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Zusammenfassung

v

Betulin-Emulsionen sind emulgatorfreie W/O-
Emulsionen, die bei trockener empfindlicher
Haut mit gestorter epidermaler Barrierefunktion
eingesetzt werden. Nach experimenteller Schddi-
gung der Hautbarriere mittels eines repetitiven
Waschvorgangs mit 0,1% Natrium-Laurylsulfat-
(NLS)-Losung, wurde der Effekt der Betulin-
Emulsion im Vergleich zur wasserhaltigen hydro-
philen Creme NRF auf die Regeneration der ge-
schddigten Hautbarriere und auf die begleitende
entziindliche Irritation untersucht. Nach einw6-
chiger Anwendung wurde eine gegeniiber unbe-
handelter Haut signifikante Erh6hung der Horn-
schichtfeuchtigkeit bei gleichzeitiger Verminde-
rung des transepidermalen Wasserverlustes ge-
messen. Diese Ergebnisse waren vergleichbar mit
der als Kontrolle ebenfalls gepriiften wasserhalti-

gen hydrophilen Creme NRF. Ein positiver Ein-
fluss auf die durch den Waschtest hervorgerufene
entziindliche Begleitreaktion, die als Anstieg der
korialen Durchblutung dokumentiert werden
konnte, war nur durch die Betulin-Emulsionen
moglich. Es konnte eine signifikant raschere Nor-
malisierung des Blutflusses durch die beiden ge-
testeten Betulin-Emulsionen im Gegensatz zur
unbehandelten und zu der mit wasserhaltiger hy-
drophiler Creme NRF behandelten Fldche gezeigt
werden. Daraus ldsst sich eine anti-inflammatori-
sche Wirkung der Betulin-Emulsionen ableiten,
was sie deutlich von der Vergleichsformulierung
unterscheidet. Aufgrund der nachgewiesenen re-
generativen und anti-entziindlichen Wirkung der
untersuchten Betulin-Emulsionen bietet sich eine
neue Alternative fiir den Einsatz in der Hautpfle-
ge und im Hautschutz bei reduzierter epiderma-
ler Barrierefunktion.

Einleitung

v

Ziel dieser Untersuchungen war es, den regene-
rierenden Effekt von Betulin-Emulsionen bei ge-
storter epidermaler Barrierefunktion zu untersu-
chen. Zusitzlich wurde die Beeinflussung der
NLS-bedingten Entziindungsreaktion durch die
Betulin-Emulsionen beurteilt. Als Vergleichsfor-
mulierung wurde die nichtionische hydrophile
Creme NRF eingesetzt.

Betulin-Emulsionen werden erst seit kurzer Zeit
im Bereich der medizinischen Hautpflege und
des Hautschutzes eingesetzt. Betulin-Emulsionen
sind W/O-Emulsionen basierend auf einem Triter-
pentrockenextrakt des Birkenkorks [1]. Betulin ist
mit ca. 80% seine Hauptkomponente. Daneben
enthdlt der Extrakt weitere dem Betulin nahe ver-
wandte pentazyklische Triterpenoide wie Betu-
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linsdure (3%), Oleanolsdure (1%), Lupeol (2%)
und Erythrodiol (1%) [2]. Fiir die einzelnen Ex-
traktkomponenten sind in der Literatur vielfdltige
biologische Wirkungen beschrieben. Sie zeichnen
sich durch eine ganze Reihe von Effekten als haut-
pflegende und hautschiitzende Substanzen aus.
Neben anti-bakteriellen, anti-mykotischen und
anti-viralen [3-5] Effekten sind sowohl in vitro
als auch im Tiermodell anti-inflammatorische
[6-9] und differenzierungsférdernde Wirkungen
[10] an der Haut bekannt.

