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1. EINLEITUNG

1.1. Problemstellung

Zur Bestimmung der Hautempfindlichkeit werden Epikutantestungen mit dem
Detergens Natriumlaurylsulfat (NLS) schon seit Jahren in der dermatologischen
Diagnostik als Hautirritationstests eingesetzt. Eine klinische Relevanz besitzen
diese Irritationstests fur die chronisch-irritative Kontaktdermatitis, die zu den
haufigsten Hauterkrankungen gehort.

Bei der Bewertung der infolge der Testung auftretenden Hautreaktionen
kommen neben der visuellen Beurteilung verschiedene nicht-invasive
hautphysiologische Mef3Rmethoden zum Einsatz, von denen die Messung des
transepidermalen Wasserverlustes (TEWL) am aussagekraftigsten erscheint.
Diese MelRmethode ermoglicht eine Aussage Uber die Wasser-
permeabilitatsbarriere der Epidermis und damit auch die Bewertung
subklinischer Hautverdnderungen. Der TEWL erfal3t sowohl die durch passive
Diffusion abgegebene als auch die durch Schweil3drisenaktivitdt abgegebene
Wassermenge pro Zeiteinheit. Dabei sind fir die Messung des TEWL
Okklusionseffekte durch die Pflasterapplikation an sich von Bedeutung. Durch
das okklusive Milieu des Pflasters wird die Abdiffusion von Wasser durch die
Epidermis behindert und der Wassergehalt des Stratum corneum steigt an.
Auch das mit dem applizierten Irritans zugefuhrte Wasser erhoht den
Wassergehalt der Epidermis und fuhrt zu einer dartber hinausgehenden
Schadigung der Wasserpermeabilitatsbarriere. Diese Effekte bewirken eine
artifizielle Erhohung der TEWL-Mel3werte nach Abnahme des Testpflasters
durch Abdiffusion des zusatzlich durch die Okklusion zurickgehaltenen
Wassers und durch eine Schadigung der Wasserpermeabilitatsbarriere durch
die Okklusion an sich. Aussagekraftige TEWL-MeRwerte kdnnen somit erst
nach Abklingen aller Okklusions-Artefakte gewonnen werden.

Neben der Messung des TEWL steht eine Reihe weiterer hautphysiologischer
Untersuchungsmethoden zur Verfigung. In dieser Studie kamen - aul3er der
Messung des TEWL - die Messung der Hautdurchfeuchtung mittels
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Corneometrie und die Messung des Hauterythems mittels Chromametrie zur
Anwendung. Bisher wurde der Effekt der Okklusion auf die Melwerte der
Chromametrie und der Corneometrie nicht untersucht, obwohl ein EinfluR der
Okklusion auf die Hautoberflachenfeuchtigkeit und damit auch auf den

Farbeindruck sicher anzunehmen ist.

Ziel dieser Studie war es, bei der Epikutantestung mit NLS unterschiedlicher
Konzentrationen im Vergleich zu Wasser und zu einer Leerkammer als
Kontrolle den Zeitpunkt nach der Abnahme der Testpflaster zu ermitteln, an
dem Okklusionseinflisse auf die TEWL-, die Corneometrie- und die

Chromametrie-Messungen weitgehend abgeklungen sind.

1.2. Die physiologische Barriere der Haut

Die Haut des Menschen erfullt als Grenzorgan zur Umwelt eine Vielzahl von
Schutz- und Kontaktfunktionen. Sie besteht aus drei Schichten: der Epidermis
(Oberhaut), der Dermis (Lederhaut) und der Subcutis (Unterhaut). Fur die
Regulation des Stoffaustausches zwischen Organismus und Umwelt ist die
Epidermis von besonderer Bedeutung.

