantien und Pflege-
stoffe eingearbeitet (MOTITSCHKE, 1995). In Tab. 2 ist ein Beispiel fur eine Lippen-

pflegestiftre zeptur aufgefihrt.

Tab. 2 Rahmenrezeptur Lippenpflegestift (MOTITSCHKE, 1995)

Inhaltsstoff Massengehalt [%]
Lanolinalkohol 3,0
Carnaubawachs 3,0
Candellilawachs 7,0
Ozokerit 3,0
Bienenwachs 7,0
Lanolin 10,0
a-Bisabolol 0,1
Panthenol 0,5
Vitamin-E-acetat 2,0
Konservierungsmittel g.s.
Parfumol 0,7
Aloe-Extrakt lipoid 0,5
Antioxidans g.s.
Stearoxydimethicon 1,0
Rizinusol ad 100,0
3.4.3.2 Wirkstoffe

Von UMBACH wurde der Begriff ,kosmetischer Wirkstoff* 1995 wie folgt definiert:
~Substanz in kosmetischen Zubereitungen mit unter Anwendungsbedingungen phy-
sikalischer, physikalisch-chemischer, chemischer, biochemischer und/oder subjekt-
bezogener Wirkung, u. a. zur Beeinflussung von Physiologie und/oder Funktion der
Haut bzw. Schleimhaut und ihrer Anhangsgebilde sowie der Zahne bei Ausschluss

einer signifikanten Wirkung auf den Organismus.”
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Hier soll im Besonderen auf die Wirkstoffgruppe der Antioxidantien mit ihren was-
serldslichen Vertretern a-Glucosylrutin (AGR) und Vitamin C (L-Ascorbinsdure) sowie
dem fettldslichen Vitamin E (a-Tocopherol) und dem Coenzym-Q10-System (CoQ10,

Ubichinon) eingegangen werden (Strukturformeln s. Abb. 2).

OH HOCH,
Ho QH |
HOCH
I on CHs o
o) OR OH H™\—
CH,—0-£-0 HO OH
AGR Vitamin C
(R = Glucosyl-Rest)
CHs 0
HsCO CH
HO CH; CHs  CHs : 3
H3CO A H
HsC 0 CHs
CH, CHs 0 CHs .
Vitamin E CoQ10

Abb. 2 Strukturformeln ausgewahlter kosmetischer Wirkstoffe

Die Aufgabe von Antioxidantien in kosmetischen Produkten fur die Haut besteht u. a.
darin, diese gegen ,oxidativen Stress” zu schitzen. Darunter versteht man z. B. Um-
welteinflisse wie UV-Strahlung, Zigarettenrauch, aber auch in der Atmosphare ent-
haltenes Ozon, die durch Produktion freier Radikale Lipidperoxidation bewirken und
so die Haut schadigen. Die Schutzwirkung von AGR, den Vitaminen C und E sowie
dem CoQ10 in seiner reduzierten Form (Hydrochinon, Ubichinol) ist auf deren Radi-

kalfangereigenschaften zurtickzufiihren (FORSTER et al., 1999).
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4 Material und Methoden

4.1 Probanden

Die in-vivo-Studien wurden an freiwilligen Versuchspersonen, den Probanden,
durchgefihrt. Die Probanden waren beiderlei Geschlechts und je nach Art der Studie
18 - 83 Jahre alt. Als Testareale dienten vorwiegend die Innenseiten der Unterarme
hautgesunder (mit Ausnahme der NO/Psoriasis-Studie) Probanden. Im Falle der
CO,-Messung mussten diese mdglichst unbehaart sein. Grundsatzlich sollten die
Probanden am Vortag der Gasmessungen auf Sauna, schweildtreibenden Sport,
Schwimmbadbesuche sowie intensive Sonnenexposition bzw. Solarium (bei Be-
strahlungstests ab vier Wochen vor Studienbeginn) verzichten. Bei Creme-Studien
durften die Unterarme zudem ab eine Woche vor Testbeginn nicht mehr mit Haut-

pflegeprodukten behandelt werden.
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4.2 Schweinehaut

NO wurde nicht nur in vivo auf Humanhaut, sondern auch ex vivo auf exzidierter,
nicht abgebrihter Rickenhaut ausgewahlter Schlachtschweine (weiblich, ca. 130
Tage alt und 100 kg schwer) bestimmt, und zwar direkt am Tag der Schlachtung

nach Rasur und Entfernung des Unterhautfettgewebes.

Die Wabhl fiel auf Schweinehaut, da diese leicht verfigbar und in ihrer Struktur der
Humanhaut sehr &hnlich ist. Es gibt jedoch auch Unterschiede: So verfigt Schwei-
nehaut beispielsweise nicht Uber ekkrine Drusen, und das Ausmalfd der Behaarung
variiert in Abhangigkeit von der Jahreszeit (BUSCH et al., 1996).

Allgemein ist die Haut von Schweinen an Nacken, Schulter und Riicken am dicksten.
Den Hauptanteil der Cutis macht die Dermis aus. lhre Dicke betragt bei mannlichen

Hausschweinen ca. 5 mm, bei weiblichen dagegen nur knapp 3 mm (MEYER, 1986).
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4.3 NO-Messung

43.1 Messprinzip

Die direkte Erfassung von NO ist mit sog. NO-Analysatoren maoglich. Dieses &aul3erst
empfindliche Verfahren basiert auf der Reaktion von NO mit Ozon und der daraus
resultierenden Chemilumineszenz. Es entstehen energetisch angeregte NO»-
Molekule, die eine breite Strahlungsbande im Wellenlangenbereich von ca.
600 — 1200 nm aussenden, wenn sie auf niedrigere Energieniveaus zurtickfallen:

NO + O3 ® NO* + O (Gl. 13)
NO2* ® NO; + hn (Gl. 14)
(ARCHER, 1993; HAMPL et al., 1996; YAN, 1999)

Abb. 3 zeigt die Funktionsweise eines solchen NO-Analysators: Das (NO-haltige)
Messgas wird in den NO-Analysator gesaugt und stromt durch einen Partikelfilter in
die Reaktionskammer. AuRerdem wird getrocknete Umgebungsluft in das Geréat ge-
zogen und in einen Ozonator geleitet, wo durch elektrische Entladung die fur die
Chemilumineszenzreaktion notwendige Oz-Konzentration erzeugt wird. In der Reak-
tionskammer wird das Ozon mit dem Messgas vermischt. Eine gekuhlte Photomulti-
plierréhre (PMT) detektiert die NO2-Lumineszenz, deren Intensitat nahezu direkt pro-
portional zur NO-Konzentration ist. Die Nachweisgrenze liegt bei 50 ppt NO. Spezifi-
tat wird dadurch gewahrleistet, dass nur gasformige Stoffe, die durch Reaktion mit
Ozon Chemilumineszenz zeigen, detektiert werden (ARCHER, 1993; HAMPL et al.,
1996; THERMO INSTRUMENTS, 1997).
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Abb. 3 Gasflussdiagramm NO-Analysator (THERMO INSTRUMENTS, 1997)

4.3.2 Probennahme

Grundsatzlich kénnen zwei Arten der Probennahme unterschieden werden, die
Steady-State- und die Trap-Technik. Im Falle der Steady-State-Technik wird das von
der Haut diffundierende NO kontinuierlich gemessen, wahrend das Gas bei der Trap-

Technik Uber einen definierten Zeitraum gesammelt wird.

Die Probennahme erfolgte in Anlehnung an WELLER et al. (1996) sowie WELLER
und ORMEROD (1997). Es wurde sowohl mit der Steady-State- als auch mit der
Trap-Technik gearbeitet.

Bei der Steady-State-Technik wurde der gesamte Unterarm (inklusive Hand) in ein
einseitig geschlossenes Edelstahlrohr (LAnge: 43,0 cm, Durchmesser: 11,5 cm) ein-
gefuhrt. An der offenen Seite war ein Schlauch aus gasdichtem Stoff befestigt, der
unterhalb des Ellenbogens per Stretchband zusammengezogen wurde, so dass der
Innenraum des Rohres nach auf3en luftdicht verschlossen war. Am Rohr befanden
sich diagonal zueinander Schlauchanschlisse, Uber die der Gastransport stattfand

(s. Abb. 4).
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Abb. 4 Probennahme mittels Steady-State-Technik

Auch im Falle der Trap-Technik erfolgte die Probennahme mittels eigens zu diesem
Zweck konstruierter Probennahmegefal3e, sog. Kuvetten (Durchmesser: 4,0 cm, Ho-
he: 2,0 cm). Es wurden Kivetten aus Polyethylen (PE) und aus Edelstahl (mit Decke
aus Quarzglas) verwendet, mit jeweils einander gegenuberliegenden Schlauchan-
schlissen. In Abb. 5 ist zu sehen, wie die Klvette zur Probennahme per Stretchband
auf der Haut befestigt wurde. Nach Spilen des GefalZinnenraums mit ,Nullgas” wur-
de sie verschlossen und uber einen Zeitraum von 20 min auf der Haut belassen.

Dann wurde der Kivetteninhalt in den NO-Analysator tUberfihrt.

Abb. 5 Probennahme mittels Trap-Technik
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Die verwendeten Schlauche waren aus Teflon bzw. PE und hatten einen Innen-
durchmesser von 4,0 mm. Als praktisch NO- und Os-freies Trager- bzw. Spulgas fun-

gierte mittels Oxidationsmasse/Aktivkohle gefilterte Raumluft.

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis einer NO-Messung unter Anwendung der
Trap-Technik. Die dicke Linie stellt die NO-Freisetzung des Unterarms eines Pro-
banden dar, die dinne Linie den Blindwert, der auf Edelstahl aufgenommen wurde.
Man sieht, dass die Messung auf Haut zu einem deutlichen Signal fuhrte, was bei

dem Blindwert nicht der Fall war. Die Auswertung erfolgte jeweils Uber die Peakhohe.

35
30 'J
25
2,0

\ —— Stahl
15

' ‘\ — Haut
- \\
0,5 .J

0,0 T ——— T T T

NO-Emission [ppb]

-0,5

Zeit [s]

Abb. 6 NO-Messung auf Edelstahl bzw. Haut (Trap-Technik)

Zur Uberpriifung, ob der durch das Stretchband auf die Haut ausgeiibte Druck die
NO-Messung beeinflusst, wurde bei drei Probanden eine Klvette erst mit minimalem,
dann mit Maximaldruck am Unterarm befestigt. Dabei stellte sich heraus, dass der
Kuvettendruck keinen merklichen Einfluss auf die NO-Werte besitzt (wenig Druck:
4,5+ 1,3 ppb NO, viel Druck: 4,7 £ 0,9 ppb NO).

Als néchstes wurden Reproduzierbarkeitstests durchgefuhrt. Jeweils funfmal wurde
dasselbe Hautareal vermessen. Die Testergebnisse sind in Abb. 7 dargestellt. Im
Falle der Steady-State-Technik lag die Standardabweichung bei ca. 10%, fur die
Trap-Technik ergaben sich 8%.
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Abb. 7 Reproduzierbarkeitstests (n = 5)

Zuletzt wurde Uberprift, ob bei der Trap-Technik zwischen Sammlungsdauer und

gemessenem NO-Wert ein linearer Zusammenhang besteht. Hierzu wurde die Kii-

vette bei zwei Probanden Uber Zeitrdume von 10, 20 und 30 min verschlossen auf

der Haut belassen. Das Ergebnis ist in Abb. 8 zu sehen. Es ergab sich ein relativ ho-

her Korrelationskoeffizient von 0,99.

y =0,1944x L
R?=0,9893

NO-Emission [ppb]
D

10 15 20 25 30
Sammlungsdauer [min]

35

40

Abb. 8 Zusammenhang zwischen Sammlungsdauer und NO-Werten (n = 2)
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4.4 CO,-Messung

44.1 Messprinzip

Das Verfahren beruht darauf, dass CO, Strahlung im IR-Bereich bei einer Wellenlan-
ge von 4,3 um absorbiert. Das Messgas wird kontinuierlich in einen sog. CO,-
Analysator gesaugt (s. Abb. 9). Als praktisch CO,-freies Trager- bzw. Nullgas fungiert
per Natronkalk gefilterte Umgebungsluft. Im CO,-Analysator wird IR-Strahlung ab-
wechselnd durch einen CO,- und einen Ny-Gasfilter geleitet. Der CO,-Gasfilter dient
der Erzeugung eines Referenzsignals, das durch CO, im Messgas nicht weiter abge-
schwacht werden kann. Der Np-Gasfilter ist fur IR-Strahlung durchlassig. Der Analy-
sator reagiert spezifisch auf CO,, da andere Gase auch das Referenzsignal schwa-
chen. Die Nachweisgrenze betragt 6 ppb CO, (THERMO INSTRUMENTS, 1996;
THIELE und VAN KEMPEN, 1972).

Druck-
Wandiler
Elektronik
Vorverstarker
IR-Detektor —g, r
N——— —
— —
Meligas —— -
‘ Flud-
messer
Bandpal- EE Gasfilterrad
Filter 4::: Chopper
IR-Quelle h Choppermaotor
Abluft
2 Kapillare
Pumpe

Abb. 9 Gasflussdiagramm CO,-Analysator (THERMO INSTRUMENTS, 1996)
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4472 Probennahme

Die Probennahme erfolgte, indem die bereits in 4.3.2 beschriebene Stahlkiivette auf
die Haut gedriickt wurde (Messareal: 12,5 cm?). Es wurde kontinuierlich gemessen
(Steady-State-Technik), bis sich ein konstanter Wert eingestellt hatte (ca. 5 min). Als

praktisch CO,-freies Tragergas fungierte per Natronkalk gefilterte Raumluft.

Abb. 10 zeigt das Ergebnis einer solchen CO,-Messung. Der starke Anstieg der CO,-
Konzentration zu Messbeginn ist auf den vergleichsweise hohen CO,-Gehalt der

Raumluft zurtickzufiihren.
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Abb. 10 CO,-Messung auf Edelstahl bzw. Haut (Steady-State-Technik)
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Das Ergebnis des Reproduzierbarkeitstests ist in Abb. 11 dargestellt. Es wurden g-
weils direkt nacheinander fiunf Messungen auf Edelstahl (Blindwert) bzw. auf dem-
selben Hautareal durchgefiihrt. Auf Edelstahl wurde funfmal der gleiche Wert

(0,02 ppm COy) erzielt. Auf Haut ergaben sich im Mittel 0,19 ppm CO, mit einer

Standardabweichung von 0,01 ppm CO;, also etwa 5%.

0,25

0,20

0,15

0,10

CO2-Emission [ppm]

0,05

S
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Abb. 11 Reproduzierbarkeitstest (n = 5)
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4.5 Messung der ultraschwachen Photonenemission

Bei der ultraschwachen Photonenemission (UPE) handelt es sich um eine Lumines-
zenzerscheinung. Darunter versteht man elektromagnetische Strahlung im Spektral-
bereich von UV bis IR, die Atome oder Molekille aussenden, wenn sie von angereg-
ten Energiezustanden auf niedrigere zurtickfallen (SAUERMANN et al., 1999).

Alle lebenden Systeme emittieren permanent Licht geringer Intensitat (10* — 10® Pho-
tonen s'cm™). Die Herkunft dieser ,Biophotonen* ist noch nicht eindeutig geklért.
Eine Theorie ist, dass sie bei Radikalprozessen (z. B. Lipidperoxidation), ausgelost
durch ROS wie Singulett-Sauerstoff, Superoxidanionradikale, Wasserstoffperoxid
oder Hydroxylradikale, freiwerden (MEI, 1994; SAUERMANN et al., 1999).

Die UPE-Messung erfolgt in einer Dunkelkammer, indem der Detektorkopf, der einen
aul3erst leistungsstarken Photomultiplier enthalt, auf die Haut aufgesetzt wird (MEI,
1996; SAUERMANN et al., 1999).
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4.6 Corneometrie

Bei der Corneometrie handelt es sich um eine kapazitive Methode zur Messung der
Hautfeuchtigkeit. Nur ausreichend mit Feuchtigkeit versorgte Haut ist voll funktions-
tichtig. Von grundsatzlicher Bedeutung fir den Wasserhaushalt der Haut ist die
Hornschicht; die lebende Epidermis ist praktisch konstant feucht. Die Corneometrie
beruht auf den sehr unterschiedlichen Dielektrizitdtskonstanten von Wasser (81) und
anderen Stoffen (meist < 7). Auch die trockene Hornschicht ist ein dielektrisches Me-
dium, dessen dielektrische Eigenschaften sich in Abhangigkeit vom Feuchtegehalt
andern (COURAGE, 1994).