Galenisch betrachtet gehoren die Betulin-Emul-
sionen in die Kategorie der emulgatorfreien fest-
stoffstabilisierten Emulsionen (Pickering-Emul-
sionen) [1]. So sind auch keine tensidischen
Emulgatoren enthalten, deren Einsatz gerade bei
einer gestorten Hautbarriere vermehrt Kkritisch
gesehen wird, da sie zu einer zusdtzlichen Sto-
rung der epidermalen Barrierefunktion fithren
kénnen [11]. Tenside kénnen sich in das Stratum
corneum einlagern und gehen zahlreiche Wech-
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selwirkungen mit der Hautbarriere ein. Sie konnen z.B. hauteige-
ne Lipide emulgieren und unterstiitzen damit beim Waschvor-
gang die Entfettung, wodurch die Barrierefunktion gestort wird.
Des Weiteren kann in den Rezepturen der Betulin-Emulsionen
aufgrund anti-bakterieller und anti-mykotischer Wirksamkeit
des Betulins und seiner nahen Verwandten auf Konservierungs-
stoffe verzichtet werden, die gerade im Falle einer barrieregestor-
ten Haut ein nicht zu unterschdtzendes Sensibilisierungs- und Ir-
ritationspotenzial besitzen [12].

Durch einen repetitiven Waschtest mit 0,1% Natrium-Laurylsul-
fat-(NLS)-Losung [13] wird ein Zustand eingestellt, der mit den
Gegebenheiten bei trockener und empfindlicher Haut vergleich-
bar ist [14] und sich durch einen Verlust an Hornschichtfeuchtig-
keit und einen erhohten transepidermalen Wasserverlust (TEWL)
auszeichnet. Repetitive Waschungen bringen auferdem einen
kumulativ irritativen Effekt mit sich, der individuell unterschied-
lich in eine irritativ-toxische Kontaktdermatitis miinden kann
[13]. Nach einwochiger Durchfiihrung des repetitiven Waschtests
wird eine maximale Stérung der epidermalen Barrierefunktion
erreicht, die geeignet ist, Praparate zu untersuchen, von denen
eine regenerative Wirkung an der epidermalen Barriere zu er-
warten ist [15].

Material und Methoden

\4

Priifformulierungen

Als erste Priifformulierung wurde die Betulin-Emulsion PUR (Im-
lan® Creme Pur) eingesetzt. Sie besteht aus Wasser (Aqua), Jojo-
baol (Simmondsia Chinensis Oil) und einem Triterpentrockenex-
trakt aus Birkenkork mit der Hauptkomponente Betulin (Betula
alba bark extract). Parallel wurde die Betulin-Emulsion PLUS (Im-
lan® Creme Plus) gepriift, die zusatzlich 3% Harnstoff (Urea) und
3% Bienenwachs (Cera alba) enthadlt. Als Vergleichsformulierung
wurde die nichtionische hydrophile Creme SR (NRF S.26), ver-
wendet, die beziiglich des Feuchtigkeitsgehaltes mit den Priiffor-
mulierungen vergleichbar ist. Die nichtionische hydrophile
Creme SR (NRF S.26) setzt sich wie in © Tab. 1 beschrieben zu-
sammen.

Probandenkollektive

Die Priifformulierungen wurden bei 25 gesunden freiwilligen
Probanden untersucht. In die Studie wurden Probanden mit
einem Mindestalter von 18 Jahren nach dem Zufallsprinzip ein-
geschlossen. Akute Hauterkrankungen oder die Verwendung
von Externa im Bereich der Testareale innerhalb der letzten drei
Wochen galten als Ausschlusskriterium. Ebenso konnten
schwangere und stillende Frauen nicht an der Studie teilnehmen.
Alle Probanden waren {iber den Testablauf genau unterrichtet
und hatten ihr ausdriickliches Einverstandnis erkldrt.

Repetitiver Waschtest

Die Untersuchungen erfolgten an der Volarseite beider Unterar-
me, die zuvor mit einem nicht abwaschbaren Marker in zwei
Quadranten eingeteilt worden ist. Somit standen insgesamt vier
Testfelder zur Verfiigung, die jeweils eine GréRe von etwa 24 cm?
(6 cm x 4 cm) hatten.