Die Epidermis ist ein geschichtetes Plattenepithel, welches zu 95 % aus
Keratinozyten besteht. Man kann insgesamt vier Schichten unterscheiden:
zuunterst das Stratum basale, darliber das Stratum spinosum, das Stratum
granulosum und das Stratum corneum als &duf3erste Schicht. Das Stratum
corneum ubernimmt eine entscheidende Funktion als mechanisch-chemische
Barriere zwischen Koérper und Aul3enwelt. Besondere Bedeutung kommt dem
Stratum corneum in seiner Funktion als Wasserpermeabilitatsbarriere (WPB)
zu. So fuhrt die sukzessive Verdiinnung des Stratum corneum z. B. durch tape
stripping zu einer exponentiellen Zunahme der Wasserdurchlassigkeit (Baker H
& Kligman AM, 1967; Schwindt DA et al., 1998), die bis auf den 50-fachen Wert
gesteigert sein kann (Baker H & Kligman AM, 1967). Bei langerer
Wasserexposition des Stratum corneum kommt es zu Schwellungen der

Korneozyten und damit zu einer Anderung der physikalischen Eigenschaften



der Hornschicht, z. B. zu einer Herabsetzung der Reil3festigkeit und einer
Beeintrachtigung der Barrierefunktion (Warner RR et al., 2003).

Stratum corneum

Stratum granulosum

% ”'} ikt .
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bodies AR P L
OO TEee Neig
D Il,' = sl I'm.‘_ .II
esmosom IS Y e E
_I:| .11:1".._,.-"' {""\-\.lllr h""'.ll;d-_- o <
."::'II rij- I|! Ir
1] i J I
& |-.II :',l % | & !':I = Stratum basale

Hemidesmosom

Basalmembran

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau der Epidermis

Die Dermis gibt der Haut durch einen hohen Anteil an Kollagen- und
Elastinfasern Elastizitdt und Reil3festigkeit. Durch einen hohen Gehalt an
Chondroitin und Hyaluronséaure verfiigt die Dermis Uber ein Flissigkeitsdepot,
durch das die Zellen der Epidermis versorgt werden. Bis in die Dermis reichen
auch die Gefal3e der Haut. Die Subcutis besteht hauptsachlich aus Fettzellen

und dient der Polsterung gegen Stol3e und der Warmeisolierung.

Das Stratum corneum ist insgesamt nur ca. 6-20 um dinn und besteht aus
10 bis 18 Zellagen fest koharenter, plattenartiger, kernloser Korneozyten und
einer lipidreichen Interzellularsubstanz (Plewig G et al., 1997). Der Aufbau des

Stratum corneum kann mit einer Ziegelsteinmauer (,brick- and mortar“-Modell)
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verglichen werden, in der die kompakten Korneozyten in Form einander
Uberlappender und ineinander verzahnter Saulen wie Ziegelsteine angeordnet
sind, umgeben von der lipidreichen Interzellularsubstanz als Mortel (Elias PM,
1983; Schaefer H & Redelmeier TE, 1996).

Interzellularsubstanz

Korneozyt

Abbildung 1.2:, Brick- and mortar“-Modell des Stratum corneum nach Elias et al.
(Elias PM, 1983)

Die proteinreichen Keratinozyten enthalten ein Geriist aus Keratin- und
Aktinfilamenten in einer amorphen Proteinmatrix, umhullt von einer starren
Protein- und Lipidschicht, dem sogenannten ,cornified envelope®. Die Synthese
der Keratinfilamentproteine und der interflamentdsen Matrix, den Filaggrinen,
erfolgt in den basalen Schichten der Epidermis. Filaggrine sind eine Gruppe
stark basischer, histidinreicher Proteine, die aus dem Vorlauferprotein
Profilaggrin durch posttranslationale Modifikation hervorgehen, welches im
oberen Stratum spinosum synthetisiert wird und mit Keratinfilamenten
zusammen als Aggregat ausfallt (Keratohyalingranula). Im Stratum granulosum
kommt es zur Dephosphorylisierung und zum proteolytischen Zerfall von
Profilaggrin und zur Dispersion der Bruchsticke. Dabei wird Filaggrin
freigesetzt, welches zur Aggregation der Keratinflamente und deren
Vernetzung zu unldslichen Keratinkomplexen fiihrt (Redelmeier T & Schaefer H,
1999). Die Synthese des polaren cornified envelope erfolgt im oberen Stratum
spinosum, wo das unl6sliche Protein Involukrin gebildet wird, welches sich im
Stratum granulosum an die Innenseite der Keratinozytenzellmembran anlagert
und Quervernetzungen mit anderen Proteinen (Loricrin, Keratolinin, Envoplakin,
Pancornullin) sowie verschiedenen Lipiden bildet. Diese Verdichtung des
inneren Anteils der Zellmembran betragt ca. 15 nm (Redelmeier T & Schaefer
H, 1999). An der Aul3enseite der Keratinozytenzellmembran lagert sich eine
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membranartige, ceramidreiche Lipidschicht (covalently bound envelope) an,
welche die Verbindung zwischen Korneozyten und Interzellularsubstanz
herstellt (Abraham W & Downing DT, 1990). Diese Schicht ist reich an
Hydroxyceramiden (Swartzendruber DC et al., 1987).