Der Messkopf wird mit einem konstanten Druck von 3,5 N auf die Haut gedruckt. Die
Flache des Messareals betragt 49 mm?. Wahrend der Messung durchdringt ein elekt-
risches Streufeld die oberste Hautschicht. Der Messkondensator reagiert auf die in
sein Messvolumen eingebrachten Proben — je nach Wassergehalt — mit unterschied-
lichen Kapazitatsdnderungen. Wahrend einer Messdauer von 20 ms wird so der H,O-
Gehalt der Epidermis in einer Tiefe von 60 — 100 um bestimmt (BAREL et al., 1991,
COURAGE, 1994).



4 Material und Methoden 32

4.7 Messung des transepidermalen Wasserverlustes

Der transepidermale Wasserverlust (TEWL) ist ein wichtiger Parameter zur Beurtei-
lung der Schutzfunktion der Haut, die u. a. darin besteht, nicht zu viel Flussigkeit in

Form von Wasserdampf oder Schweil3 aus dem Korper austreten zu lassen.

Durch die Diffusion von kérpereigenem Wasser baut sich ein Druck auf, der als
TEWL in g/(hm?) messbar ist. Die physikalische Grundlage fiir die TEWL-Messung

stellt das Ficksche Diffusionsgesetz dar:

am _ pasdS (Gl. 15)
dt dx

Der Diffusionsstrom dm/dt gibt an, wieviel Wasser pro Zeiteinheit transportiert wird,
und ist proportional zur Flache A und zum Dichtegradienten dc/dx. D ist hierbei der

Diffusionskoeffizient des Wasserdampfes in der Luft.

Die TEWL-Bestimmung erfolgt mit Hilfe eines sog. Tewameters. Das Herzstlick des
Tewameters ist die Sonde mit einem engen Hohlzylinder (Durchmesser: 10 mm, Ho-
he: 20 mm) als Messkopf. Dieser wird auf die Haut aufgesetzt, so dass das von der
Hautoberflache verdunstende Wasser durch die Sonde austritt. Der dabei auftrete n-
de Dichtegradient wird durch zwei im Zylinder befindliche Sensorenpaare (Feuchte-

und Temperatursensoren) gemessen und mit einem Mikroprozessor ausgewertet.

Je vollkommener die Hautbarriere, desto gréRer ist der dermale Wassergehalt. Ein
niedriger TEWL-Wert charakterisiert folglich einen guten Hautzustand. Schadigungen
der Hautbarriere kénnen durch TEWL-Messungen bereits frihzeitig erkannt werden
(COURAGE und KHAZAKA, 1998).
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4.8 Quantifizierung und Differenzierung der Hautbakterien

48.1 Armfloraabspilung

Zur Gewinnung der auf der Arminnenseite angesiedelten Bakterienflora wurde die
Detergenswaschmethode (,Scrubbing“-Methode) angewandt (RENNIE et al., 1991):
Den Probanden wurde ein Teflonzylinder auf die Haut gesetzt, in den 1 ml Abspul-
puffer pipettiert wurde. Durch vorsichtiges Abschaben (1 min) der obersten Haut-
schicht(en) mit einem teflonbeschichteten Rundspatel gelangten die Bakterien in den
Abspllpuffer. Das im Abspllpuffer enthaltene Triton X-100, ein nichtionisches Ten-
sid, erleichterte die Abldsung der Bakterien von den Korneozyten. Die so gewonnene
Bakteriensuspension wurde dann in 0,5 ml n&hrstoffreiches Enthemmungsmedium
Uberfuhrt.

4.8.2 Keimzahlbestimmung

Die Keimzahlbestimmung erfolgte mittels Plattenverfahren, d. h. die Proben wurden
per Spiralplattierer auf Agarplatten aufgetragen. Der Spiralplattierer benutzt eine
nockenaktivierte Spritze, um die Bakteriensuspension in einer Spiralspur auf die
Oberflache der Agarplatte zu bringen. Die flussigkeitspendende Spritze lagert ab-
nehmende Mengen von Probenfliissigkeit ab, wahrend sie sich von der Mitte der
Platte zum Rand bewegt. Die Ausz&ahlung der Kolonien - angegeben als ,koloniebil-
dende Einheiten pro ml“ (cfu / ml) - erfolgt Gber die Koloniez&hleinheit des Gerates.
Die Armfloraproben wurden unmittelbar nach Probennahme mit Caseinpepton-
Sojamehlpepton-Spezialbouillon (CASO-Spezialbouillon) verdinnt und auf Coryne-
Spezialagar aufgebracht. Dieser Agar wird generell fur die kulturelle Anzucht Ii-
pophiler Corynebakterien herangezogen. Inkubiert wurde 48 h bei 37 °C und 5%
CO,-Atmosphare (DERWORT, 2000).
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4.8.3 Bakteriencharakterisierung

Die Vordifferenzierung der Bakterien erfolgte nach Anzucht durch makroskopische
Morphologiebetrachtung. Diese umfasst Grof3e, Form, Profil und Pigmentbildung der
Kolonien.

Zur weiteren Differenzierung der isolierten Bakterienspezies wurden standardisierte
biochemische ldentifizierungssysteme, api Coryne fur koryneforme Bakterien und
ID 32 Staph fur Staphylokokken, eingesetzt. Diese Testsysteme basieren auf den
unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften der Bakterien: Es wird untersucht,
ob vorgelegte Substrate (z. B. Nitrat) chemisch verandert werden. Die Detektion
abgelaufener Stoffwechselreaktionen erfolgt vorwiegend Uber Farbumschlage
(DERWORT, 2000). So beruht der Nitratreduktase-Nachweis beispielsweise auf der
Umsetzung von Nitrat zu Nitrit. Er erfolgt durch Zugabe von Sulfanilsaure,
1-Naphthylamin und Essigsaure (Griel3-llosvay-Reaktion). Bei Anwesenheit von Nitrit
entsteht ein roter Azofarbstoff (BAUMGART, 1993):

H+
NO,- + H2N@803H —> +NEN4<C:>>*SO3H

e

r-(Op--O)-so

(Gl. 16)
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4.9 Statistische Auswertung

Gearbeitet wurde entweder mit den Originaldaten oder mit einfach bzw. doppelt rela-
tivierten Daten. Die statistische Auswertung dieser Daten erfolgte Uber Mittelwert,
Standardabweichung und — im Falle normalverteilter Daten und n 3 5 — (gepaarten)
zweiseitigen t-Test, ansonsten mittels Wilcoxon-Test. Es wurden folgende Signifi-

kanzniveaus unterschieden:

hochsignifikanter Unterschied p £ 0,01
signifikanter Unterschied 0,01 < p £ 0,05
wahrscheinlicher Unterschied 0,05 < p £ 0,10
tendenzieller Unterschied 0,10 < p £ 0,20
kein Unterschied p > 0,20
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung potentieller NO-Einflussfaktoren
51.1 Beeinflussung der exogenen NO-Synthese

5111 Schweil3

Nachweislich wird NO nicht nur endogen, sondern auch auf der menschlichen Haut
gebildet - durch Reduktion von Nitrat aus dem Schweil3. Ziel dieser Studie war
daher die Untersuchung des Zusammenhangs von Schweif3sekretion und NO-
Konzentration auf der Hautoberflache. Zunachst wurden die unbehandelten Unter-
arme von funf Probanden vermessen (Zeitpunkt t0). Dann wurden auf je ein Mess-
areal per Pflaster 2 ml Antitranspiranslosung (Zirkonal) aufgebracht. Nach 4 h wurde
das Pflaster wieder entfernt. Am folgenden Tag fand ein 15minutiger Saunaaufent-
halt bei 60 °C statt. Im Anschluss daran wurden erneut NO-Messungen durchgefuhrt
(Zeitpunkt t1). Der Saunagang bzw. das damit verbundene Schwitzen der Probanden
bewirkte eine mittlere Erh6hung der NO-Werte um ca. 40% (s. Abb. 12). AulRerdem
zeigte sich, dass die Antitranspirans-Behandlung wirksam war: Die NO-Werte der
behandelten Haut zum Zeitpunkt t1 lagen im Mittel sogar um ca. 15% niedriger als

vor dem Saunagang.
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Abb. 12 NO-Werte unbehandelter und mit Antitranspirans behandelter Haut nach Saunagang (n = 5)
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5112 Bakterien

Der Einfluss der cutanen Bakterienflora auf die NO-Emission der Haut wurde unter-
sucht, indem vor und nach Desinfektion der Hautoberflache Keimzahlbestimmungen
sowie NO-Messungen durchgefiuhrt wurden. AulRerdem wurde eine Identifizierung
der Hautbakterien vorgenommen und gepruft, ob die nachgewiesenen Bakterienspe-
zies Uber das Enzym Nitratreduktase verfigen. Die Untersuchungen wurden an den
Unterarmen von vier Probanden, zwei weiblichen (Proband 1 und 3) sowie zwei
mannlichen (Proband 2 und 4), durchgefiihrt. Die Keimzahlbestimmungen und NO-
Messungen erfolgten an unbehandelter, lediglich mit Wasser gewaschener und mit
Sterillium?® Virugard (Wirkstoff: Ethanol) desinfizierter Haut, jeweils 30 min nach der
Behandlung. An den unbehandelten Arealen fand aul3erdem die Keimdifferenzierung
statt. In Abb. 13 ist zu sehen, dass die beiden weiblichen Probanden im Vergleich zu
den mannlichen selbst auf den unbehandelten Arealen kaum Bakterien aufwiesen
(GroRenordnung: 10? cfu/ml). Dennoch zeigte sich, dass die Desinfektion in allen
Fallen zu 100% wirksam war und bereits Waschen mit Wasser eine starke Reduktion

der cutanen Keime bewirkte.
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0,0E+00 _I —I
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Abb. 13 Keimzahlen in Abhangigkeit von Behandlung mit Wasser bzw. Sterillium? Virugard

* nach Desinfektion keine Keime mehr nachweisbar
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Das Ergebnis der Bakteriendifferenzierung ist in Tab. 3 dargestellt. Staphylococcus

hominis und Micrococcus luteus waren die an den Unterarmen der Probanden domi-

nierenden Bakterienspezies, die beide Uber das Enzym Nitratreduktase verfiigen und

damit in der Lage sind, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, was Voraussetzung fir die Ent-

stehung von NO auf der Hautoberflache ist.

Tab. 3 Vorkommen und Eigenschaften der identifizierten Bakterien

Proband Identifikationsergebnis Vorkommen Nitratreduktase
1 Micrococcus luteus dominierend +
Staphylococcus hominis vereinzelt +
Corynebacterium sp. (lipophil) vereinzelt +
2 Staphylococcus hominis dominierend +
Staphylococcus caprae vereinzelt +
3 Staphylococcus hominis dominierend +
Staphylococcus capitis vereinzelt +
Corynebacterium sp. (lipophil) vereinzelt -
Staphylococcus epidermis vereinzelt +
4 Staphylococcus hominis dominierend +
Micrococcus luteus dominierend +
Corynebacterium sp. (lipophil) vereinzelt -
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Dementsprechend wies das mit Wasser gewaschene Hautareal im Mittel niedrigere
NO-Werte auf als das unbehandelte und das desinfizierte wiederum niedrigere als
das mit Wasser behandelte (s. Abb. 14).
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Abb. 14 NO-Werte vor und nach Behandlung mit Wasser bzw. Sterillium? Virugard (n = 4)
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5.1.1.3 Nitrit

Zur Untersuchung des Einflusses von Nitrit auf die NO-Emission der Haut wurden bei
drei Probanden die Messareale mit 50 ul einer 0,5% Natriumnitrit enthaltenden O/W-
Emulsion bzw. dem entsprechenden Placebo behandelt. Vor sowie 1% h nach Pro-
duktanwendung wurden NO-Messungen durchgefuhrt. Abb. 15 zeigt, dass die Nitrit-
behandlung einen starken Anstieg der NO-Werte zur Folge hatte. Ergdnzend dazu
wurde bei einem anderen Probandenkollektiv die UPE in Abhangigkeit von Nitrit-

applikation gemessen. Auch hierbei war eine Erh6hung der Werte zu verzeichnen.
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Abb. 15 Einfluss topischer Nitritapplikation auf NO- und Photonenemission der Haut
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5114 pH-Wert

In diesem Experiment wurde der Einfluss des pH-Wertes von Hautpflegeprodukten
auf die NO-Emission der Haut untersucht. Hierzu wurden bei drei Probanden 50 pl
einer auf pH 5 bzw. pH 9 eingestellten O/W-Emulsion auf die Messareale aufge-
bracht. Nach 1 h wurden diese Hautareale sowie ein unbehandeltes Kontrollareal
vermessen. Das Ergebnis ist in Abb. 16 zu sehen. Relativiert auf ,unbehandelt*

fuhrte die sauer eingestellte Emulsion zu deutlich héheren NO-Werten (1,5 £ 0,3) als

das entsprechende basische Produkt (1,0 £ 0,2).
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Abb. 16 pH-Abhangigkeit der NO-Emission der Haut (n = 3)
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5.1.2 Beeinflussung der endogenen NO-Synthese

5.1.2.1 L-Arginin

Ziel dieser Studie war herauszufinden, ob topische Applikation von L-Arginin eine
messbare Steigerung der NO-Emission der Haut bewirkt. Hierzu wurde L-Arginin
1%ig in eine O/W-Emulsion eingearbeitet. Es wurden ein Kurz- und ein Langzeittest
durchgefiihrt. Der Kurzzeittest erfolgte mit drei Probanden, deren cutane NO-
Emission vor sowie 1 h nach einmaliger Applikation von 50 pl argininhaltigem Pro-
dukt bzw. entsprechendem Placebo auf das Messareal bestimmt wurde. Fur den
Langzeittest wurden die beiden Produkte von zehn Probanden lber einen Zeitraum
von einer Woche zweimal taglich an den Unterarmen angewendet, am Messtag je-
doch nicht mehr. Abb. 17 zeigt, dass weder im Kurz- noch im Langzeittest eine Zu-

nahme der NO-Werte durch Behandlung mit L-Arginin zu verzeichnen war.
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Abb. 17 Einfluss topischer Applikation von L-Arginin auf die NO-Emission der Haut
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5.1.2.2 L-NA

Als nachstes wurde untersucht, ob topische Applikation des NOS-Hemmers L-NA
eine Reduktion der NO-Emission der Haut bewirkt. Hierzu wurden an funf Probanden
vor sowie 1 h nach Anwendung von 50 pl einer 1% L-NA enthaltenden O/W-
Emulsion bzw. dem entsprechenden Placebo NO-Messungen durchgefuhrt. In drei
Fallen kam es zwar zu einer Abnahme der NO-Werte durch Behandlung mit dem Ve-
rum, bei zwei Probanden jedoch zu einer Erh6hung, so dass im Mittel kein Unter-

schied zwischen Placebo und Verum feststellbar war.

5.1.2.3 Durchblutung

Einige Nicotinsédureester, darunter Methylnicotinat, zeichnen sich durch hyperamisie-
rende Wirkung aus (MUTSCHLER, 2001). Daher wurden drei Probanden mit 0,05%
in eine W/O-Emulsion eingearbeitetem Methylnicotinat behandelt. Gemessen wurde
jeweils 30 min nach Applikation von 50 pl nicotinathaltigem Produkt bzw. entspre-
chendem Placebo. Aus der folgenden Abbildung geht hervor, dass Methylnicotinat

bei allen Probanden zu einer Steigerung der NO-Emission der Haut fuhrte.
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Abb. 18 NO-Werte nach Durchblutungsférderung mit Methylnicotinat
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5.1.2.4 UV-Strahlung

UV-A-Strahlung

Zur Untersuchung des Einflusses von UV-A-Bestrahlung auf die NO-Emission der

Haut wurden bei drei Probanden NO-Messungen wahrend funfmindtiger UV-A-
Exposition (Strahlungsleistung: 6,0 mW/cm?) durchgefiihrt. Als ProbennahmegefaR
diente die Stahlkuvette mit der Decke aus Quarzglas. In einem Kontrollexperiment
wurde die gleiche Messung statt auf Haut auf Edelstahl durchgefihrt. Abb. 19 zeigt,
dass die UV-A-Exposition zwar eine Zunahme der NO-Emission der Haut zur Folge

hatte, dass aber auch auf Stahl ein Bestrahlungseffekt zu verzeichnen war.
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Abb. 19 NO-Messung wéhrend 5 min UV-A-Bestrahlung mit 6,0 mwW/cm?
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Sonnensimulator

In einer weiteren Bestrahlungsstudie wurde untersucht, inwiefern UV-Bestrahlung
(UV-A und -B) mit minimaler Erythemdosis (MED) die NO-Emission der Haut beein-
flusst. Vermutet wurde, dass UV-induzierte Hautrotung aufgrund der damit verbun-
denen Vasodilatation zu einem Anstieg der NO-Werte fuhrt. Um dies zu zeigen, wur-
den zunéchst die unbestrahlten Unterarme von finf Probanden vermessen. Dann
wurde bestrahlt und unmittelbar, 3, 6 und 24 h nach der UV-Exposition erneut die
NO-Emission der Haut bestimmt. Das Ergebnis ist in Abb. 20 dargestellt. Uberra-
schenderweise war kein Zusammenhang zwischen UV-Bestrahlung und NO-

Freisetzung der Haut erkennbar.
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Abb. 20 Zusammenhang zwischen Bestrahlung mit 1,0 MED und NO-Emission der Haut (n = 5)
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5.1.3 Physikalische Einflussfaktoren

5.13.1 Temperatur

Zur Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf die NO-Emission der Haut
wurde zunachst bei drei Probanden je eine NO-Messung bei Raumtemperatur (RT)
durchgefiihrt. Anschlieend wurde das Hautareal durch Fohnen erwarmt und ein
zweites Mal an derselben Stelle gemessen, was bei allen Probanden eine Zunahme
der NO-Werte zur Folge hatte (s. Abb. 21).
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Abb. 21 Temperaturabhangigkeit der NO-Emission der Haut
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5.13.2 Hautbarriere

Der Einfluss der Hautbarriere auf die NO-Emission der Haut wurde untersucht, indem
bei drei Probanden die Haut am Unterarm mit verschiedenen Methoden geschadigt
wurde:

1. Das zu vermessende Hautareal wurde hundertmal mit einem Einmalrasierer be-
handelt.

2. Mit drei in Aceton getrankten Wattestabchen wurde mehrere Minuten Uber die
gestraffte Haut gerieben.

3. An ein Hautareal mit einem Durchmesser von 5 mm wurde Uber einen Zeitraum
von 2 — 3 h ein leichter Unterdruck (ca. 250 mbar) angelegt und die so entstande-
ne Saugblase (Suction Blister) dann abgeschnitten.