Die Waschungen wurden an sieben aufeinander folgenden Tagen
fiinf Mal taglich mit 0,1% NLS durchgefiihrt. Zur Standardisierung
des Waschvorganges benutzten die Probanden einen Schaum-
stoffroller, der eine Schwammwalze mit einem Durchmesser
von 3,5 cm und einer Linge von 5 cm tragt. Der Hohlstiel des Rol-
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Tab.1 Zusammensetzung der nichtionischen hydrophilen Creme SR
(NRF S.26).

Nichtionische emulgierende Alkohole 21,0
2-Ethylhexyllauromyristat 10,0
Glyzerol 85 % 5,0
Kaliumsorbat 0,14
Wasserfreie Zitronensdure 0,07
Gereinigtes Wasser 63,79

lers ist mit Blei ausgefiillt, so dass der Schaumstoffroller ein Ge-
wicht von 200 g besitzt. Fiir die Waschung wurde der Schwamm
in die Waschlosung getaucht und anschlieend die Rolle mit dem
Auflagedruck ihres Eigengewichtes 50 Mal iiber die Testfelder hin
und her gerollt.

Anwendung der Priifprdparate

An die einw6chige Waschphase schloss sich eine ebenfalls einwo-
chige Behandlungsphase an. Auf die definierten Testfelder wur-
den drei Mal taglich jeweils 200 ul der Priifformulierungen appli-
ziert. Ein benachbartes Testfeld blieb als Kontrollfeld unbehan-
delt. Zur Erleichterung der Dosierung waren die Testsubstanzen
in durchsichtigen 5 ml Plastikspritzen mit Skalierung abgefiillt,
wobei ein Teilstrich 200 ul entsprach. Diese Menge wurde gleich-
madRig durch leichte Massagebewegungen auf das gesamte Test-
feld verteilt. Dabei waren die Probanden gehalten, bei jedem
Priifprdparat einen anderen Finger zu verwenden, um Vermi-
schungen der Testformulierungen zu vermeiden.

Beurteilung der Testreaktionen

Vor der ersten Waschung (TO), vor der ersten Anwendung der
Priifpraparate (T7) und nach der Anwendung (T14) wurden in je-
dem Feld die Hornschichtfeuchtigkeit mit dem Corneometer CM
820 (Courage und Khasaka) und der TEWL mit dem Tewameter
TM 210 (Courage und Khasaka) bestimmt.

Das Messprinzip der Corneometrie basiert auf einer kapazitiven
Bestimmung der unterschiedlichen Dielektrizitdtskonstanten
von Wasser und anderen Stoffen. Zur Messung wird die Mem-
bran eines axial beweglichen Messkopfes durch eine Feder mit
einem konstanten Anpressdruck von 3,5 N auf die Hautoberfla-
che gedriickt. Je nach Feuchtigkeitsgrad des Stratum corneums
dndert sich die Leitfdhigkeit dieses geschlossenen Systems [16].
Der transepidermale Wasserverlust gilt als ein wichtiger Para-
meter fiir die epidermale Barrierefunktion. Das Messprinzip be-
ruht darauf, dass ein hautnah aufgebrachter Messkopf zwei Fiih-
lerpaare enthdlt, von denen eines die Feuchtigkeit und das ande-
re die Temperatur misst. Daraus wird der Partialdruck des Was-
serdampfes fiir die zwei verschiedenen iibereinanderliegenden
Ebenen jedes Fiihlerpaares und iiber den Gradienten des Partial-
druckes die Verdunstungsrate bestimmt. Die Messwerte driicken
die Verdunstungsrate in g/m?h aus [17-19].