Die entscheidende Rolle fur die Permeabilitatsbarriere des Stratum corneum
scheint jedoch die lipidreiche Interzellularsubstanz zu tbernehmen (Elias PM &
Menon GK, 1991; Williams ML & Elias PM, 1987). Diese enthélt eine Reihe von
Glykosaminoglykanen (Heparan- und Chondroitinsulfate) und Lipiden,
besonders Ceramide, freie Fettsauren und Cholesterol. Die Synthese des
Lipidanteils erfolgt in den unteren, kernhaltigen Epidermisschichten zunachst in
Form membrangebundener Phospholipide. Im oberen Stratum spinosum
werden die lamellar bodies (Odland-Korperchen) synthetisiert, die
Glykosylceramide, Sterolester und Phospholipide, aber auch hydrolytische
Enzyme, z.B. saure Phosphatasen, Proteasen, Lipasen und Glykosidasen,
enthalten (Elias PM et al., 2003). Am Ubergang vom Stratum granulosum ins
Stratum corneum erfolgt die Freisetzung dieser Bestandteile in den
Interzellularraum durch  Exozytose (Elias PM et al., 1987). Der
Extrazellularraum wird durch die Menge der ausgeschleusten Lipide immer
groRBer (Fartasch M & Diepgen TL, 1992). Gleichzeitig kommt es zu einem
Abfall des pH-Wertes, der zu einer Aktivierung verschiedener Enzymsysteme
fuhrt, die Ceramide, Cholesterin und freie Fettsduren aus den ausgeschleusten
Bestandteilen freisetzen. Diese nehmen anschlielend eine durch ihre
hydrophilen und hydrophoben Bestandteile modifizierte raumliche Konfiguration
ein und werden zu breiten, parallel geschichteten, membrandhnlichen
Lipidlamellen remodelliert (Madison KC et al., 1987; Swartzendruber DC et al.,
1989). Diffusionsprozesse der Lipide in diesen membran&ahnlichen Strukturen
scheinen im Vergleich zu zellularen Membranen deutlich herabgesetzt.
Modellsysteme dieser Anordnung wurden Kkirzlich erstellt (Glombitza B &
Muller-Goymann C, 2002). Norlen (Norlen L, 2001) sowie Engstrom et al.
(Engstrom S et al., 2000) postulierten die Anordnung der interzellularen Lipide
in Form einer kohérenten Gelphase.



Die Bedeutung der interzellularen Lipide fur die Permeabilitatsbarriere konnte in
Versuchen bestétigt werden, in denen durch Herauslosung der interzelluléaren
Lipide mit einem Aceton-/Athergemisch ein Anstieg des transepidermalen
Wasserverlustes gezeigt werden konnte (Imokawa G et al., 1986; Scheuplein
RJ & Blank IH, 1971). Auch durch Anderung der Lipidkonfiguration durch
Erhitzen konnte eine Anderung in der Permeabilitatsbarriere beobachtet werden
(Golden GM et al., 1987; Ribaud C et al., 1991; Wertz PW et al., 1989). Eine
Stoérung in der Freisetzung der interzellularen Lipide aus den lamellar bodies
oder eine fehlerhafte Ausbildung der membranartigen Anordnung in
Lipidlamellen im Interzellularraum geht mit einer Stérung der WPB einher (Elias
PM, 1981;1983; Proksch E, 1992; Velkova V & Lafleur M, 2002; Williams ML &
Elias PM, 1993). Im Vergleich zu anderen Biomembranen ist die
Wasserpermeabilitat des Stratum corneum ca. 1000-fach niedriger, was auf die
besondere Lipidzusammensetzung und -anordnung mit  Ausbildung
multilamellarer ~ Strukturen zwischen den eingebetteten, weitgehend
impermeablen Korneozyten zuriickgefuhrt werden kann (Bouwstra J et al.,
2001; Bouwstra JA et al., 1997; Potts RO & Francoeur ML, 1991).