Es wurden jeweils vor und nach der Hautschadigung NO-Messungen durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 22 zu sehen. In allen drei Féllen kam es zu einer Steige-

rung der NO-Emission der Haut durch die Barriereschadigung. Das Rasieren he-

wirkte eine mittlere Erhéhung der NO-Werte um ca. 85%, die Aceton-Behandlung um

ca. 50% und das Blasenziehen um ca. 20%.
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Abb. 22 Einfluss unterschiedlicher Arten der Hautschadigung auf die NO-Emission der Haut (n = 3)
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514 Chemische Einflussfaktoren

5.14.1 Natriumlaurylsulfat

Bei drei Probanden wurde auf chemischem Weg eine Entziindung verursacht, indem
0,1 ml einer 2%igen L6sung von Natriumlaurylsulfat (SDS) fur 24 h okklusiv auf ein
Hautareal mit einem Durchmesser von 1,5 cm aufgebracht wurde. Vor und nach Be-
handlung der Haut mit dem hautreizenden Tensid wurden NO-Messungen durchge-
fuhrt. Das Ergebnis dieses Experiments ist in Abb. 23 dargestellt. Es kam zu einem
Anstieg der NO-Werte von 2,2 £ 0,4 auf 2,7 £ 0,1 ppb. Das Ausmal} der Hautschadi-

gung zeigte sich anhand von TEWL-Werten, die sich verdoppelt hatten.
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Abb. 23 TEWL- und NO-Werte vor und nach chemischer Induktion einer Entziindung (n = 3)
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5.14.2 Wasserstoffperoxid

Hier wurde untersucht, inwiefern Behandlung mit 2%iger Wasserstoffperoxidldsung
die NO-Emission der Haut beeinflusst. Bei vier Probanden wurden vor sowie ca.
2 min nach Behandlung des Messareals mit 50 pl H,O»-Losung (nach Einziehen
bzw. Verdampfen des Losungsmittels) NO-Messungen durchgefiihrt. Die H,O»-
Behandlung bewirkte eine Erhéhung der NO-Werte von 1,9 + 0,6 auf 2,8 + 0,4 ppb
(s. Abb. 24). Bei einem Probanden wurden zudem UPE-Messungen in Abhangigkeit

von H,O»-Behandlung durchgefiihrt, wobei ebenfalls ein deutlicher Anstieg der Werte
zu verzeichnen war.
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Abb. 24 NO- und UPE-Werte in Abhangigkeit von H,O,-Behandlung



5 Ergebnisse 50

5.15 Einfluss individueller Disposition

5.15.1 Tageszeit

Zur Untersuchung, ob die NO-Emission der Haut einen circadianen Rhythmus auf-
weist, wurden im zeitlichen Abstand von 4 h an den Unterarmen von vier Probanden
morgens, mittags und abends NO-Messungen durchgefiihrt. Abb. 25 zeigt, dass es
im Laufe des Vormittags zu einem recht starken Absinken der NO-Werte von
0,7+ 0,4 auf 0,3 £ 0,1 ppb kam, wahrend sich die Werte am Nachmittag kaum noch

veranderten.
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Abb. 25 Tageszeit-Abhangigkeit der NO-Emission der Haut (n = 4)
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5.1.5.2 Kdrperregion

Da NO nachweislich nicht nur endogen, sondern auch auf der Hautoberflache durch
Reduktion von Nitrat aus dem Schweild produziert wird, war angenommen worden,
dass Korperregionen mit besonders hoher SchweilR3driisendichte, wie z. B. der
Handteller, auch verstarkt NO emittieren. In der folgenden Abbildung ist zu sehen,

dass dies bestatigt werden konnte.
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Abb. 26 Vergleich der NO-Emission von Unterarm und Handteller
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5.15.3 Alter

In dieser Studie wurde untersucht, ob zwischen Lebensalter und NO-Emission der
Haut ein Zusammenhang besteht. Hierzu wurden an den linken Unterarmen acht
junger sowie acht alterer Probanden (Durchschnittsalter: 21,3 bzw. 73,9) NO-
Messungen durchgefuhrt. Fir das junge Probandenkollektiv ergaben sich zwar etwas
hoéhere NO-Werte als fur das altere, dieser Unterschied erwies sich jedoch nicht als
statistisch signifikant (s. Abb. 27).
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Abb. 27 Zusammenhang zwischen Alter und NO-Emission der Haut (n = 8)
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5.154 Psoriasis

Zur Untersuchung des Einflusses der Hautkrankheit Schuppenflechte auf die NO-
Emission der Haut wurden an den linken Unterarmen acht kranker und sieben ge-
sunder Probanden NO-Messungen durchgefuhrt. Abb. 28 zeigt das Ergebnis dieser
Studie. Die Psoriasis-Kranken emittierten 1,2 + 0,9 ppb NO, die Hautgesunden da-
gegen lediglich 0,8 + 0,2 ppb. Dieser Unterschied erwies sich jedoch nicht als signifi-

kant.
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Abb. 28 Einfluss von Psoriasis auf die NO-Emission der Haut
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5.155 Rauchen

Aktivrauchen

Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses von Zigarettenrauchinhala-
tion auf die NO-Emission der Haut. Hierzu wurden sowohl die Basiswerte der linken
Unterarme eines Raucher- und eines Nichtraucherkollektivs miteinander verglichen
als auch — bei den Rauchern wie bei den Nichtrauchern — NO-Messungen (Steady-
State-Methode) vor und unmittelbar nach dem Rauchen einer Filterzigarette der Mar-
ke ,Gauloises Blondes” durchgefihrt. Bedingung fur die Raucher war, durchschnitt-
lich nicht weniger als funf Zigaretten am Tag zu rauchen, vor Studienbeginn jedoch
mindestens 12 h nicht geraucht zu haben. Kontamination des Messareals mit Ziga-
rettenrauch von auf3en wurde durch vollstandiges Abdecken des linken Arms sowie
Rauchen mit der rechten Hand im Freien ausgeschlossen. Abb. 29 zeigt, dass sich
der Akuteffekt des Rauchens in einer leichten (nicht signifikanten) Abnahme der NO-
Emission der Haut aul3erte, bei den Rauchern in starkerem Ausmal’d als bei den
Nichtrauchern. Dagegen war die Wirkung chronischen Rauchens eindeutig: Die Haut
der Raucher wies mit 13,5 = 7,0 ppb signifikant héhere NO-Werte auf als die der

Nichtraucher (8,6 + 5,0 ppb; p = 0,022).
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Abb. 29 Einfluss von Rauchen auf die NO-Emission der Haut
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In einem Folgeexperiment wurde der Akuteffekt von Zigarettenrauchinhalation auf die
UPE untersucht. Es wurden ausschlie3lich Raucher vor und nach dem Rauchen ei-
ner Zigarette vermessen. Aus Abb. 30 geht hervor, dass das Rauchen der Zigarette
ein signifikantes — wenn auch geringes - Absinken der UPE-Werte zur Folge hatte
(p =0,043).
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Abb. 30 UPE-Werte vor und nach Rauchen einer Zigarette (n = 22)
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Passivrauchen

Als nachstes wurde untersucht, wie von aul3en an die Haut gelangender Zigaretten-
rauch die NO-Konzentration auf der Hautoberflache beeinflusst. Mit der Stahlkuvette
wurden NO-Messungen an drei Probanden in vivo sowie in vitro (auf Glas) vor und
nach 30 s Zigarettenrauchexposition durchgefihrt. Die Messergebnisse sind in
Abb. 31 zusammengefasst. Der Zigarettenrauch bewirkte bei Glas und Haut einen

starken Anstieg der NO-Werte, der auf Haut aber entschieden ausgepragter war.
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Abb. 31 NO-Werte vor und nach Zigarettenrauchexposition
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Erganzend hierzu wurden bei einem Probanden UPE-Messungen vor und nach Ziga-

rettenrauchexposition durchgefihrt. Das Resultat ist in Abb. 32 zu sehen. Der Ziga-

rettenrauch bewirkte eine deutliche Zunahme der Photonenemission.

250

— 200 1
7))
1S
o
o
f 150
(2]
IS
>
8,100
L
o
5
50
0 WWWWMAMWMMW
0 50 100 150 200 250
t [500 ms]

—10

—

Abb. 32 UPE der Haut in Abhangigkeit von Zigarettenrauchexposition
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Nicotin

Ziel dieses Experiments war die Untersuchung der Wirkung von Nicotin auf die NO-
Emission der Haut. Hierzu wurden bei finf Nichtrauchern NO-Messungen (Proben-
nahme mittels Stahlrohr) vor und nach 3Yzstiindigem Tragen von Nicotin-Pflastern
(Nicotinell 3 P 17,5 mg Nicotin / 24 h) durchgefihrt. GemaR Abb. 33 war im Mittel

eine Reduktion der NO-Emission der Haut durch das Nicotin-Pflaster zu verzeichnen.
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Abb. 33 Wirkung von Nicotin auf die NO-Emission der Haut (n = 5)

5.1.6 Einfluss kosmetischer Mittel

5.1.6.1 Hautpflegeprodukte

Der Einfluss einer klassischen O/W-Emulsion auf die NO-Emission der Haut wurde in
Form eines Kurz- und eines Langzeittests untersucht. In beiden Fallen wurden ai-
nachst die unbehandelten Unterarme der Probanden vermessen. Beim Kurzzeittest
wurden auf ein Messareal einmalig 50 ul Produkt aufgebracht, wahrend ein anderes
unbehandelt blieb. Bereits nach 1 h fand die t1-Messung statt. Im Langzeittest wurde
die Emulsion Uber einen Zeitraum von einer Woche zweimal taglich angewendet und
erst am Tag darauf wieder gemessen. Beide Testdesigns fuhrten zu dem gleichen
Ergebnis: Es war kein Unterschied zwischen behandelter und unbehandelter Haut

feststellbar.
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5.16.2 Wirkstoffe

Untersuchungen in / ex vivo

Zur Untersuchung des Einflusses topischer Applikation unterschiedlicher Antioxidan-
tien auf die NO-Emission der Haut wurde mit 0,3% Vitamin E, 3% Vitamin C bzw.
0,3% AGR enthaltenden Produkten ein Kurzzeittest durchgefihrt. Mit Vitamin C und
AGR fand zudem ein Langzeittest statt. Fur die Vitamin-E-Studie standen funf Pro-
banden zur Verfugung, fir Vitamin C neun, und das AGR-Kollektiv umfasste zehn
Probanden. Zunachst wurden die unbehandelten Unterarme vermessen. Dann wur-
den definiert 50 ul wirkstoffhaltiges Produkt bzw. das entsprechende Placebo auf die
Messareale aufgebracht. 2 h nach dieser einmaligen Produktapplikation (Kurzzeit-
test) sowie im Falle des Langzeittests nach einer Woche zweimal taglicher Produkt-
anwendung (mit Ausnahme des Messtages) wurden weitere NO-Messungen durch-
gefuhrt. Das Vitamin-C-haltige Produkt bewirkte innerhalb von 2 h nach einmaliger
Anwendung eine hochsignifikante Erh6hung der NO-Werte um mehr als Faktor 5,
wahrend bei den beiden anderen wirkstoffhaltigen Praparaten im Vergleich zu den
entsprechenden Placebos kein Unterschied feststellbar war (s. Abb. 34). Abb. 35
zeigt, dass einwochige Behandlung mit Vitamin C zwar auch zu einem Anstieg der
NO-Werte flhrte, jedoch lediglich um ca. 85% und nicht signifikant. Eine statistisch
signifikante Zunahme der NO-Emission der Haut um fast 40% wurde dagegen im
AGR-Langzeittest erzielt (p = 0,044).
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Abb. 34 Wirkung verschiedener Antioxidantien auf die NO-Emission der Haut (Kurzzeittest)
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Abb. 35 Wirkung von Vitamin C und AGR auf die NO-Emission der Haut (Langzeittest)
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Erganzend zu dieser Studie wurden weitere Experimente durchgefuhrt, um aufzuki-
ren, auf welchen Mechanismus der starke Anstieg der NO-Werte innerhalb von 2 h
nach einmaliger Vitamin-C-Applikation zurtickzufihren ist. Bei einem Probanden
wurde die NO-Emission der Haut in unterschiedlichen Zeitintervallen (sofort,
30 min, 1 h, 2 h und 4 h) nach Behandlung mit Vitamin C bestimmt. Die NO-
Sammlungsdauer betrug in diesem Fall nur 10 min. In Abb. 36 ist zu sehen, dass die
NO-Werte unmittelbar nach Anwendung des Vitamin-C-haltigen Produktes stark an-
stiegen, nach 30 — 60 min ihr Maximum erreichten und dann wieder rapide abfielen.
Im Anschluss daran wurde der Versuch ex vivo auf Schweinehaut wiederholt. Auch
hierbei nahmen die NO-Werte zu, jedoch deutlich langsamer als auf Humanhaut

in vivo, so dass das Maximum erst nach 2 h erreicht war.
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Abb. 36 Vitamin-C-Kinetik auf Humanhaut in vivo sowie Schweinehaut ex vivo
t1: sofort nach Behandlung
t2: 30 min nach Behandlung
t3: 1 h nach Behandlung
t4: 2 h nach Behandlung
t5: 4 h nach Behandlung
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Untersuchungen in vitro

Bei Applikation von Vitamin C enthaltendem Produkt in vitro (auf Glas bzw. Edel-
stahl) konnte sofort nach Behandlung zwar kein Vitamin-C-Effekt festgestellt werden,
2 h spater war jedoch eine grof3e Zunahme der NO-Werte zu verzeichnen — unab-
hangig vom verwendeten Material. AuRerdem wurde ein 24-h-Wert aufgenommen,
der sogar noch etwas héher lag (s. Abb. 37).
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Abb. 37 Vitamin-C-Kinetik auf Glas (n = 2)
t1: sofort nach Behandlung
t2: 2 h nach Behandlung
t3: 24 h nach Behandlung
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Zur Erklarung dieses Phanomens wurde untersucht, ob der Gasraum tber der Probe
einen Einfluss hat. In einem ersten Versuch hierzu wurde die Kivette vor der Mes-
sung statt mit gefilterter Raumluft mit Stickstoff durchgespult und auch Stickstoff als
Tragergas verwendet. Dies brachte jedoch keine Veranderung. Daraufhin wurden die
Umgebungsbedingungen nach Produktapplikation variiert. Die Probe wurde unter
ungefilterter Raumluft, gefilterter Raumluft, Stickstoff bzw. Argon aufbewahrt. Das
Ergebnis ist in Abb. 38 dargestellt: Je ,sauberer” der die Probe wéhrend der Lage-
rung umgebende Gasraum war, desto niedriger waren auch die Messwerte.