Um die durch den Waschvorgang hervorgerufene Entziindungs-
reaktion zu erfassen, wurde die Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF)
(Periflux, Fa. Servomed) ebenfalls an den Tagen TO, T7 und T14
eingesetzt. Die LDF-Messung ist ein Maf fiir die Hautdurchblu-
tung und ist zur Beurteilung aller Faktoren geeignet, von denen
ein Einfluss auf die Hautdurchblutung zu erwarten ist. Sie eignet
sich somit zur Beurteilung von Entziindungsreaktionen. Ein La-
serstrahl (Helium-Neon-Laser der Wellenlinge 632,8 nm) tritt
mit niedriger Leistung (Ausgangsleistung: 2 mW) in die Haut
ein. Der Brenn- und Messpunkt des Laserstrahls liegt in 0,5-
1,0 mm Tiefe. Die Messung basiert auf dem Prinzip der Doppler-
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verschiebung, d.h. der Frequenz- bzw. Wellenlingendnderung,
wenn das Licht von vorbeistromenden Teilchen reflektiert wird.
In diesem Fall spiegelt die LDF die Stromungsgeschwindigkeit der
Erythrozyten wider und gibt aufgrund ihrer Eindringtiefe Auf-
schluss {iber den relativen Grad der Durchblutung bis etwa zum
mittleren Korium [22,23].

Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden nach vorheriger Varianzanalyse mit dem
Friedman-Test nach dem Wilcoxon-Test fiir verbundene Stich-
proben statistisch ausgewertet. Die Fragestellung wurde zweisei-
tig formuliert. Die Darstellung der Ergebnisse in den Abbildungen
bezieht sich auf die Mittelwerte. Die jeweiligen Signifikanzen
sind in den Abbildungen wie folgt gekennzeichnet: p<0,05 (*);
p<0,01 (**); p<0,001 (***).

Ergebnisse

v

Die repetitiven Waschungen iiber einen Zeitraum von einer Wo-
che fiihrten zum Zeitpunkt T7 zu einem Verlust an Hornschicht-
feuchtigkeit (TO: 52 - 54 Skalenteile [SKT]; T7: 43 - 46 SKT; n = 25)
(© Abb. 1) und als Zeichen der epidermalen Barriereschadigung
zu einer statistisch signifikanten Steigerung des transepiderma-
len Wasserverlustes (TO: §-10 g/hm?; T7: 13-15 g/hm?; n=25)
(© Abb.2).

Gleichzeitig kam es zu einem Anstieg der korialen Durchblutung
(TO: 35-37%; T7: 61-70%; n=25) (© Abb. 3), die die Entziin-
dungsreaktion widerspiegelt, die durch das irritative Potenzial
des NLS induziert wurde.

In der Behandlungsphase fiihrten alle Priifformulierungen ge-
geniiber der unbehandelten Kontrolle zu einer statistisch signifi-
kanten Rehydrierung der Hornschicht, die mit der Ausgangsitua-
tion TO vergleichbar war (T7: 43 -46 SKT; T14: 47 SKT [unbehan-
delt]; 53 -58 SKT [behandelt]; n=25) (© Abb. 1). Dabei war die
wasserhaltige hydrophile Creme NRF den Betulin-Emulsionen
gegeniiber statistisch signifikant (p > 0,05) iiberlegen. Gleichzei-
tig zeigte sich eine, statistisch jedoch nur tendenzielle, Uberle-
genheit der Betulin-Emulsion PLUS zur Basisformulierung PUR.
Als Zeichen fiir die Wiederherstellung der epidermalen Barriere-
funktion senkte sich der transepidermale Wasserverlust inner-
halb der Behandlungsphase fiir alle Testfelder ab (T7: 13-15g/
hm?; T14: 13 g/hm? [unbehandelt]; 10-12 g/hm? [behandelt];
n=25)(© Abb. 2).Im Vergleich zum unbehandelten Versuchsfeld
verminderte sich jedoch fiir alle behandelten Areale der TEWL
signifikant. Statistische Unterschiede zwischen den Priifformu-
lierungen lieRen sich nicht erkennen.

Uber die Laser-Doppler-Flowmetrie wurde fiir beide Varianten
der Betulin-Emulsion eine signifikante Erniedrigung des corialen
Blutdurchflusses nachgewiesen (© Abb.3). Die Reduktion des
Blutflusses durch die Betulin-Emulsionen erwies sich aufSerdem
gegeniiber der erreichten Reduktion durch die Anwendung der
hydrophilen Creme NRF als signifikant stirker (T7: 61-70%;
T14: 53% [unbehandelt]; 38-39% [Betulin-Emulsionen]; 42%
[NRE-Creme]; n=25). Zwischen den beiden Betulin-Emulsionen
PUR und PLUS existiert kein signifikanter Unterschied.