Neben der lipidreichen Interzellularsubstanz bestehen weitere Verbindungen
zwischen  den Keratinozyten, u. a. proteinreiche =~ Desmosomen,
Hemidesmosomen etc., die ebenfalls eine Rolle fir die WPB spielen (Tsuruta D
et al., 2002). Der Hydratationszustand der Korneozyten wird zu einem Grol3teil
beeinfludt durch den sogenannten ,natural moisturizing factor* (NMF),
zusammengesetzt aus intrazellularen Aminosauren und deren Derivaten sowie
verschiedenen Salzen, die Feuchtigkeit anziehen und speichern kodnnen
(Rawlings AV et al., 1994). Als Vorlauferprotein des NMF konnte Profillagrin
identifiziert werden. Die enzymatische Umwandlung von Profillagrin tber
Fillagrin zum NMF ist abh&ngig vom Hydratationszustand des Stratum corneum
(Rawlings AV & Harding CR, 2004). Der Gehalt an NMF ist in den Korneozyten
der mittleren Zellagen des Stratum corneum am hdchsten, in den ganz basalen
Zellagen ist nur sehr wenig bzw. kein NMF mehr nachweisbar (Rawlings AV et
al., 1994).



1.3. Epikutantestungen mit Natriumlaurylsulfat

Bezlglich der Reagibilitdt der Haut auf exogene irritative Reize bestehen grol3e
individuelle Unterschiede, die nicht nur auf die Art und die Dosis des
einwirkenden Irritans, sondern auch auf eine individuelle Pradisposition
zurlckzufihren sind. Die Epikutantestung als ,L&ppchenprobe” zur Ermittlung
der Hautirritabilitat wurde erstmals 1947 durch Burckhardt eingefihrt
(Burckhardt W, 1947). Hier wurden mit Seifenlauge getrankte Stofflappchen auf
die Rickenhaut aufgebracht und die Hautreaktion visuell beurteilt. Der darauf
aufbauend entwickelte Alkaliresistenztest bestand in einer Provokation der
Ruckenhaut mit 0,5 molarer wéal3riger Natriumhydroxid-L6sung unter Okklusion
fur jeweils ca. 10 Minuten (Locher G, 1962; Wilhelm KP et al., 1990). Bei
Untersuchungen zur Beurteilung der Hautempfindlichkeit nehmen
oberflachenaktive Substanzen eine zentrale Stellung ein. Erste Irritationstests
wurden mit Seifen und Waschmitteln durchgefuhrt (Finkelstein P et al., 1963;
Smeenk G, 1969), spater erfolgte die Auftrennung dieser Gemische in ihre
Einzelsubstanzen und Testung derselben (Walker Al et al., 1967). Zu
Irritationstestungen  wurden eine Reihe unterschiedlicher experimenteller
Substanzen eingesetzt, so z. B. Ammoniumhydroxid (Frosch PJ & Kligman AM,
1977), Benzalkoniumchlorid (Park KB & Eun HC, 1995), Dimethylsulfoxid
(DMSO) (Hinnen U et al.,, 1995) und Natriumhydroxid (Alkaliresistenztest)
(Burckhardt W, 1947; Kolbe L et al, 1998). In hautphysiologischen
Irritationstestungen  hat sich  in  den letzten Jahren zunehmend
Natriumlaurylsulfat als Modell-Irritans durchgesetzt (Agner T & Serup J, 1989;
Lee CH & Maibach HI, 1995; Loffler H et al., 2001; Tupker RA et al., 1997,
Wilhelm KP et al., 1989).