NO-Emission (relativiert auf Placebo)

Raumluft gefilterte Raumluft Stickstoff Argon

Abb. 38 Vitamin-C-Effekt in Abh&ngigkeit von der Lageratmosphéare
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Ein weiteres Experiment diente der Untersuchung des Einflusses der Produktmatrix
auf die NO-Werte. Es wurden sowohl! die 3% Vitamin C enthaltende Emulsion als
auch eine 3%ige wassrige Vitamin-C-Ldsung auf Glas aufgetragen (je 50 pl) und je-
weils 2 h nach der Behandlung NO-Messungen durchgefuhrt. Fur die Emulsion erga-
ben sich 6,0 ppb NO, fur die wassrige Losung 6,1 ppb. Damit konnte ausgeschlossen
werden, dass die Produktmatrix fur den Vitamin-C-Effekt verantwortlich ist.

AbschlieBend wurde untersucht, ob der Vitamin-C-Effekt auf die reduzierenden
Eigenschaften der Ascorbinsaure zurtickzufuhren ist, indem eine 3%ige wassrige
Losung von L(+)-Ascorbinsdure mit ebenfalls reduzierend wirkender Kaliumiodidlo-
sung gleicher Konzentration verglichen wurde. Wie aus Abb. 39 ersichtlich, fihrte die
Vitamin-C-LOsung wieder zu einem deutlichen Ansteigen der NO-Konzentration,

wahrend bei der lodidlésung praktisch kein Effekt feststellbar war.
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Abb. 39 Einfluss der reduzierenden Eigenschaften von Ascorbinsaure auf den Vitamin-C-Effekt (n = 2)
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5.2 Untersuchung potentieller CO,-Einflussfaktoren
521 Physikalisch-chemische Einflussfaktoren

52.11 Temperatur

Zur Untersuchung des Einflusses der Hauttemperatur auf die CO,-Emission wurde
bei drei Probanden zunachst eine CO,-Messung bei RT durchgefuhrt. Dabei ergaben
sich 0,24 £ 0,04 ppm CO,. AnschlieRend wurde ein zweites Mal an derselben Stelle
gemessen, das Hautareal wéahrenddessen jedoch warm geféhnt, was einen Anstieg

der CO2-Werte auf 0,35 + 0,08 ppm zur Folge hatte (s. Abb. 40).
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Abb. 40 Temperaturabhangigkeit der CO,-Emission der Haut (n = 3)
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5.2.1.2 Feuchtigkeit

Nach einer t0-Messung wurde der Unterarm eines Probanden fir 5 min in Wasser
gebadet, abgetrocknet und sofort sowie nach 30 und 60 min vermessen. Neben CO;
wurde die Hautfeuchte bestimmt. Abb. 41 zeigt das Ergebnis dieses Experiments.
Sowohl der Corneometer- als auch der CO,-Wert stiegen durch die Hautbefeuchtung
stark an. Die Hautfeuchte hatte bereits nach 30 min wieder ihren Ausgangswert er-

reicht, wahrend dies beim CO; auch nach 60 min noch nicht ganz der Fall war.
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Abb. 41 Hautfeuchte und CO,-Emission der Haut vor und nach flinfminttigem Wasserbad
t1: sofort nach Wasserbad
t2: 30 min nach Wasserbad

t3: 60 min nach Wasserbad
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5213 pH-Wert

Der Einfluss des pH-Wertes der Hautoberflache auf die CO»-Emission der Haut wur-
de untersucht, indem bei drei Probanden jeweils ein Messareal mit 50 pl einer auf
einen pH-Wert von 5 eingestellten Creme, ein anderes mit dem entsprechenden
pH-9-Produkt behandelt wurde. Es wurden sowohl pH- als auch CO,-Messungen vor
sowie 15 min nach der Behandlung durchgefuihrt. In Abb. 42 ist zu sehen, dass mit
der pH-5-Creme im Mittel ein Haut-pH-Wert von 5,2 und mit dem pH-9-Produkt ein
mittlerer Haut-pH von 6,4 erzielt wurde. Die auf tO relativierten CO,-Werte des pH-5-

Hautareals waren mit 1,11 + 0,06 deutlich hdher als die des mit der pH-9-Creme be-

handelten Areals (0,91 + 0,08).
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Abb. 42 Zusammenhang zwischen pH-Wert der Hautoberflache und CO,-Emission der Haut (n = 3)
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5214 Hautbarriere

Ziel der folgenden Untersuchungen war festzustellen, ob der Zustand der Hautbarrie-
re einen Einfluss auf die CO,-Emission der Haut hat. Hierzu wurde die Hautbarriere
mit unterschiedlichen Mitteln geschadigt und verfolgt, ob sich dies auf die CO,-Werte

auswirkt.

tesa® -Stripping

Fir das tesa®-Stripping wurden tesa®-Film-Streifen der MaRe 5 cm x 10 cm auf die
Haut geklebt, durch finfmaliges Hin- und Herbewegen einer 1-kg-Andruckrolle ange-
drickt und anschlieend wieder abgezogen. Je Proband wurden von einem Haut-

areal nacheinander fiinf tesa®-Strips genommen. In allen vier Fallen filhrte die Barrie-

reschadigung durch tesa®-Stripping zu einem Anstieg der CO,-Werte (s. Abb. 43).
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Abb. 43 CO,-Emission der Haut vor und nach flinfmaligem tesa’ -Stripping
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Rasur

Eine andere Moglichkeit der Barriereschadigung stellt das hundertmalige Rasieren
eines Hautareals mit einem Einmalrasierer dar. Bei drei Probanden wurden vor sowie
sofort und 30 min nach der Barriereschadigung TEWL- und CO»,-Werte aufgenom-
men. Abb. 44 zeigt, dass unmittelbar nach dem Rasieren ein deutlicher Anstieg bei-

der Messparameter zu verzeichnen war, die Werte jedoch nach 30 min bereits wie-

der sanken.
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Abb. 44 TEWL- und CO,-Werte vor und nach Barriereschadigung durch Rasur (n = 3)
t1: sofort nach Rasur

t2: 30 min nach Rasur
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5.2.2 Einfluss der Durchblutung

5.2.2.1 Reibung

Zunachst wurde die Durchblutung der Haut mechanisch mittels Reibung angereqt,
indem bei drei Probanden 10 s lang kraftig mit einem Frottiertuch tGber die Haut ge-
rieben wurde. Vorher sowie im direkten Anschluss daran wurde jeweils eine CO,-
Messung durchgefuhrt. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abb. 45 dargestellt.

Reibung bewirkte bei allen Probanden eine Zunahme der CO;-Emission der Haut.
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Abb. 45 Einfluss von Reibung auf die CO,-Emission der Haut
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5222 Nicotinsaureester

In einem zweiten Experiment wurde die Durchblutung der Haut chemisch durch topi-
sche Applikation des durchblutungsférdernd wirkenden Nicotinsaureesters Methylni-
cotinat stimuliert. Hierzu wurden bei drei Probanden jeweils 50 ul einer 0,05% Me-
thylnicotinat enthaltenden Creme bzw. des entsprechenden Placebos auf das Mess-
areal aufgebracht. Vor sowie 30 min nach der Behandlung, als eine deutliche Haut-
rétung zu verzeichnen war, wurden die Hautfeuchte und die CO,-Emission der Haut
gemessen. Abb. 46 zeigt, dass das nicotinathaltige Praparat im Vergleich zum Pla-
cebo bei allen Probanden - trotz Zunahme der Hautfeuchte (s. 5.2.1.2) - eine Re-

duktion der CO,-Werte bewirkte.
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Abb. 46 Hautfeuchte und CO,-Emission nach Durchblutungsférderung mit 0,05% Methylnicotinat
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5.2.3 Einfluss von UV-Strahlung

5.2.3.1 UV-A-Strahlung

Zuerst wurde untersucht, ob unmittelbar nach einmaliger UV-A-Exposition eine Ver-
anderung der CO»-Werte feststellbar ist. Hierzu wurden drei Probanden vor sowie
unmittelbar nach 45 s UV-A-Bestrahlung (Strahlungsleistung: 18,5 mW/cm?) vermes-
sen. Das Ergebnis ist in Abb. 47 dargestellt. Direkt nach einmaliger UV-A-Exposition

war bei allen Probanden eine leichte Erhéhung der CO,-Werte zu verzeichnen.
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Abb. 47 CO,-Werte vor und sofort nach einmaliger UV-A-Bestrahlung mit 0,8 Jiem?

Als nachstes wurde bei sieben Probanden je ein Unterarmareal Uber einen Zeitraum
von 19 Tagen repetitiv UV-A-Strahlung steigender Dosis (Gesamtstrahlungsdosis:
ca. 400 J/cm?) ausgesetzt. Vor und ca. 24 h nach dem Bestrahlungsblock wurden
sowohl auf dem bestrahlten Hautareal als auch auf einem unbestrahlten Kontrollareal
CO»-Messungen durchgefuhrt. Relativiert auf tO ergaben sich fir den unbestrahlten
Unterarm im Mittel 1,12 + 0,26 und fur das bestrahlte Areal 1,11 = 0,19 ppm COs,.
Folglich hat repetitive UV-A-Bestrahlung keinen Einfluss auf die CO,-Emission der

Haut.
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5232 Sonnensimulator

Abschlieend wurde untersucht, inwiefern UV-Bestrahlung mit 1,3 MED die CO»-
Emission der Haut beeinflusst. Zunachst wurde bei sieben Probanden die CO»-
Emission unbestrahlter Haut bestimmt. Weitere CO,-Messungen fanden unmittelbar,
3, 6 und 24 h nach der UV-Exposition statt. Die bestrahlten Hautareale wiesen zwar
zu jedem Zeitpunkt t1 bis t4 nach UV-Exposition etwas niedrigere CO,-Werte auf als
die unbestrahlten Kontrollareale (s. Abb. 48), It. gepaartem t-Test waren jedoch zu
keinem der vier Messzeitpunkte signifikante Unterschiede zwischen bestrahlt und
unbestrahlt nachweisbar.
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Abb. 48 Einfluss von UV-Bestrahlung mit 1,3 MED auf die CO,-Emission der Haut (n = 7)
t1: sofort nach Bestrahlung
t2: 3 h nach Bestrahlung
t3: 6 h nach Bestrahlung
t4: 24 h nach Bestrahlung
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524 Einfluss der Hautbakterien

Zur Untersuchung des Einflusses der cutanen Bakterienflora auf die CO,-Emission
der Haut wurde bei vier Probanden jeweils ein Unterarm mit Sterillium? Virugard
desinfiziert. Gemessen wurde vor sowie 30 min nach der Desinfektion. Abb. 49 zeigt,
dass die Sterillium®-Behandlung bei allen Probanden zu einer deutlichen Verringe-

rung der CO,-Werte fuhrte.
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Abb. 49 CO,-Werte vor und 30 min nach Desinfektion der Haut mit Sterillium? Virugard
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5.25 Einfluss individueller Disposition

5.25.1 Kdrperregion

Bei vier Probanden wurde ein direkter Vergleich der CO,-Emission von Unterarm und
Wade durchgefuhrt. In allen Fallen ergaben sich an der Wade niedrigere CO,-Werte

als am Unterarm (s. Abb. 50).
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Abb. 50 Vergleich der CO,-Emission von Unterarm und Wade
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5.25.2 Alter

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Altersabhangigkeit der CO,-Emission
der Haut. Hierzu wurden die Unterarme zehn junger (unter 25 Jahre alt) sowie neun
alterer Probanden (Uber 70 Jahre alt) vermessen. Neben den CO,-Messungen wur-
den corneometrische Messungen zur Bestimmung der Hautfeuchte durchgefthrt.
Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung dargestellt. Das junge Probandenkollek-
tiv wies im Vergleich zu den &lteren Probanden zwar eine hochsignifikant geringere
Hautfeuchtigkeit auf, zeigte jedoch ein signifikant gréReres Ausmall an CO;-
Emission (jung: 0,31 + 0,06 ppm, alt: 0,25 + 0,02 ppm; p = 0,020).
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Abb. 51 Altersabhangigkeit von Hautfeuchte und CO,-Emission der Haut
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5.25.3 Ethnische Herkunft

Es wurde untersucht, ob sich die Unterarmhaut von Kaukasiern, Asiaten (vorwiegend
Philippiner) und Schwarzafrikanern ungefahr gleichen Alters hinsichtlich ihrer CO»-
Emission unterscheidet. In Abb. 52 ist zu sehen, dass sich bei Kaukasiern und Asia-
ten im Mittel der gleiche Wert, namlich 0,22 + 0,04 ppm CO; ergab, wéahrend bei den
Probanden aus Schwarzafrika ein mittlerer CO,-Wert von 0,26 = 0,04 ppm gemessen
wurde. Leider erwies sich der Unterschied zwischen Kaukasiern/Asiaten und

Schwarzafrikanern mit p = 0,055 bzw. p = 0,071 jedoch nicht als signifikant.
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Abb. 52 Vergleich der CO,-Emission von Probanden unterschiedlicher ethnischer Herkunft
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5.2.6 Einfluss kosmetischer Mittel

5.2.6.1 Ole

Ziel dieses Experiments war herauszufinden, ob topisch auf die Haut aufgebrachtes
Pflanzendl die Haut weniger verschliel3t, also besser ,atmen” lasst als Mineral6l.
Hierzu wurden 15 ul Gelb-, Mandel- und Sonnenblumendl auf die Haut dreier Pro-
banden pipettiert und gleichmafig auf dem Messareal verteilt. Nach 5 min wurden
dann CO,-Messungen durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in Abb. 53 dargestellt. Wider
Erwarten erwies sich das Mineraldl als durchlassiger fiir CO, als die beiden geteste-

ten Pflanzendle.
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Abb. 53 Einfluss verschiedener topisch applizierter Ole auf die CO,-Emission der Haut
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5.2.6.2 Hautpflegeprodukte

Hautpflegecreme

Die Wirkung einer klassischen O/W-Emulsion auf die CO,-Emission der Haut wurde
sowohl mit finf Probanden in einem Kurzzeittest als auch mit neun Probanden in ei-
nem Langzeittest untersucht. Fur den Kurzzeittest wurden einmalig 50 pl Produkt auf
das Messareal aufgebracht und nach 1 h die Hautfeuchte sowie die CO»-Emission
der Haut bestimmt. Beim Langzeittest wurde die Creme Uber einen Zeitraum von ei-
ner Woche zweimal taglich am Unterarm angewendet, am Messtag jedoch nicht
mehr. Die Ergebnisse sind in Abb. 54 und 55 zu sehen. In beiden Fallen korrelierten
Corneometer- und CO,-Werte gut miteinander. Die Zunahme der Hautfeuchtigkeit
war sogar hochsignifikant, bei der CO,-Emission war im Kurzzeittest immerhin ein
wahrscheinlicher Unterschied zwischen behandelt und unbehandelt feststellbar
(p =0,094).
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Abb. 54 Kurzzeittest (n = 5)
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Abb. 55 Langzeittest

Lippenpflegestift

Ziel dieses Experiments war die Untersuchung der Wirkung von Lippenpflegestiften
auf die CO,-Emission der Haut. Hierzu wurden TEWL- und CO,-Messungen vor so-
wie in unterschiedlichen Zeitintervallen nach Anwendung eines Lippenpflegestiftes
am Unterarm durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 56 und 57 dargestellt. Die
Anwendung des Lippenpflegestiftes fiihrte zwar zu einer Erniedrigung der TEWL-
Werte, hatte aber eine Zunahme der CO,-Emission der Haut zur Folge. Etwa 1 h
nach Produktapplikation naherte sich die CO,-Konzentration dann wieder dem Aus-

gangswert an.
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Abb. 56 TEWL- und CO,-Werte vor und 30 min nach Anwendung eines Lippenpflegestiftes (n = 3)
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5.2.6.3 Wirkstoffe

CoQ10

Da gezeigt werden konnte, dass die cutane CO,-Freisetzung altersabhangig ist
(s. 5.2.5.2), wurde nunmehr untersucht, inwiefern topische Applikation des ,Antifal-
ten“-Wirkstoffs CoQ10 die CO,-Emission der Haut beeinflusst. Gearbeitet wurde mit
zwei Alterskollektiven, zehn jungen (unter 25 Jahre alt) und neun &lteren (Uber
70 Jahre alt) Probanden. Uber einen Zeitraum von insgesamt vier Wochen wurde je
ein Unterarmareal zweimal t&glich mit einer 0,3% CoQ10 enthaltenden O/W-
Emulsion bzw. dem entsprechenden Placebo behandelt. Ein weiteres Unterarmareal
blieb unbehandelt. Vor Behandlungsbeginn sowie nach einer, zwei und vier Wochen
Produktanwendung wurde die CO»-Emission der Haut bestimmt. An den Messtagen
wurde jeweils nicht gecremt. Sowohl bei dem jungen als auch bei dem &lteren Pro-
bandenkollektiv war zu keinem der Zeitpunkte t1 bis t3 ein signifikanter Unterschied
zwischen Placebo und Verum nachweisbar. Es fiel jedoch auf, dass bei den jungen
Probanden das Verum im Vergleich zum Placebo zu samtlichen Messzeitpunkten
eine Reduktion der CO,-Emission der Haut bewirkte. Beim &alteren Probandenkollek-
tiv dagegen war an allen Messtagen eine Erhohung der CO,-Werte durch Behand-

lung mit dem Verum zu verzeichnen (s. Abb. 58).
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Abb. 58 Altersabhangigkeit des Einflusses von CoQ10 auf die CO,-Emission der Haut
t1: nach einer Woche Behandlung
t2: nach zwei Wochen Behandlung

t3: nach drei Wochen Behandlung
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Vitamin C