Diskussion

v

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden die Priif-
prdparate in einem Modell untersucht, das den Gegebenheiten

Hornschichtfeuchte
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Abb.1 Messung der Hornschichtfeuchte mittels des Corneometers
(n=25) jeweils vor Beginn des repetitiven Waschtests (T0) nach ein-
wochiger Wachphase (T7) und nach der Behandlungsphase (T14).
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Abb.2 Bestimmung transepidermalen Wasserverlustes mittels Tewa-
meter (n = 25) vor Beginn der Waschungen (T0), nach einwdchigem repe-
titiven Waschtest (T7) und nach einwdchiger Behandlungsphase (T14).

bei trockener empfindlicher Haut mit gestorter epidermaler Bar-
rierefunktion entspricht. Der standardisierte repetitive Wasch-
test mit 0,1% NLS-Losung fiihrt zu einer reversiblen Schadigung
der Hautbarriere, die zur Untersuchung der unterstiitzend rege-
nerativen Wirkung von Externa geeignet ist. Die erreichte Scha-
digung der Hautbarriere zeigte sich durch die verminderte Horn-
schichtfeuchte sowie den signifikant gesteigerten transepider-
malen Wasserverlust nach Abschluss der einwdchigen Wasch-
phase. Gleichzeitig wurde der erwartete irritative Effekt durch
den Anstieg der corialen Durchblutung beobachtet.

Bei einer gestorten Hautbarriere kann die Regeneration durch die
Behandlung mit Externa beschleunigt und unterstiitzt werden.
Hierfiir eignet sich vor allem der W/O-Emulsionstyp, zu dem
auch die Betulin-Emulsionen gehdren. Beide hier gepriiften Betu-
lin-Formulierungen PUR und PLUS sowie die Vergleichsformulie-
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Abb.3 Bestimmung der corialen Durchblutung mittels Laser-Doppler-
Messung (n = 25) vor Beginn der Waschungen (T0), nach einwdchigem
repetitiven Waschtest (T7) und nach einwdchiger Behandlungsphase (T14).

rung lieen nach siebentdgiger Anwendung eine Rehydratisie-
rung der Hornschicht erkennen, die das Niveau des Startwertes
(TO) erreichte. Als deutliches Zeichen fiir die Regeneration der
epidermalen Barrierefunktion senkte sich bei allen Priifformulie-
rungen der TEWL-Wert wdhrend der Behandlungsphase ab. Im
Gegensatz zur Hornschichtfeuchte erwiesen sich die Betulin-
Emulsionen und die nichtionische hydrophile Creme NRF hier
als gleichwertig. Die tendenzielle Uberlegenheit der Betulin-
Emulsion PLUS gegeniiber der PUR beziiglich der Hornschicht-
feuchte kann auf den Harnstoffzusatz zuriickgefiihrt werden.
Harnstoff gehort zu den natirlichen Feuchthaltefaktoren der
Haut. Er stammt aus dem Schweifd und aus dem Argininabbau
des Verhornungsprozesses [24].

Neben der gezielten Stérung der epidermalen Barrierefunktion
hat der repetitive Waschtest eine entziindliche Irritation der
Haut zur Folge. Die Entziindungsreaktion wurde durch die Mes-
sung der korialen Durchblutung quantifiziert.