1.3.1. Natriumlaurylsulfat

Natriumlaurylsulfat (NLS), auch Dodecylsulfat-Natriumsalz, ist ein anionisches
Detergens mit einer molekularen Masse von 288,38 g/mol. Im Rohzustand ist
NLS ein weil3es, geruchloses, kristallines Pulver. Es zeigt eine gute Loslichkeit
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in Wasser (1 g/10 ml), schlechter hingegen ist die Loslichkeit in Ethanol (Tupker
RA et al.,, 1997). Die Summenformel nach Hill ist CioHzsnaO4S, in der
Strukturformel stellt sich das Molekul folgendermal3en dar:

o _
” o Na
O

~
H.C S~
3 \[\/]g\o/ N

+

In hautphysiologischen Epikutantestungen werden walirige Losungen von NLS
unterschiedlicher Konzentrationen von 0,1 % bis 10 % mit unterschiedlichen
Applikationszeiten verwendet. Dabei zeigte sich eine konzentrationsabhéngige
Penetrationsrate von NLS (Fullerton A et al., 1994). Das Zusammenwirken von
Konzentration und Einwirkzeit eines Irritans auf die Hautschadigung laf3t sich
zusammenfassen in einer durch Schreus erarbeiteten Wirkformel (Kuhl M &
Klaschka F, 1990):

¢’ t" =K, 0<n<1 (c=Konzentration, t=Einwirkzeit, K=Konstante)

In dieser Formel wird deutlich, dafl3 bei einer hohen Konzentration (c) eines
Irritans auch bei kurzer Einwirkzeit (t) eine bestimmte Wirksamkeit (K) erreicht
werden kann. Bei geringerer Konzentration (c) des Irritans muld folglich die
Einwirkzeit (t) zum Erreichen der gleichen Wirksamkeit (K) Gberproportional der
Konzentrationsminderung sein, da bei langerer Einwirkzeit Reparatur- und
Schutzmechanismen aufgrund der niedrigeren Konzentration stérker wirksam
werden. Dies spiegelt sich in dem Exponenten n wider, der damit kleiner als
eins definiert ist (Aramaki J et al.,, 2001). Nach 6-stiindiger Applikation
unterschiedlicher NLS-Konzentrationen (0,125 %, 0,25 %, 0,5 %, 1 %) war bei
TEWL-Messungen 30 Minuten nach Abnahme der Testpflaster noch keine
signifikante Testreaktion nachweisbar, bei Messungen 24 Stunden nach
Abnahme der Testpflaster zeigten sich jedoch bereits signifikante Erh6hungen
der TEWL-Werte bei allen applizierten Konzentrationen. Bei langeren
Applikationszeiten (12, 24, 48 Stunden) waren sowohl bei Messungen
30 Minuten als auch 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster signifikante
Erhohungen der TEWL-Werte bei allen applizierten Konzentrationen zu
erheben (Aramaki J et al., 2001).



In verschiedenen Studien konnte eine lineare Abhéngigkeit der Hautreaktion auf
NLS von der applizierten NLS-Konzentration nachgewiesen werden (Agner T &
Serup J, 1990; Aramaki J et al., 2001; Fullerton A et al., 1994; van Neste D,
1990; Welzel J et al., 1998). In der Morphologie der Hautreaktion (Erythem,
Trockenheit, Faltelung, Fissuren, Blasen, Nekrose) zeigte sich ebenfalls eine
Dosisabhangigkeit mit frihen, starken, eher toxischen Veranderungen bei
hohen NLS-Konzentrationen und milderen, spéter einsetzenden Veranderungen
bei niedrigeren Konzentrationen (Reiche L et al., 1998). Verzdgerte Reaktionen
nach  24-stindiger  okklusiver  Applikation  unterschiedlicher = NLS-
Konzentrationen mit Erreichen des Maximums der Hautreaktion nach
48 Stunden sind ebenfalls beschrieben (Agner T & Serup J, 1989; Bruynzeel
DP et al., 1982; Tupker RA et al., 1990; Welzel J et al., 1998). Nach einmaliger
okklusiver Applikation einer 1%igen NLS-LOsung Uber 24 Stunden konnten
Spuren von NLS in Epidermis und Dermis noch mehrere Tage nach Entfernen
der Testpflaster, in  Untersuchungen an Rattenhaut bis zu 7 Tage nach

Applikation nachgewiesen werden (Patil S et al., 1995).