In 5.1.6.2 war gezeigt worden, dass topisch appliziertes Vitamin C die NO-
Konzentration auf der Haut erhéht. Da bekannt ist, dass NO die Zellatmung hemmt,
wurde in dieser Studie der Einfluss von Vitamin C auf die CO;-Emission der Haut
untersucht. Hierzu wurden die Unterarme von 16 Probanden Uber einen Zeitraum
von einer Woche zweimal taglich mit einer 3% Vitamin C enthaltenden Creme bzw.
dem entsprechenden Placebo behandelt; ein Messareal blieb unbehandelt. Vorher,
1% h nach einmaliger Applikation von je 50 ul Produkt sowie nach einer Woche Pro-
duktanwendung (mit Ausnahme des Messtages) wurden die Hautfeuchte und die
CO,-Emission der Haut gemessen. Abb. 59 zeigt, dass die Corneometer-Werte
durch Produktapplikation kaum beeinflusst wurden: Zum Zeitpunkt t1 war kein Unter-
schied zwischen Placebo und Verum feststellbar (p = 0,632). Nach einer Woche Be-
handlung ergab sich ein wahrscheinlicher Unterschied (p = 0,095), wobei das Verum
etwas weniger hautbefeuchtend wirkte als das Placebo. Bei den CO,-Werten war
bereits nach einmaliger Behandlung ein signifikanter Unterschied zwischen den bei-
den Testprodukten zu verzeichnen: Wahrend das Placebo die CO,-Emission der
Haut nicht veranderte, fihrte das Vitamin-C-haltige Produkt zu einer Verringerung
der Werte um 11% (p = 0,021). Zum Zeitpunkt t2 erwies sich dieser Unterschied so-
gar als hochsignifikant (p = 0,003).
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Abb. 59 Einfluss von 3% Vitamin C auf Hautfeuchte und CO,-Emission der Haut (n = 16)
tl: 1% Stunden nach einmaliger Behandlung
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6 Diskussion
6.1 Methoden
6.1.1 NO-Messung

Neben der Chemilumineszenzmessung existieren weitere physikalisch-chemische
Methoden zur NO-Bestimmung:
Fluorimetrie: NO wird in Form seiner stabilen Abbauprodukte Nitrit und Nitrat be-
stimmt, indem zund&chst Nitrat durch Nitratreduktase zu Nitrit reduziert und dieses
dann mit 2,3-Diaminonaphtalin (DAN) zum fluoreszierenden 1-(H)-Naphthotriazol
umgesetzt wird (MARZINZIG et al., 1997).
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR): Hierbei wird mit Spinfallen, z. B.
Hamoglobin oder Nitrosoverbindungen, gearbeitet, die beim Kontakt mit NO ,zu-
schnappen® und das Radikal in irgendeiner Form festhalten (WEBER, 1999).
Oxyhamoglobin-Methode: NO reagiert mit Oxyh&moglobin zu Nitrat und Metha-
moglobin, wobei letzteres spektralphotometrisch bestimmt wird (FEELISCH et al.,
1996).
Mikroelektroden: NO wird je nach Beschichtung der Elektrode bei unterschiedli-
chem Potential entweder zu Nitrit oder zu Nitrat oxidiert und dann ampero-
metrisch bestimmt (MALINSKI und CZUCHAJOWSKI, 1996).
Im Gegensatz zur Chemilumineszenzmessung haben diese Methoden jedoch den
Nachteil, dass NO entweder nur indirekt bestimmt wird und/oder dass es nicht mog-

lich ist, auf menschlicher Haut in vivo zu messen.

WELLER et al. (1996) fuhrten Steady-State-Chemilumineszenzmessungen wahlwei-
se an der Hand oder am Arm durch. Im Falle der Hand wurde diese in ein 800-ml-
Glasgefald eingefuhrt, das am Handgelenk mittels einer gasdichten Gummiman-
schette verschlossen wurde. Die NO-Messungen am Arm erfolgten in einem 45 cm
langen Polypropylen-Schlauch (Innendurchmesser: 10 cm) mit Gummimembranen

an Handgelenk und Oberarm.
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Fur die Trap-Technik verwendeten WELLER und ORMEROD (1997) ein Plastikgefan
mit einem Volumen von 11 ml, das auf die Haut geklebt wurde. Sie fuhrten damit je-
doch nur Messungen an durch Stripping geschadigter Haut durch. Um empfindlicher
und damit auch auf Haut mit intakter Barriere messen zu kénnen, wurden die eige-
nen Untersuchungen auf Unterarmarealen mit grof3tmoéglichem Durchmesser (4 cm)
durchgefihrt, wodurch sich das Volumen der Probennahmegefal3e auf ca. 25 ml er-
hohte. Um die Haut der Probanden zu schonen und um die Probennahmegefalie -
ohne aufwendiges Saubern - mehrmals verwenden zu kdnnen, wurden diese nicht

aufgeklebt, sondern per Stretchband auf der Haut befestigt.

6.1.2 CO2-Messung

Die IR-Analyse ist die am haufigsten verwendete Methode zur Quantifizierung von
CO, auf der Hautoberflache. Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit, CO, mas-

senspektrometrisch oder gaschromatographisch zu bestimmen (DELPY et al., 1979).

Bereits THIELE und VAN KEMPEN arbeiteten 1979 mit der Steady-State-Technik
zur IR-Analyse von CO, auf Hautarealen mit einer Flache von ca. 10 cm?. Allerdings
waren Versuchsaufbau und -durchfihrung damals entschieden komplizierter, da z. B.

Flaschengas verwendet wurde.
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6.2 Ergebnisse
6.2.1 Untersuchung potentieller NO-Einflussfaktoren
6.2.1.1 Beeinflussung der exogenen NO-Synthese

Es wurde beobachtet, dass Schwitzen einen deutlichen Anstieg der NO-Werte be-
wirkt. Nach WELLER et al. (1996) beruht dieses Phanomen auf der Reduktion des im
Schweil3 enthaltenen Nitrats (ca. 40 uM). DOHLE (1999) wiederum stellte eine Zu-
nahme der Nitrat-Konzentration auf der Hautoberflache durch Schwitzen fest. Dem-
entsprechend fuhrte Antitranspiransbehandlung der Haut zu einer Abnahme der NO-
Werte, denn Antitranspirantien hemmen die Schweil3sekretion, indem sie mit Prote-
inen und Schleimstoffen der Hautoberflache Niederschlage bilden und so die Aus-

gangskanale der ekkrinen Schweil3drisen verengen (FINKEL, 1995a).

Im Rahmen der Untersuchung des Einflusses der cutanen Bakterienflora auf die NO-
Emission der Haut zeigte sich, dass die mikrobiologischen Daten recht gut mit den
ermittelten NO-Werten korrelierten. Nach Behandlung der Haut wurde mit der Mes-
sung jeweils 30 min gewartet, um LOsungsmittelreste verdampfen zu lassen. Dass
auch nach Desinfektion noch NO messbar war, beweist, dass mit der Methode nicht
nur auf der Hautoberflache, sondern auch endogen (ohne Beteiligung der Hautbakte-

rien) gebildetes NO erfasst wird.

Da die menschliche Haut einen Sauremantel von pH 4 - 6 tragt (OHMAN und
VAHLQUIST, 1994) und Nitrit im Sauren zu NO zersetzt wird (s. Gl. 17 — 19), hatte
topische Applikation einer nitrithaltigen Emulsion eine starke Zunahme der NO-Werte
zur Folge. Das gleiche Resultat erzielten auch WELLER et al. (1996). Der zu ver-
zeichnende UPE-Anstieqg ist sicherlich auf die durch NO bzw. Peroxynitrit erhéhten

Peroxidationsraten zuriickzufihren.

NO, + H* ® HNO; (Gl. 17)
2HNO, ® N,Oz + H0 (Gl. 18)
Nzog ® NO + N02 (Gl 19)

(WEITZBERG und LUNDBERG, 1998)
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Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen pH-Wert der Hautoberflache und
NO-Emission der Haut ergab bei pH 5 deutlich hohere NO-Werte als bei pH 9, a1
rickzufuhren auf die Reduktion von auf der Hautoberflache befindlichem Nitrit unter
sauren Bedingungen. Dieses Ergebnis korreliert gut mit WELLER et al. (1996), die
ebenfalls NO-Chemilumineszenzmessungen auf Haut bei unterschiedlichen pH-
Werten durchfiihrten, sowie DOHLE (1999), der im sauren Milieu eine Abnahme der

Nitrit-Konzentration auf der Hautoberflache feststellte.

6.2.1.2 Beeinflussung der endogenen NO-Synthese

Wider Erwarten war nach topischer Applikation von L-Arginin keine Steigerung der
NO-Emission der Haut messbar, d. h. es erfolgte keine Stimulierung der NOS. Dies
hangt moglicherweise damit zusammen, dass es sich bei L-Arginin um eine semi-
essentielle Aminosdure handelt, der Bedarf also in der Regel Uber die Nahrung ge-
deckt wird. Im Falle von Stress (Wachstum, Schwangerschatft, Alter, Krankheit) kann
es allerdings zu Defiziten an L-Arginin kommen (BARBUL, 1986). DOHLE (1999)
untersuchte den Einfluss von L-Arginin auf die Nitrit-Konzentration auf der Hautober-
flache an alteren Probanden, erzielte jedoch auch kein eindeutiges Ergebnis. Es
stellt sich daher die Frage, ob auf die Haut aufgebrachtes L-Arginin Gberhaupt tief

genug penetriert, um die NO-Synthese beeinflussen zu kdnnen.

DELICONSTANTINOS et al. (1997) war es zwar gelungen, durch topische Applika-
tion von NOS-Inhibitoren (1% L-NA + 1% L-NMMA) das Ausmald UV-B-induzierter
Erytheme zu reduzieren, die eigenen Untersuchungen ergaben nach Behandlung mit
1% L-NA jedoch keine Veranderung in der NO-Emission der Haut. Vielleicht wirde
eine hohere L-NA-Konzentration oder Kombination mit L-NMMA zu einem anderen

Resultat fuhren.

Bei Untersuchung des Einflusses der Durchblutung auf die NO-Emission der Haut
zeigte sich nach topischer Applikation von Methylnicotinat (zum Zeitpunkt maximaler
Hautrétung) ein Anstieg der NO-Werte. COFFMAN (1994) beobachtete in diesem
Zusammenhang eine Reduktion des Blutflusses durch Infusion des NOS-Hemmstoffs
L-NMMA.
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Ein Bestrahlungseffekt auf die NO-Emission der Haut konnte dagegen nicht nachge-
wiesen werden. Auch die Untersuchung des Einflusses von UV-Bestrahlung auf die
Nitrit-Konzentration auf der Hautoberflache von DOHLE (1999) lieferte kein eindeuti-
ges Ergebnis. DELICONSTANTINOS et al. (1996) stellten bei UV-B-bestrahlten Ke-
ratinozyten zwar eine Zunahme der NOS-Aktivitat fest, ermittelten zudem jedoch eine
starke Erhéhung des Pegels an Superoxid sowie Peroxynitrit. Daher liegt die Ver-
mutung nahe, dass ein Grof3teil des durch UV-Bestrahlung gebildeten NOs mit Su-

peroxid zu Peroxynitrit weiterreagiert (s. 3.2.1, Gl. 6).

6.2.1.3 Physikalische Einflussfaktoren

Erwartungsgemald fiihrten sowohl Temperaturerh6hung als auch Schadigung der
Hautbarriere zu einem Anstieg der NO-Werte. Verschiedene Forschergruppen stel-
ten bereits fest, dass NO malfigeblich an der durch Erwarmung der Haut hervorge-
rufenen Vasodilatation beteiligt ist (KELLOGG et al., 1999; SHASTRY et al., 1998).
Dass der Effekt des Blasenziehens relativ gering ausfiel, h&ngt sicherlich mit dem im
Vergleich zum Messareal aul3erst geringen Durchmesser des Suction-Blister-Areals
zusammen. Die hohen Standardabweichungen bei Rasur und Aceton-Behandlung
zeigen, dass es schwierig ist, ein so grol3es Hautareal mit diesen Methoden ,defi-

niert* zu schadigen.

6.2.1.4 Chemische Einflussfaktoren

Anhand der TEWL-Werte der entzindeten Haut ist erkennbar, dass durch Behand-
lung mit SDS eine recht starke Hautschadigung verursacht worden war. So lasst sich
auch die Zunahme der NO-Emission der Haut erklaren (s. 5.1.3.2). Daneben spielt
maoglicherweise die von ORMEROD et al. (1997) bei durch SDS irritierter Haut fest-
gestellte signifikant erhdhte INOS-Aktivitat eine Rolle.
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Fur den Anstieg der NO-Werte nach topischer Applikation von Wasserstoffperoxid
konnte zum einen NO-Freisetzung aus S-Nitrosoglutathion (GSNO) verantwortlich
sein (SINGH et al., 1999). Zum anderen stellten SHIMIZU et al. (1997) sowie
BHARADWAJ und PRASAD (1995) aber auch H,O,-induzierte NO-Produktion in
Endothelzellen bzw. damit verbundene Gefal3relaxation fest.

Die UPE-Erh6hung nach Behandlung mit H,O; ist wahrscheinlich auf durch Peroxy-
nitrit sowie Wasserstoffperoxid direkt ausgeldste Peroxidationen, z. B. Lipidperoxida-
tion (s. Gl. 20), zurtickzufiihren (ALBRECHT et al., 1996).

< /\_k/\_,/\_/v\

_H-

+RH
TNRTN=TN > IS (Gl. 20)

“00” 'H rR= HOO" 'H

6.2.1.5 Einfluss individueller Disposition

Das bei Vergleich der NO-Emission von Unterarm und Handteller erzielte Ergebnis
deckt sich mit dem von WELLER et al. (1996), die ebenfalls an der Hand hohere NO-
Werte ermittelten als am Arm und dies auf die gro3e Schweil3driisendichte auf dem

Handteller zuriickfiihrten.

KOLB-BACHOFEN et al. (1994) konnten in Keratinozyten von Psoriasis-Herden
iINOS-Induktion nachweisen, und WELLER et al. (1997) detektierten auf der Haut von
Psoriasis-Kranken hohere NO-Werte als bei Hautgesunden. Dies wurde durch die
eigenen Untersuchungen weitgehend bestatigt. Die hohe Standardabweichung bei
den Psoriatikern ist auf die sehr unterschiedliche Auspragung des Krankheitsbildes

zurtckzufiahren.
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Fur den Akuteffekt des Rauchens, der sich in einer Abnahme der NO-Werte nach
Rauchen einer Zigarette dulRerte, sind moéglicherweise im Zigarettenrauch enthaltene
freie Radikale (z. B. kleine Alkyl- und Alkoxyl-Radikale; CHURCH und PRYOR, 1985)
verantwortlich, die It. HEITZER et al. (2000) zerstérend auf das BH; wirken und so
die NOS dazu veranlassen, statt NO Superoxid zu produzieren (NOS-Entkopplung).
Fur das leichte Absinken der UPE-Werte gibt es z. Z. noch keine Erklarung. Die im
Vergleich zu dem Nichtraucherkollektiv signifikant erh6hte basale NO-Emission der
Raucherhaut kdnnte einmal auf eine Stimulierung der iINOS durch Zigarettenrauc h-
bestandteile oder aber auch auf eine Speicherung von NO aus dem Zigarettenrauch,
z. B. in Form von RSNO-Verbindungen (STAMLER et al., 1997), zurlickzufihren
sein.

Dass ,Passivrauchen, also direkter Kontakt von Zigarettenrauch mit der Haut, einen
so starken Anstieg der NO-Werte zur Folge hatte, hangt sicherlich mit der hohen NO-
Konzentration im Zigarettenrauch (75 — 1000 ppm) zusammen (CHAMBERS et al.,
1998). Da dieser Anstieg deutlich ausgepragter war als bei dem entsprechenden
Kontrollexperiment auf Glas, ist anzunehmen, dass durch Reaktion von Zigarette n-
rauch mit Haut zusatzlich NO freigesetzt wurde. EGAWA et al. (1997) beobachteten,
dass die freien Radikale im Zigarettenrauch auf der Haut oxidativen Stress (Lipid-
peroxidation; s. 6.2.1.4, Gl. 20) verursachen, der sich wiederum in erhéhten UPE-
Werten niederschlagt.