Wadhrend hinsichtlich der Regeneration der Hautbarriere ver-
gleichbare Ergebnisse von den Betulin-Emulsionen und der
nicht-ionischen hydrophilen Creme NRF erzielt wurden, zeigte
sich im inhibitorischen Effekt auf die koriale Durchblutung eine
signifikante Uberlegenheit der Betulin-Emulsionen. Aus diesen
Untersuchungsergebnissen kann eine anti-entziindliche Wir-
kung abgeleitet werden. Da zwischen beiden Betulin-Emulsionen
kein Unterschied beobachtet wurde, kann davon ausgegangen
werden, dass die wirkbestimmenden Komponenten Jojobadl
und/oder der Betulin-basierte Triterpenextrakt sind. Eine anti-
entziindliche Wirkung von Jojobadl wurde bisher nur bei rektaler
Gabe untersucht [25]. Es zeigte sich in verschiedenen Mausmo-
dellen ein inhibitorischer Einfluss auf die Carrageenan-induzier-
te Prostaglandin vermittelte Entziindungsreaktion. Daneben
wurde auch die primdr Zytokin-vermittelte durch LPS (mikro-
bielle Lipopolysaccharide) induzierte Entziindung durch Jojobadl
gehemmt. Fiir die anti-inflammatorische Wirkung der in der Be-
tulin-Emulsion enthaltenen Triterpene liegen zahlreiche In-vi-
tro- und In-vivo-Untersuchungen vor [6-9]. Der genaue Mecha-
nismus ist bisher allerdings nicht geklart. Auch hier wurden inhi-
bitorische Effekte auf Prostaglandin und Zytokin vermittelte Re-
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aktionen beobachtet [26,27]. Die Untersuchungen zeigen einen
inhibitorischen Einfluss der Triterpene auf die Prostaglandinsyn-
these [28], der durch die Hemmung der Cyclooxygenase 2-Aktivi-
tdt oder deren Expression vermittelt werden kdnnte [28 -30]. Bei
der Beeinflussung der Zytokinsynthese durch Triterpene ist der
fir die Expressionsregulation verschiedener Zytokine verant-
wortliche Transkriptionsfaktor NF-xB in den Fokus gertickt [31].
NF-kB gilt als interessantes Target im Bezug auf die Entziin-
dungsreaktion, u.a. da es auch bei der Expression von Cyclooxy-
genase 2 eine Rolle spielt. Ein klares Bild der Triterpenwirkung
auf die unterschiedlichen Entziindungsmediatoren ist noch nicht
gegeben. Die bisher kontroversen Daten lassen vermuten, dass
die Wirkung durch das jeweilige Milieu beeinflusst wird.
Aufgrund der vorliegenden Untersuchungen empfehlen sich Be-
tulin-Emulsionen fiir die Behandlung trockener und empfindli-
cher Haut mit gestorter epidermaler Barrierefunktion. Neben
der regenerativen Wirkung muss der anti-entziindliche Effekt
betont werden.

Regenerative and Anti-Inflammatory Effects

of Betulin-Emulsions on Defective Epidermal Barrier

v

Betulin emulsions are emulsifier-free water/oil emulsions which
can be used on dry, sensitive skin with a damaged epidermal bar-
rier function. After experimental damage of the skin barrier by
means of a repetitive washing procedure with 0.1% sodium lau-
ryl sulphate (SLS) solution, the effect of betulin emulsion, com-
pared with that of aqueous hydrophilic cream NRF, on the regen-
eration of the damaged skin barrier and its accompanying in-
flammatory irritation was investigated. After one week’s applica-
tion, compared with untreated skin, there was a significant in-
crease in the hydration of the stratum corneum at the same
time as a reduction of the transepidermal water loss. These re-
sults were comparable with those of the aqueous hydrophilic
cream NRF tested in the same way as a control. Only with betulin
emulsions was it possible to obtain a positive influence on the ac-
companying inflammatory reaction induced by the washing test,
which can be documented as a rise in corial blood flow. We were
able to demonstrate a significantly quicker normalisation of
blood flow with the two betulin emulsions tested, compared
with the untreated areas and those treated with the aqueous hy-
drophilic cream NRE. From this, we conclude that betulin emul-
sions have an anti-inflammatory effect, which clearly dis-
tinguishes them from the preparation used for comparison. On
the basis of the demonstrated regenerative and anti-inflammato-
ry effect of the betulin emulsions investigated, a new alternative
is offered for application in skin care and skin protection in cases
of reduced epidermal barrier function.
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