Neben der Konzentration ist auch der Reinheitsgrad des NLS entscheidend fur
die auftretende Hautreaktion: Ein geringerer Reinheitsgrad geht mit einer
verminderten Hautreaktion einher (Agner T et al., 1989). Ursachlich hierfur ist
der Anteil an NLS-Molektlen mit einer Kettenlange von 12 Kohlenstoffatomen,
welche eine maximale irritative Wirkung auf die Haut zeigen (Kligman AM &
Wooding WM, 1967; Stillman MA et al., 1975). Langere wie auch kurzere
Kohlenstoffketten haben einen geringeren irritativen Effekt (Agner T et al., 1989;
Kosswig H & Stache H, 1993). Mit zunehmender Alkylkettenlange ist eine
Zunahme der Lipophilie verbunden, die eine Penetration in die Epidermis
beglunstigt (Wilhelm KP et al., 1993). Bei weiterer Zunahme der
Alkylkettenl&nge uber 12 Kohlenstoffatome scheint das Optimum der Lipophilie
Uberschritten und eine Penetration der Molekile ins Stratum corneum auch
aufgrund der MolekilgréRe erschwert, die kritische mizellare Konzentration
sinkt mit zunehmender Kettenlange ab (Wilhelm KP et al., 1993). Zusétzlich
treten hydrophobe Wechselwirkungen mit zunehmender Kettenlange in den
Vordergrund (Wilhelm KP et al., 1994). Bei Abnahme des Reinheitsgrades auf
unter 96,5 % ist bereits mit einer deutlich schwacheren Hautreaktion zu rechnen
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(Agner T et al., 1989). Daher sollte bei Epikutantestungen mit NLS ein
Reinheitsgrad von >99 % angestrebt werden (Tupker RA et al., 1997).

NLS gehort zur Gruppe der anionischen Tenside, welche aufgrund ihres
amphiphilen Molekllaufbaus (sowohl hydrophobe, als auch hydrophile
Eigenschaften) grenzflachenaktive Eigenschaften besitzen. Neben den in der
Tragersubstanz gelésten Molekilen reichern sich Tenside an Grenzflachen
(z. B. Wasser/Luft) an und verandern deren Grenzflachenspannung (Rhein LD
et al., 1990). Bei Erh6hung der Tensidkonzentration Uber die sogenannte
kritische mizellare Konzentration, wenn die Grenzflachen bereits mit
Tensidmolekulen belegt sind, treten diese mit sich selbst in Wechselwirkung
und bilden in der Volumenphase Aggregate, die man als Mizellen bezeichnet.
Die kritische mizellare Konzentration fiir NLS liegt bei 7-10 mM (8,2 x 10 mol/l
bei 25 °C) (Tupker RA et al., 1997). Eine weitere Erh6hung der Konzentration
fuhrt in der Epikutantestung nur zu einer leichten Zunahme der Irritabilitat, da
der irritative Effekt Uberwiegend durch die Wirkung von NLS-Monomeren
vermittelt zu sein scheint (Loden M, 1990). Auch die Temperatur beeinflul3t das
Ausmald der Hautirritation (Berardesca E et al., 1995; Emilson A et al., 1993).
Hohere Temperaturen der NLS-Lésung fuhren zu einer starkeren
Barriereschadigung, vermittelt durch eine starkere Hydratation des hydrophilen
Molekulanteils, welche die Mizellenbildung begtinstigt (Berardesca E et al.,
1995).

1.3.2. Durchfihrung von Epikutantestungen mit NLS

Die durch die hautphysiologischen Testungen mit NLS erzeugte Hautreaktion
ist abhangig von der Konzentration, Applikationsmenge, Applikationsdauer und
Applikationsart der NLS-L6sung. Verschiedene Applikationsarten sind fur NLS-
Losungen beschrieben:

1. Akute Irritation: einfache okklusive epikutane Testung (Agner T & Serup
J, 1990; Basketter DA et al., 1998; Loffler H et al., 2001), einmalige
offene Testung (Lammintausta K et al., 1988)