Die Untersuchung des Einflusses von Nicotin, das dem Korper per Nicotin-Pflaster
zugefuhrt wurde, auf die NO-Emission der Haut ergab im Mittel zwar eine Reduktion
der NO-Werte, die sich aber nicht als statistisch signifikant erwies. MILLER et al.
(1997) beschaftigten sich mit der Wirkung von Nicotin-Spray auf die NO-
Konzentration im Blutplasma, konnten hierbei jedoch auch keinen deutlichen Effekt

feststellen.
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6.2.1.6 Einfluss kosmetischer Mittel

Die Zunahme der NO-Emission der Haut durch topische Applikation von Vitamin C
bzw. AGR im Langzeittest ist wahrscheinlich auf deren Radikalfangereigenschaften
zuruckzufihren, denn sie schiitzen NO vor Reaktion mit dem Superoxidradikal
(JACKSON et al., 1998). Da jedoch sowohl Vitamin E als auch AGR ganz im Gegen-
satz zu Vitamin C im Kurzzeittest keinen Effekt zeigten, musste hierfur eine andere
Erklarung gefunden werden. Folgende Mechanismen wurden in Erwadgung gezogen:
1. Reduktion von Nitrit (MAY, 2000)
2. Freisetzung von NO aus RSNO-Verbindungen, wie z. B. GSNO (KASHIBA-
IWATSUKI et al., 1997; SMITH und DASGUPTA, 2000)
3. Stimulierung der NO-Synthese durch Erhéhung der BHs-Verfiigbarkeit (HUANG
et al., 2000)
Das anschlielRende Experiment zeigte, dass der Vitamin-C-Effekt - wenngleich mit
veranderter Kinetik - auch ex vivo (auf Schweinehaut) zu verzeichnen war. Daher
wurden Mdoglichkeit 1 und 3 aufgrund der Instabilitat von Nitrit sowie der ex vivo nur
noch eingeschrankt ablaufenden physiologischen Prozesse als weniger relevant an-
gesehen.
Fur Verwirrung sorgten dann jedoch die in-vitro-Untersuchungen, die unmittelbar
nach Vitamin-C-Applikation zwar noch keinen Effekt, 2 h spater aber analog zu den
in- und ex-vivo-Studien stark erhdhte und sogar Uber langere Zeit auf diesem Niveau
verbleibende NO-Werte zeigten. Dieses Phdnomen war unabhéangig vom Material,
auf das appliziert wurde, und weder das Spul- bzw. Tragergas noch die Produktmat-
rix hatten einen Einfluss; ausschlaggebend war allein Uber einen gewissen Zeitraum
anhaltender Raumluftkontakt der Probe. Die Untersuchung der Bedeutung der redu-
zierenden Eigenschaften von Ascorbinséure fir den Vitamin-C-Effekt ergab bei As-
corbinsaure im Vergleich zu einer gleich konzentrierten Kaliumiodidlésung deutlich
hohere NO-Werte. Anzumerken ist jedoch, dass es sich bei Ascorbinsdure mit einem
Standardpotential von E° = -0,06 V (bei pH 7) auch um ein starkeres Reduktionsmit-
tel handelt als bei lodid mit E° = +0,54 V (LARSON, 1997).
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Zusammenfassend ist also festzustellen, dass es sich bei dem starken Anstieg der
NO-Werte ca. 2 h nach einmaliger Vitamin-C-Applikation in erster Linie um einen
Oberflacheneffekt handelt, basierend auf dem Zusammentreffen des starken Reduk-
tionsmittels Vitamin C und (evtl. O, -haltiger) Raumluft. Dass auf Haut in vivo auch
bereits unmittelbar nach Behandlung mit Vitamin C ein Effekt zu verzeichnen war, ist

dagegen vermutlich auf die drei vorgenannten Mechanismen zurtickzuftihren.

6.2.2 Untersuchung potentieller CO.-Einflussfaktoren

6.2.2.1 Physikalisch-chemische Einflussfaktoren

Bereits THIELE und VAN KEMPEN (1972) untersuchten den Einfluss der Hauttem-
peratur auf die CO,-Emission der Haut und stellten einen Anstieg der CO,-Werte mit

zunehmender Temperatur fest.

Mit der Untersuchung des Einflusses von Hautbefeuchtung auf die CO,-Emission der
Haut beschaftigten sich FRAME et al. (1972). Auch sie beobachteten nach einem
Wasserbad deutlich erhdhte CO,-Werte und fuhrten dies auf die durch die Befeuch-
tung verbesserte Durchlassigkeit der Haut fur das sehr gut wasserlosliche CO; zu-

ruck.

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen pH-Wert der Hautoberflache
und CO»-Emission der Haut hatte sich mit steigendem pH-Wert eine Abnahme der
CO,-Werte gezeigt. Dieses Ergebnis korreliert gut mit den Vorstellungen von
SHUTTER (1968), der die Kapazitat der Haut, Alkalien zu neutralisieren, auf die cu-

tane CO,-Freisetzung zurtckfthrte.

CUNICO et al. erklarten 1977, dass die CO,-Emission der Haut — ebenso wie der
TEWL — ein Mal} fur die Effizienz der Hautbarriere darstelle. Dies konnte bestatigt
werden: Schadigung der Hautbarriere durch tesa®-Stripping oder Rasur hatte einen

Anstieg der CO,-Werte zur Folge.
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6.2.2.2 Einfluss der Durchblutung

Mechanische und chemische Durchblutungsférderung fihrten zu entgegengesetzten
Ergebnissen: Reibung bewirkte eine Zunahme der CO»-Emission der Haut, topische
Applikation von Methylnicotinat dagegen eine Abnahme. Die Ursache des Anstiegs
der CO,-Werte durch Reibung liegt mdglicherweise in der damit verbundenen War-
meentwicklung, da Temperaturerhdhung nachgewiesenermallen die COz-Emission
der Haut verstarkt (s. 5.2.1.1).

6.2.2.3 Einfluss von UV-Strahlung

Das Ergebnis der UV-Bestrahlung mit 1,3 MED deckt sich mit dem der Durchblu-
tungsforderung mittels Nicotinsaureester (s. 5.2.2.2): In beiden Fallen wurde eine
Hautrotung verursacht und eine Abnahme der CO,-Emission der Haut beobachtet.
Die Ursache hierfir liegt moglicherweise darin, dass aufgrund der verstarkten Durch-
blutung ein gré3erer Anteil des in der Haut produzierten CO,s mit dem Blut abtrans-
portiert wurde, statt in die Atmosphéare zu diffundieren. Der leichte Anstieg der CO,-
Werte unmittelbar nach einmaliger UV-A-Bestrahlung ist wahrscheinlich auf die star-

ke Warmeabstrahlung des UV-A-Strahlers zurtickzufiihren (s. 5.2.1.1).

6.2.2.4 Einfluss der Hautbakterien

Die zweite CO,-Messung erfolgte erst 30 min nach Behandlung der Hautoberflache
mit Sterillium? Virugard, um das Desinfektionsmittel verdampfen zu lassen. Da Steril-
lium? Virugard zu 95% aus Ethanol besteht und gezeigt werden konnte, dass die
Hautfeuchte einen starken Einfluss auf die CO,-Emission der Haut hat (s. 5.2.1.2), ist
nicht ganz klar, ob die Reduktion der CO,-Werte tatsachlich auf die Abtétung der

Bakterien oder evtl. auf die austrocknende Wirkung des Ethanols zurtickzuftihren ist.
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6.2.2.5 Einfluss individueller Disposition

Die im Vergleich zum Unterarm geringere CO,-Emission der Wade ist sicherlich dar-
auf zurtckzufihren, dass es sich bei der Wade um das trockenere Hautareal handelt
(s.5.2.1.2).

Da im Rahmen der Untersuchung der Altersabhangigkeit der CO,-Emission der Haut
auch die Hautfeuchte gemessen wurde und bei den &lteren Probanden trotz feuchte-
rer Haut niedrigere CO,-Werte festzustellen waren als bei den jungen, konnte nach-
gewiesen werden, dass die COz-Emission der Haut und damit vermutlich die A-

mungsaktivitat der Zellen mit zunehmendem Alter nachlasst.

Verschieden pigmentierte Menschenrassen unterscheiden sich sowohl in der Pro-
duktion als auch im Abbau von Melanosomen (MOLLER und MATTHIES, 1995).
WILSON et al. (1988) verglichen aul3erdem die Barrierefunktion der Hornschicht von
schwarzer und weil3er Haut, wobei bei den Schwarzen héhere TEWL-Werte ermittelt
wurden als bei den Weil3en. Hier kdnnte auch die Ursache fur die im Vergleich zu
den Kaukasiern erhohten CO,-Werte der Schwarzafrikaner liegen (s. 5.2.1.4).

6.2.2.6 Einfluss kosmetischer Mittel

Da es sich bei CO, um ein hydrophiles Molekul handelt, fihrte topische Applikation

diverser Ole im Mittel zu einer deutlichen Reduktion der CO,-Emission der Haut.

Ebenfalls erwartungsgemal verlief die Untersuchung des Einflusses topischer Appli-
kation einer Hautpflegecreme auf die CO,-Emission der Haut: Der Anstieg der CO;-
Werte ist sicherlich auf die mit der Produktanwendung verbundene statistisch hoch-
signifikante Erhohung der Hautfeuchte zurtckzufuhren (s. 5.2.1.2). Dass im Kurz-
zeittest ein deutlicherer Unterschied zwischen unbehandeltem und behandeltem
Hautareal zu verzeichnen war als im Langzeittest, ist wahrscheinlich eine Folge des

kleineren Zeitintervalls zwischen (letzter) Behandlung und t1-Messung.
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Ein etwas berraschendes Ergebnis lieferte dagegen das Lippenpflegestift-
Experiment. Da es sich bei Lippenpflegestiften um &uf3erst lipophile Produkte han-
delt, ware ein ahnliches Resultat wie bei der topischen Applikation der Ole zu erwar-
ten gewesen. Stattdessen fuhrte die Lippenpflegestift-Anwendung zwar zu einer Re-
duktion der TEWL-Werte, lie die CO,-Emission der Haut jedoch ansteigen. Die Er-
klarung hierfir liegt moglicherweise darin, dass das Lippenpflegeprodukt (vielleicht
wegen seiner Konsistenz oder aufgrund der Inhaltsstoffe) kaum einzieht, sondern
okklusiv auf der Hautoberflache verbleibt, so dass es unterhalb dieser Wachsschicht
zu einer Ansammlung von Wasser (und damit auch CO;) kommt. Aufgrund der im
Vergleich zum Wasser geringeren Hydrophilie gelingt es jedoch nur dem CO,, die

Wachsschicht zu durchdringen.

Es wird davon ausgegangen, dass ROS fur den Alterungsprozess verantwortlich
sind. Auf die Haut aufgebrachtes CoQ soll die Zellen in ihrem Kampf gegen oxidati-
ven Stress unterstitzen, nachdem es durch zellulare Reduktasen in seine antioxida-
tiv wirksame Form umgewandelt wurde (LENAZ et al., 2000). Da gezeigt werden
konnte, dass mit zunehmendem Lebensalter weniger CO, Uber die Haut emittiert
wird (s. 5.2.5.2), wurde anhand eines jungen und eines &lteren Probandenkollektivs
untersucht, inwiefern topische Applikation des ,Antifalten-Wirkstoffs CoQ10 die CO.-
Emission der Haut beeinflusst. Bei den alteren Probanden war nach Anwendung des
CoQ10-haltigen Produkts tatsachlich ein (jedoch statistisch nicht signifikanter) An-
stieg der CO,-Werte zu verzeichnen, wobei der Unterschied zwischen Placebo und
Verum mit zunehmender Behandlungsdauer geringer wurde, also eine Art ,Satti-
gung* eintrat.

Topische Applikation von Vitamin C fuhrte dagegen sowohl im Kurz- als auch im
Langzeittest zu einer Reduktion der CO,-Emission der Haut. Die Erklarung hierfur
liegt vermutlich darin, dass Vitamin C einen Anstieg der NO-Konzentration bewirkt
(s. 5.1.6.2) und NO bzw. Peroxynitrit nachgewiesenermalf3en die Zellatmung hemmt
(BROWN, 1999).
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7 Zusammenfassung / Summary

Zunachst wurden Methoden zur direkten Erfassung von cutan gebildetem NO und
COs in vivo entwickelt. Fiur NO ergaben sich zwei Arten der Probennahme, die
Steady-State- und die Trap-Technik. Im Falle der Steady-State-Technik wurde der
gesamte Unterarm Uber einen Zeitraum von 5 min kontinuierlich vermessen,
wahrend bei der Trap-Technik das von der Haut diffundierende NO uber einer Flache
von 12,5 cm? 20 min lang gesammelt wurde. Zur Messung der CO,-Emission bot
sich die Steady-State-Technik an, da die Haut so viel CO; freisetzt, dass auch auf
einem kleinen Areal kontinuierlich gemessen werden konnte. Es konnte gezeigt

werden, dass diese Methoden reproduzierbare Ergebnisse lieferten.

Die entwickelten Methoden wurden angewendet, indem potentielle NO- bzw. CO,-
EinflussgréRen untersucht wurden. Hierbei wurden folgende Ergebnisse erzielt:

Es gelang, die exogene NO-Synthese zu beeinflussen und damit das Modell der NO-
Produktion auf der Hautoberflache zu bestéatigen, indem nachgewiesen wurde, dass
verstarkte Schweil3sekretion, topische Applikation von Nitrit sowie Erniedrigung des
Haut-pH-Wertes zu einem Anstieg der NO-Konzentration fuhren, wahrend
Desinfektion der Hautoberflache eine Reduktion der NO-Werte zur Folge hatte. Die
Beeinflussung der endogenen, NOS-katalysierten NO-Synthese aus L-Arginin erwies
sich dagegen als weitaus schwieriger, denn weder L-Arginin noch der NOS-Inhibitor
L-NA verédnderten nach topischer Anwendung die NO-Freisetzung der Haut, und
auch UV-Bestrahlung mit MED bewirkte keine messbare Erh6hung der NO-Werte.
Lediglich Durchblutungsférderung mittels Nicotinsdureester fuhrte zu einer
Steigerung der NO-Emission. Physikalische Einflussfaktoren wie Temperatur-
erh6hung und Schadigung der Hautbarriere hatten ebenso eine Zunahme der NO-
Freisetzung zur Folge wie chemische Entzindungsinduktion mittels SDS oder
Wasserstoffperoxid. Ferner stellte sich heraus, dass die NO-Emission der Haut
sowohl im Laufe des Tages als auch mit zunehmendem Lebensalter sinkt.
Psoriatiker wiesen héhere NO-Werte auf als Hautgesunde, was vermutlich auf iINOS-
Ausschuttung zurtckzufihren ist. Der Akuteffekt des Rauchens auf3erte sich in einer
Abnahme der NO-Konzentration auf der Haut, wéhrend sich als chronischer Effekt

erhohte NO-Werte ergaben. Schliel3lich konnte gezeigt werden, dass auf die Haut
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aufgebrachte Antioxidantien langfristig zu einem Anstieg der NO-Emission der Haut
fuhren, da sie NO vor Reaktion mit Superoxid schitzen.

Auch die CO,-Emission der Haut war durch physikalisch-chemische Faktoren
beeinflussbar. So bewirkten Temperaturerhohung, Hautbefeuchtung und Schadigung
der Hautbarriere erwartungsgemalfd eine Zunahme, Erhéhung des Haut-pH-Wertes
dagegen eine Abnahme der CO,-Werte. Aul3erdem zeigte sich anhand von UV-
Bestrahlung mit MED sowie topischer Applikation von Nicotinat, dass Hautrétungen
grundsatzlich mit einer Reduktion der CO,-Freisetzung verbunden sind. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass die CO;-Emission der Haut mit zunehmendem
Lebensalter abnimmt und dass Schwarzafrikaner hohere CO,-Werte aufweisen als
Kaukasier. Auf die Haut aufgebrachte Ole filhrten zu einer Abnahme der CO,-
Freisetzung, wahrend Coenzym Q10 - zumindest bei alteren Probanden - eher
einen Anstieg der CO2-Werte bewirkte. Topische Applikation von Vitamin C hatte
eine Reduktion der COz-Emission der Haut zur Folge. Ursache hierfur ist
wahrscheinlich, dass Vitamin C die NO-Konzentration in der Haut erhdéht und NO

wiederum die Zellatmung hemmt.
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Methods for the direct in vivo detection of NO and CO, formed by the skin were first
developed. For NO, two types of sampling techniques were developed, the steady-
state and the trap technique. With the steady-state technique the whole forearm was
continuously measured over a period of 5 min, whereas with the trap technique the
NO diffusing from the skin over a surface of 12.5 cm?2 was collected for 20 min. For
measurement of CO, emission, the steady-state technique was the sampling method
of choice because the skin releases so much CO; that it can be measured
continuously even on a small area. It could be shown that these methods give

reproducible results.

The methods developed were used to study potential NO and CO; influencing
factors. The following results were obtained:

It was possible to influence exogenous NO synthesis and therefore to confirm the
model for NO production on the skin surface by demonstrating that heavy sweating,
topical application of nitrite and a decrease in the skin pH lead to an increase in the
NO concentration, whereas disinfection of the skin surface results in a reduction of
the NO values. Demonstrating the influence of endogenous NOS-catalyzed NO
synthesis from L-arginine proved to be much more difficult, as neither L-arginine nor
the NOS inhibitor L-NA changed the NO release by the skin after topical application.
UV irradiation with the MED likewise led to no measurable increase in the NO values.
Only the blood flow-enhancing nicotinate led to an increase in NO emission. Physical
factors like a temperature increase and damage to the skin barrier also resulted in an
increase in NO release as did chemically induced inflammation by SDS or hydrogen
peroxide. Moreover, it became apparent that NO emission by the skin decreases in
the course of a day as well as with increasing age. Psoriasis patients showed higher
NO values than persons with healthy skin, which is probably attributable to INOS
release. The acute effect of smoking was manifested in a decrease in the NO
concentration on the skin, whereas increased NO values proved to be the chronic
effect. Finally, it could be shown that long-term application of antioxidants to the skin
results in an increase in NO emission by the skin, because this protects NO against

reaction with superoxide.
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The CO; emission of the skin was influenced by physicochemical factors as well. For
instance, increasing the temperature, skin moisturization and damage to the skin
barrier led to an increase, as would be expected, but increasing the skin pH
produced a decrease in the CO, value. In addition, it could be shown on the basis of
UV irradiation with the MED and topical application of nicotinate that reddening of the
skin is always associated with a reduction in CO, release. Other studies showed that
the CO, emission of the skin decreases with increasing age and that black Africans
have higher CO, values than Caucasians. Oils applied to the skin lead to a decrease
in CO; release, whereas coenzyme Q10 - at least in older subjects - tends to
produce an increase in the CO; values. Topical application of vitamin C resulted in a
reduction of CO, emission by the skin. The probable cause is that vitamin C

increases the NO concentration in the skin and NO in turn inhibits cell respiration.
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8.1 Originaldaten

Sofern nichts anderes angegeben ist, stellen die Zahlenwerte die NO- bzw. CO,-

Emission der Haut in ppb bzw. ppm dar.

8.1.1 Methoden
8.1.1.1 NO-Messung
Tab. 4 Druck
Proband wenig Druck viel Druck
1 5,8 5,8
2 4,4 4,4
3 3,3 4,0

Tab. 5 Reproduzierbarkeit (zu Abb. 7)

Messwert Steady-State-Technik Trap-Technik

1 3,6 1,6

2 3,2 1,5

3 3,0 1,8

4 3,5 1,8

5 2,9 1,6

Tab. 6 Sammlungsdauer (zu Abb. 8)
Proband Sammlungsdauer [min]
10 20 30

1 1,8 3,6 6,9
2 1,8 3,8 5,1
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8.1.1.2 CO2-Messung
Tab. 7 Reproduzierbarkeit (zu Abb. 11)
Messwert Stahl Haut
1 0,02 0,20
2 0,02 0,19
3 0,02 0,19
4 0,02 0,20
5 0,02 0,18
8.1.2 Ergebnisse
8.1.2.1 Untersuchung potentieller NO-Einflussfaktoren
Tab. 8 Schweil3 (zu Abb. 12)
Proband t0 t1
unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
1 7,2 9,2 8,9 7,1
2 5,4 4.9 51 4,2
3 4,4 3,5 7.3 4,2
4 2,5 1,6 3,5 1,3
5 3,3 1,9 5,9 1,3
Tab. 9 Bakterien (zu Abb. 13 und 14)
Proband cfu / mi NO-Emission [ppb]
unbehandelt Wasser Desinf. unbehandelt Wasser Desinf.
1 6,70 x10° | 2,35 x10° 0 2,8 2,5 2,2
2 1,24 x10" 9,67 x10° 0 2,7 2,4 1,4
3 433 x10° | 2,33 x10° 0 3,1 1,5 1,5
4 3,11 x10° | 1,19 x10° 0 3,2 3,3 2,3
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Tab. 10 Nitrit (zu Abb. 15)
Proband NO-Emission [ppb] UPE [counts / 96 s]
Placebo Verum t0 tl
Placebo Verum Placebo Verum
1 0,3 68,3 904 1168 1381 1404
2 0,6 25,5 1326 893 1514 1401
3 0,6 35,8 780 562 605 909
4 Y Y 477 723 541 784
5 A Y, 792 1087 999 811
6 Y, A 1024 887 1116 1130
7 Y Y, 825 939 627 774
8 Ya Y 942 834 313 716
9 Y Y 524 525 502 815
10 Ya Y 374 431 560 736
11 3, 3, 272 371 417 578
12 3, 3, 250 279 272 496
13 Y, A 689 402 576 1319
14 Y Ya 275 215 215 339
15 Ya Ya 276 205 287 296
Tab. 11 pH-Wert (zu Abb. 16)
Proband unbehandelt pH 5 pH 9
1 2,0 3,6 2,2
2 1,6 2,3 1,2
3 2,9 3,6 3,4
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Tab. 12 L-Arginin (zu Abb. 17)
Proband Kurzzeittest Langzeittest
to t1 to t1
Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum
1 3.4 3,0 3,1 3,3 1,7 2,1 2,7 3,0
2 4,2 3,6 3,2 3,4 2,0 2,4 2,6 2,6
3 3,6 3,2 3,2 2,9 1,3 2,1 2,4 3,1
4 Y Y Ya Ya 1,7 1,6 2,6 2,3
5 Yy Yy Yy Yy 3,5 2,8 3,1 3,6
6 Ya Ya Ya Ya 2,8 2,5 1,5 1,8
7 Ya Ya Ya Ya 3,2 2,8 2,7 3,1
8 Y Ya Ya Ya 2,7 2,6 2,7 2,6
9 Y Ya Ya Y 1.6 1,7 1,8 1,7
10 Ya Y Ya Ya 2,1 2,3 1,7 1,6
Tab. 13 L-NA
Proband t0 tl
unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
1 2,8 3,5 4,6 4,6
2 3,3 2,6 4,4 4,5
3 3,6 3,5 3,6 3,2
4 4,2 4,1 4,2 4.4
5 2,8 3,1 3,5 3,5
Tab. 14 Durchblutung (zu Abb. 18)
Proband Placebo Verum
1 2,4 2,8
2 1,6 2,0
3 1,7 1,9
Tab. 15 UV-A-Strahlung (zu Abb. 19)
Messwert / Prob. t0 t1
Stahl Haut Stahl Haut
1 0,4 0,7 0,9 2,4
2 Y 0,8 Y 0,8
3 Ya 0,7 Ya 1,1
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Tab. 16 Sonnensimulator (zu Abb. 20)

Proband t0 tl t2 t3 t4
1 2,2 2,0 2,2 2,1 2,4
2 1,8 1,7 2,1 2,0 2,0
3 2,2 2,1 1,7 1,9 1,9
4 2,0 2,2 2,2 2,4 1,9
5 2,3 2,0 1,7 2,0 2,0

Tab. 17 Temperatur (zu Abb. 21)

Proband RT erwarmt
1 1,9 4,0
2 4,6 6,0
3 1,6 2,5

Tab. 18 Hautbarriere (zu Abb. 22)

Proband Rasur Aceton Suction Blister
to 11 1{0] 11 t0 11
1 0,6 1,5 0,9 0,9 1,4 1,4
2 0,5 0,7 1,9 4.4 1,3 1,6
3 0,5 0,8 4,1 4,7 1,7 2,3

Tab. 19 SDS (zu Abb. 23)

Proband TEWL [gh™m™] NO-Emission [ppb]
to t1l to 11
1 7,1 12,8 2,5 2,6
2 7,4 22,1 2,4 2,8
3 4,0 8,6 1,8 2,6

Tab. 20 Wasserstoffperoxid (zu Abb. 24)

Proband NO-Emission [ppb] UPE [counts / 113 s]
t0 t1l t0 t1
1 2,6 3,4 1499 9492
2 2,1 2,6 Ya Ya
3 1,7 2,9 Ya Ya
4 11 2,5 Ya Ya
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Tab. 21 Tageszeit (zu Abb. 25)

Proband morgens mittags abends
1 0,7 0,2 0,1
2 1,3 0,3 0,4
3 0,5 0,5 0,3
4 0,4 0,3 0,2
Tab. 22 Koérperregion (zu Abb. 26)
Proband Unterarm Handteller
1 1,8 2,4
2 2,2 2,9
3 1,6 2,0
Tab. 23 Alter (zu Abb. 27)
Proband jung alt
1 0,8 0,5
2 0,4 0,7
3 04 0,4
4 0,7 0,7
5 0,8 0,4
6 0,8 1,0
7 11 Ya
Tab. 24 Psoriasis (zu Abb. 28)
Proband gesund krank
1 1,1 1.0
2 0,5 1,3
3 0,9 0,5
4 1,0 0,9
5 0,8 3,2
6 0,7 0,5
7 0,9 0,9
8 Ya 1,6
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Tab. 25 Aktivrauchen, NO-Emission (zu Abb. 29)

Proband t0 t1
Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher
1 17,1 14,3 14,4 18,2
2 13,9 17,5 7,1 19,8
3 9,3 13,9 9,6 10,1
4 14,6 3,2 7,6 3,0
5 3,7 4,2 3,2 51
6 2,0 2,5 2,9 3,0
7 7,5 13,0 7,4 7,0
8 4,8 8,3 3,1 11,0
9 5,0 16,9 5,3 12,3
10 6,5 19,9 6,4 21,8
11 15,7 22,8 15,2 15,5
12 7,8 111 13,3 8,9
13 13,8 19,1 11,7 12,5
14 17,5 12,8 17,4 9,7
15 4,9 11,7 9,6 12,0
16 6,9 9,3 4,1 9,6
17 5,7 28,5 11,7 22,7
18 6,8 Ya 10,0 Ya
19 5,0 Ya 5,6 Ya
20 2,5 Ya 2,7 Ya
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Tab. 26 Aktivrauchen, UPE [counts / 156 s] (zu Abb. 30)

Proband t0 t1
1 690 693
2 1162 641
3 1321 1098
4 505 450
5 700 965
6 806 978
7 1791 1333
8 1308 964
9 928 789
10 2288 2206
11 711 587
12 1520 1673
13 1318 1189
14 875 798
15 775 822
16 603 643
17 1455 1136
18 656 662
19 834 942
20 653 523
21 1038 851
22 1634 1624

Tab. 27 Passivrauchen (zu Abb. 31)

Messwert / Prob. (0] t1
Glas Haut Glas Haut
1 0,8 2,8 15,5 52,8
1,3 3,5 45,9 121,6
3 Yy 2,4 Y 118,3

Tab. 28 Nicotin (zu Abb. 33)

Proband t0 tl
1 1,3 0,8
2 0,7 0,7
3 0,3 0,6
4 2,0 1,2
5 1,0 0,6
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Tab. 29 Hautpflegeprodukte
Proband Kurzzeittest Langzeittest
to tl t0 t1
1 1,5 1,5 1,7 2,7
2 3,2 2,9 2,0 2,6
3 3,9 3,1 1,3 2,4
4 2,0 2,3 1,7 2,6
5 3,3 4,4 3,5 3,1
6 Y Y 2,8 1,5
7 Y Ya 3,2 2,7
8 Y Y 2,7 2,7
9 Yy A 1,6 1,8
10 A E7A 2,1 1,7
Tab. 30 Wirkstoffe, in vivo, Kurzzeittest (zu Abb. 34)
Prob. Vitamin E Vitamin C AGR
t0 tl t0 t1 to t1
P \% P \% P \% P \% P \% P \%
1 0,9 0,8 1,6 1,3 0,7 1,0 0,9 4,2 1,4 1,2 1,8 2,1
2 1,6 1,0 1,4 1,2 1,5 1,0 1,6 4,6 2,1 1,8 1,4 1,8
3 1,9 2,1 2,2 2,4 0,9 1,3 0,7 6,0 0,5 0,9 1,0 0,7
4 3,3 2,3 2,3 1,8 2,1 1,5 2,0 7,2 1,0 0,8 0,6 0,9
5 1,2 1,7 11 0,8 11 1,6 0,7 5,0 0,8 1,0 1,1 0,9
6 7 Y, Y, Y, 11 1,2 11 9,0 1,2 0,6 0,9 1,0
7 % % % % 14 [ 12 [ 15| 81| 07 | 12 [ 05 | 1,0
8 Y Ya Ya Ya 0,5 0,4 0,8 3,0 1,3 11 1,3 1,4
9 Y Ya Ya Ya 1,4 1,6 11 4.7 0,9 1,0 0,9 1,2
10 Ya Ya Ya Ya Ya Ya Y Y 0,8 0,8 0,9 0,7
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Tab. 31 Wirkstoffe, in vivo, Langzeittest (zu Abb. 35)

Prob. Vitamin C AGR
t0 t1 t0 t1
Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum
1 0,7 1,0 0,4 2,3 1,4 1,2 1,4 1,3
2 1,5 1,0 0,5 0,8 2,1 1,8 1,6 1,3
3 0,9 1,3 0,8 1,6 0,5 0,9 0,5 0,7
4 2,1 15 0,8 0,2 1,0 0,8 0,9 1,0
5 1,1 1,6 0,5 0,4 0,8 1,0 1,1 1,6
6 11 1,2 0,2 0,7 1,2 0,6 0,8 11
7 1,4 1,2 2,0 0,8 0,7 1,2 0,3 1,0
8 0,5 0,4 0,5 1,3 1,3 1,1 1,3 1,3
9 1,4 1,6 1,4 1,5 0,9 1,0 0,5 1,0
10 Ya Y Ya Ya 0,8 0.8 0,9 1,0
Tab. 32 Wirkstoffe, in / ex vivo, Kinetik (zu Abb. 36)
t0 t1 t2 t3 t4 t5
in vivo | ex vivo | in vivo | ex vivo| in vivo [ ex vivo| in vivo | ex vivo | in vivo | ex vivo | in vivo | ex vivo
0,1 0,2 1,9 0,5 3,1 1,1 2,9 1,4 0,6 3,5 0,6 2,9
Tab. 33 Wirkstoffe, in vitro, Material
Stahl Glas
t1l t2 t1 t2
Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum
11 0,9 1,1 9,4 2,7 2,9 1,0 6,9
Tab. 34 Wirkstoffe, in vitro, Kinetik (zu Abb. 37)
Messwert tl t2 t3
Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum
1 2,7 2,9 1,0 6,9 0,6 3,8
2 2,6 4,0 1,2 7,0 1,0 7,2
Tab. 35 Wirkstoffe, in vitro, Spul- / Tragergas
gefilterte Raumluft N,
Placebo Verum Placebo Verum
1,0 6,9 0,9 5,9
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Tab. 36 Wirkstoffe, in vitro, Lageratmosphare (zu Abb. 38)
Raumluft gefilterte Raumluft Stickstoff Argon
Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum
1,0 6,9 0,4 1,6 0,6 1,9 0,6 1,5
Tab. 37 Wirkstoffe, in vitro, Reduktionsmittel (zu Abb. 39)
Messwert unbehandelt Vitamin C Kaliumiodid
1 0,5 1,2 0,6
2 0,8 2,6 11
8.1.2.2 Untersuchung potentieller CO»-Einflussfaktoren
Tab. 38 Temperatur (zu Abb. 40)
Proband RT erwarmt
1 0,23 0,33
2 0,28 0,44
3 0,21 0,29
Tab. 39 Feuchtigkeit (zu Abb. 41)
Hautfeuchte CO,-Emission [ppm]
to t1 t2 t3 t0 t1 12 t3
33 50 30 31 0,23 0,41 0,30 0,26
Tab. 40 pH-Wert (zu Abb. 42)
Proband Haut-pH CO,-Emission [ppm]
to t1l
pH-5-Creme | pH-9-Creme | pH-5-Creme | pH-9-Creme | pH-5-Creme | pH-9-Creme
1 5,2 6,4 0,19 0,19 0,22 0,17
2 5,2 6,7 0,21 0,20 0,24 0,20
3 5,2 6,2 0,25 0,27 0,26 0,23
Tab. 41 tesaé-Stripping (zu Abb. 43)
Proband t0 t1
1 0,20 0,22
2 0,16 0,17
3 0,18 0,20
4 0,16 0,26
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Tab. 42 Rasur (zu Abb. 44)
Proband TEWL [gh™m™] CO,-Emission [ppm]
t0 t1 t2 t0 tl t2
1 6,0 9,0 10,0 0,20 0,32 0,22
2 5,0 13,0 11,0 0,14 0,25 0,22
3 5,0 13,0 10,8 0,26 0,38 0,31
Tab. 43 Reibung (zu Abb. 45)
Proband t0 t1
1 0,12 0,15
2 0,16 0,18
3 0,22 0,23
Tab. 44 Nicotinsaureester (zu Abb. 46)
Proband Hautfeuchte CO,-Emission [ppm]
to t1 t0 t1
Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum Placebo Verum
1 26 25 28 29 0,21 0,19 0,56 0,44
2 34 33 35 39 0,19 0,20 0,24 0,22
3 40 39 43 41 0,19 0,17 0,30 0,25
Tab. 45 UV-A-Strahlung (zu Abb. 47)
Proband t0 tl
1 0,17 0,22
2 0,25 0,27
3 0,25 0,26
Tab. 46 UV-A-Strahlung, repetitiv
Proband t0 t1
unbestrahlt bestrahlt unbestrahlt bestrahlt
1 0,16 0,17 0,15 0,14
2 0,16 0,18 0,16 0,17
3 0,15 0,16 0,19 0,19
4 0,18 0,16 0,16 0,20
5 0,14 0,14 0,22 0,19
6 0,10 0,12 0,13 0,14
7 0,21 0,18 0,19 0,19
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Tab. 47 Sonnensimulator (zu Abb. 48)

Prob. t0 t1 t2 t3 t4

unbest. [ best. |unbest. | best. | unbest.| best. |unbest.| best. |unbest.| best.

0,23 0,20 0,19 0,15 0,20 0,14 0,22 0,16 0,20 0,16

0,32 0,30 0,25 0,23 0,23 0,28 0,23 0,26 0,26 0,28

0,36 0,31 0,31 0,28 0,33 0,26 0,28 0,25 0,34 0,25

0,15 0,27 0,15 0,19 0,16 0,18 0,17 0,18 0,15 0,14

0,38 0,39 0,19 0,28 0,29 0,35 0,23 0,27 0,26 0,31

0,25 0,28 0,19 0,20 0,22 0,23 0,22 0,20 0,22 0,25

N O O A W] N

0,20 0,17 0,21 0,13 0,17 0,17 0,18 0,14 0,18 0,16

Tab. 48 Hautbakterien (zu Abb. 49)

Proband t0 tl
1 0,21 0,15
2 0,35 0,25
3 0,41 0,31
4 0,24 0,19

Tab. 49 Koérperregion (zu Abb. 50)

Proband Arm Wade
1 0,21 0,20
2 0,29 0,25
3 0,27 0,26
4 0,16 0,13

Tab. 50 Alter (zu Abb. 51)

Proband Hautfeuchte CO,-Emission [ppm]

jung alt jung alt
1 39 46 0,30 0,22
2 35 38 0,31 0,30
3 32 42 0,34 0,24
4 38 59 0,43 0,23
5 31 44 0,21 0,26
6 33 36 0,23 0,25
7 42 46 0,34 0,27
8 29 38 0,29 0,23
9 43 59 0,29 0,24

10 34 Ya 0,31 Ya
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Tab. 51 Ethnische Herkunft (zu Abb. 52)

Proband Kaukasier Asiaten Schwarzafrikaner
1 0,24 0,15 0,21
2 0,20 0,22 0,34
3 0,22 0,25 0,26
4 0,29 0,27 0,22
5 0,16 0,20 0,25
6 0,18 0,20 0,26
7 0,26 0,23 0,31
8 0,17 A 0,23
9 0,24 Yy Yy
10 0,22 Y Ya
Tab. 52 Ole (zu Abb. 53)
Proband t0 t1
Gelb Mandel Sonne Gelb Mandel Sonne
1 0,25 0,22 0,27 0,25 0,17 0,22
2 0,12 0,17 0,13 0,12 0,11 0,07
3 0,16 0,17 0,18 0,12 0,12 0,11
Tab. 53 Hautpflegecreme, Kurzzeittest (zu Abb. 54)
Proband Hautfeuchte CO,-Emission [ppm]
t0 t1 to t1
unbeh. beh. unbeh. beh. unbeh. beh. unbeh. beh.
1 40 32 43 41 0,21 0,17 0,16 0,19
2 45 46 43 58 0,21 0,26 0,19 0,22
3 40 32 39 39 0,16 0,19 0,14 0,21
4 30 34 35 51 0,39 0,30 0,31 0,25
5 33 34 34 41 0,21 0,15 0,18 0,17




8 Anhang 114

Tab. 54 Hautpflegecreme, Langzeittest (zu Abb. 55)

Proband Hautfeuchte CO,-Emission [ppm]
to t1 to t1

unbeh. beh. unbeh. beh. unbeh. beh. unbeh. beh.
1 43 45 41 47 0,18 0,20 0,20 0,23
2 31 26 28 34 0,22 0,20 0,25 0,24
3 42 37 35 42 0,22 0,24 0,28 0,37
4 48 45 49 55 0,24 0,22 0,28 0,36
5 30 32 29 48 0,35 0,31 0,45 0,41
6 28 27 26 39 0,17 0,17 0,33 0,35
7 40 39 40 52 Y $Z) Ya Ya
8 43 47 46 57 0,20 0,16 0,42 0,53
9 41 41 38 40 0,19 0,22 0,42 0,34

Tab. 55 Lippenpflegestift (zu Abb. 56)

Proband TEWL [gh™m™] CO,-Emission [ppm]
1{0] t1l t0 t1
1 4.5 3,3 0,14 0,19
2 6,9 6,3 0,16 0,22
3 4,0 3,5 0,17 0,20

Tab. 56 Lippenpflegestift, Kinetik (zu Abb. 57)

TEWL [gh™m™] CO,-Emission [ppm]
t0 t1 t2 t3 t4 t0 11 t2 t3 t4
4,7 3,5 3,5 4,0 3,8 0,16 0,20 0,21 0,17 0,17

Tab. 57 CoQ10, junges Probandenkollektiv (zu Abb. 58)

Prob. t0 tl t2 t3

unb. P \% unb. P \% unb. P \% unb. P \%
1 032 | 028 | 030 | 0,3 | 0,35 | 0,37 | 0,26 | 0,31 | 0,26 | 0,24 | 0,27 | 0,27
2 0,32 | 030 | 0,31 | 0,29 | 0,33 | 0,28 | 0,25 | 0,31 | 0,27 Y, Y, Y,
3 0,36 | 032 | 035 | 0,26 | 0,26 | 0,26 | 0,21 | 0,24 | 0,26 | 0,22 | 0,26 | 0,23
4 040 | 044 | 045 | 0,32 | 0,40 | 0,44 | 0,28 | 0,33 [ 0,31 | 0,26 | 0,27 | 0,34
5 0,22 | 022 | 0,20 | 0,23 | 0,22 | 0,21 | 0,45 | 0,24 | 0,15 | 0,17 | 0,17 | 0,19
6 0,22 | 019 | 029 | 0,21 | 0,22 | 0,22 | 0,21 | 0,29 | 0,28 | 0,15 | 0,17 | 0,19
7 0,36 | 0,34 | 031 | 0,32 | 0,39 | 0,36 | 0,28 [ 0,28 | 0,35 | 0,22 | 0,32 | 0,29
8 0,27 | 032 | 028 | 0,21 | 0,29 | 0,31 | 0,22 | 0,26 | 0,21 | 0,14 | 0,21 | 0,20
9 0,30 | 0,27 | 0,29 | 0,21 | 0,23 | 0,24 | 0,22 | 0,20 | 0,21 | 0,26 | 0,24 | 0,24
10 032 | 029 | 032 | 029 | 0,30 | 0,32 | 023 | 023 | 0,24 | 0,24 | 0,28 | 0,30
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Tab. 58 CoQ10, altes Probandenkollektiv (zu Abb. 58)

Prob. t0 tl t2 t3

unb. P \% unb. P \% unb. P \% unb. P \%
1 0,22 | 022 | 0,21 | 0,23 | 0,23 | 0,23 | 0,28 | 0,27 | 0,18 | 0,14 | 0,16 | 0,16
2 029 | 033 | 029 | 0,26 | 0,32 | 0,34 | 023 [ 025 | 0,24 | 0,25 | 0,27 | 0,26
3 0,27 | 0,22 | 0,27 | 0,26 | 0,23 | 0,33 | 0,27 | 0,29 | 0,18 Ya Y Ya
4 023 | 024 | 023 | 0,19 | 0,24 | 0,26 | 0,28 | 0,20 | 0,18 | 0,16 | 0,20 | 0,20
5 023 | 025 | 023 | 021 | 0,19 | 0,17 | 0,26 | 0,28 | 0,14 | 0,23 | 0,22 | 0,20
6 0,18 | 0,31 | 0,28 | 0,30 | 0,17 | 0,31 | 0,21 | 0,17 | 0,28 A Y, Y,
7 0,24 | 0,30 | 0,24 | 0,20 | 0,33 | 0,30 | 0,29 [ 0,20 | 0,26 | 0,23 | 0,22 | 0,23
8 0,22 | 024 | 0,22 | 0,26 | 0,27 | 0,30 | 0,29 | 0,28 | 0,18 | 0,17 | 0,22 | 0,20
9 0,23 | 024 | 023 | 0,28 | 0,30 | 0,28 | 0,21 | 0,27 | 0,18 | 0,27 | 0,21 | 0,18

Tab. 59 Vitamin C, Hautfeuchte (zu Abb. 59)

Proband t0 t1 t2
unbeh. | Placebo | Verum | unbeh. | Placebo | Verum | unbeh. | Placebo | Verum
1 30 29 30 31 31 37 29 37 37
2 29 28 34 38 34 43 41 41 38
3 46 40 41 52 54 56 45 44 45
4 31 37 34 36 45 41 37 52 40
5 27 24 26 28 27 28 27 29 25
6 42 46 47 48 52 52 49 60 59
7 27 28 28 31 36 35 25 43 35
8 47 52 51 48 58 57 52 54 53
9 29 33 30 30 38 37 31 44 43
10 50 48 47 53 50 54 54 51 53
11 40 43 44 41 54 57 44 59 51
12 30 30 29 31 38 36 30 37 37
13 42 36 41 40 41 42 41 41 40
14 34 35 33 36 42 40 41 44 46
15 41 41 45 40 50 53 47 55 52
16 36 36 30 39 44 36 43 45 45
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Tab. 60 Vitamin C, CO,-Emission (zu Abb. 59)
Proband t0 t1 t2
unbeh. | Placebo | Verum | unbeh. | Placebo | Verum | unbeh. | Placebo | Verum
1 0,17 0,15 0,15 0,15 0,13 0,12 0,18 0,25 0,18
2 0,25 0,34 0,25 0,25 0,33 0,24 0,26 0,30 0,30
3 0,24 0,21 0,20 0,18 0,21 0,19 0,24 0,24 0,32
4 0,12 0,13 0,14 0,16 0,11 0,08 0,16 0,23 0,20
5 0,14 0,11 0,14 0,21 0,12 0,18 0,17 0,19 0,34
6 0,15 0,15 0,15 0,13 0,16 0,15 0,17 0,24 0,23
7 0,43 0,23 0,27 0,34 0,16 0,09 0,39 0,26 0,22
8 0,30 0,24 0,33 0,31 0,25 0,30 0,34 0,35 0,37
9 0,18 0,19 0,23 0,19 0,15 0,20 0,21 0,29 0,32
10 0,15 0,14 0,14 0,16 0,15 0,15 0,23 0,26 0,23
11 0,14 0,13 0,14 0,13 0,14 0,14 0,14 0,18 0,17
12 0,38 0,31 0,25 0,32 0,21 0,20 Ya Y Ya
13 0,32 0,39 0,41 0,33 0,40 0,36 0,31 0,45 0,37
14 0,24 0,25 0,23 0,25 0,30 0,18 0,19 0,25 0,22
15 0,17 0,21 0,19 0,17 0,24 0,16 0,17 0,25 0,22
16 0,26 0,28 0,27 0,18 0,23 0,19 0,19 0,24 0,20
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8.2 Geréate und Chemikalien

8.2.1 Geréate

Bezeichnung

Hersteller

41C CO, Analyzer

Thermo Environmental Instruments

42C NO-NO,-NOy Analyzer, Trace Level

Thermo Environmental Instruments

Automatic Spiral Plater Whitley
Brutschrank Heraeus
Sauna Knullwald

Skin-pH-Meter PH 900

Courage + Khazaka

Sonnensimulator Sol 3

Dr. Honle

Suction-Blister-Pumpe

Beiersdorf (Eigenbau)

Tewameter / Corneometer TC 350

Courage + Khazaka

UPE-Messgerat

Beiersdorf (Eigenbau)

UV-A-Strahler Dermalight 2020 Dr. Honle
8.2.2 Chemikalien und anderes Verbrauchsmaterial
Bezeichnung Hersteller Gefahrensymbol R- und S-Séatze
Aceton Merck F R: 11
S: 9-16-23.2-33

api Coryne bioMérieux Yy Yy
L-Arginin Sigma Y Ya
Argon Linde Y Ya
L(+)-Ascorbinsaure Merck Y, Y,
Caseinpepton Merck Y, Y,
CASO-Bouillon Merck Y, Yy
Columbia-Agar Merck Ya Ya
Einmalrasierer Wilkinson Ya Ya
Filterpatrone MCz F Y
mit Oxidationsmasse C

Xn
Gelbol Shell Y Ya
D(+)-Glucose Merck Yy Yy
Hefeextrakt Merck Ya Ya
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Bezeichnung Hersteller Gefahrensymbol R- und S-Satze
L-Histidin Merck Y Yy
ID 32 Staph bioMérieux Y Yy
Kaliumdihydrogen- Merck Y Yy
phosphat
di-Kaliumhydrogen- Merck Y Yy
phosphat
Kaliumiodid Sigma Xn R: 36/38-42/43-61

S: 26-36/37/39-45
Mandeldl Henry Lamotte Y Ya
Natriumchlorid Merck Yy Yy
di-Natriumhydrogen- Merck Y, Y,
phosphat
Natriumlaurylsulfat Sigma Xn R: 22-36/38

S: 26-36
Natriumnitrit Sigma o R: 8-20-25-36/37/38-40

T S: 17-26-36/37/39-45

Nicotinell 3 Novartis Y Yy
Nicotinsduremethylester | Fluka Xi R: 36/37/38

S: 26-36
Ny-Nitro-L-arginin Fluka Yy S: 22-24/25
Sojamehlpepton Merck 3, Y,
Sonnenblumendl Henry Lamotte 3, 3,
Sterillium Virugard Bode F Y
Stickstoff 5.0 Linde Yy Y
tesafilm, Breite: 5 cm tesa Yy Yy
Triton X-100 Merck Xn R: 22-41
(Octylphenol- S: 24-26-39
decaethylenglycolether)
Tween 80 Merck Yy Y
(Polyoxyethylen-
sorbitanmonooleat)
Wasserstoffperoxid, Aldrich C R: 8-34
30% S: 3-28.2-36/39-45
Zigaretten mit Filter Gauloises Yy Yy
Zirkonal L435G Giulini 3, 3,

(Aluminium-zirkonium-
tetrachlorohydroxy-
glycin, 35%)
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8.2.3 Pufferlésungen und Nahrmedien
Absplilpuffer

Ldsung A: 5,1 g KH,PO4 /500 ml ag. dest.
Losung B: 6,7 g Na;HPO, / 500 ml ag. dest.

Abspulpuffer (pH 7,9 — 8,0): 5 ml Losung A + 75 ml Lésung B + 0,08 ml Triton X-100

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

Caseinpepton 10g
Hefeextrakt 59
NacCl 59
ag. dest. ad 1000 m|

Enthemmungsmedium

Tween 80 2,409
Sojalecithin 0,249
Histidin 0,08 ¢
LB-Medium ad 80 ml

CASO-Spezialbouillon

Caseinpepton 17,09
Sojamehlpepton 3,09
NacCl 509
K2HPO4 259
Glucose 2549
Tween 80 109
ag. dest. ad 1000 ml

Coryne-Spezialagar

Columbia-Agar 43,09

Hefeextrakt 3,29
Glucose 2,19
Tween 80 10,0g

ag. dest. ad 1000 m|
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