2. Chronische Irritation: mehrfache kurzzeitige okklusive Epikutantestungen
in Folge (Agner T & Serup J, 1990; Lee CH & Maibach HI, 1994; Tupker
RA et al., 1989; Tupker RA et al., 1990; Wigger-Alberti W et al., 2000),
mehrfache offene Testungen in Folge mit Aufbringen von NLS-Ldsungen
direkt auf die Haut (Lammintausta K et al., 1987) oder Anwendung
offener Testkammer (Hannuksela A & Hannuksela M, 1995; Lee CH &
Maibach HI, 1994; Tupker RA et al., 1999; Tupker RA et al., 1990;
Wilhelm KP et al., 1990), der Plastic occlusion Test (POST) (Berardesca
E & Maibach HI, 1990; van der Valk PG & Maibach HI, 1989) oder
Waschtests (Gehring W et al., 1998; Grunewald AM et al., 1995; Klein G
et al., 1992)

Zur Einschatzung der Hautempfindlichkeit findet zumeist die einmalige
epikutane okklusive Applikation von NLS ihre Anwendung (Tupker RA et al.,
1997; Wilhelm KP et al., 1989). Die Applikation der NLS-LOsung bei der
Epikutantestung erfolgt in Konzentrationen von 0,1-10 % lber 12-48 Stunden in
speziellen Testkammersystemen an unterschiedlichen Kdrperstellen, meist an
Unterarmbeugeseiten oder Ruckenhaut (Tupker RA et al., 1997). Bei der
einfachen okklusiven Applikation von NLS werden meistens Finn Chambers®
verwendet, jedoch stehen auch andere Testsysteme zur Verfigung (Duhring
Chamber®, Hilltop Chamber®, Agfa Bayer Chamber®). Finn Chambers® sind
erhaltlich in den Innendurchmessern von 8 mm, 12mm und 18 mm
entsprechend einem Beflllungsvolumen von 17 pl, 60 pl und 200 pl. Eine zu
geringe NLS-Applikationsmenge in der Epikutantestung fuhrt zu einer
schwécheren Hautreaktion im Vergleich zu einer gréReren Applikationsmenge
gleicher NLS-Konzentration (Frosch PJ & Kligman AM, 1979). Testkammern mit
einem Innendurchmesser von mindestens 12 mm scheinen daher geeigneter zu
sein fur Epikutantestungen mit NLS als kleinere Testkammern, wie sie bei den
Epikutantestungen mit Kontaktallergenen zur Anwendung kommen (Tupker RA
et al., 1997).

Walrige NLS-LOosungen sind zu bevorzugen, da in der Epikutantestung von
einer Freisetzung von ca. 70 % der Testsubstanz aus der aufgebrachten
Losung auszugehen ist. Im Vergleich dazu ist die Freisetzung aus Gelen
deutlich geringer (Agner T et al.,, 1990). Ferner zeigte sich eine geringere
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Hautreaktion auf NLS 10 % in waRriger Losung, wenn vor der Applikation der
Testlosung mittels epikutaner Testkammer die Flussigkeit in der Kammer
bereits vollig verdunstet war, d.h. das Filterpapier zum Zeitpunkt der
Applikation bereits trocken war. Im Vergleich dazu zeigte sich nach Applikation
einer unmittelbar zuvor befillten Testkammer eine starkere Hautreaktion auf
NLS (Agner T, 1992; Dahl MV & Roering MJ, 1984). In Epikutantestungen mit
NLS zur Erfassung der Hautempfindlichkeit erfolgt die Testung haufig in
Konzentrationen zwischen 0,125 % und 1 % (Brasch J et al., 1999; Loffler H et
al., 1996). Die sich entwickelnde Hautreaktion kann visuell (Tupker RA et al.,
1997) wund mit unterschiedlichen hautphysiologischen MelRmethoden
ausgewertet werden, die in den nachfolgenden Kapiteln néher erlautert werden.

1.3.3. Wirkung von NLS auf die Haut

EinfluRfaktoren auf die NLS-Reaktion

Die Irritationswirkung von NLS ist abh&ngig von mehreren Faktoren und umfaf3t
eine Reihe verschiedener klinischer und histopathologischer Reaktionen.
Neben Konzentration, Reinheitsgrad, Applikationsdauer und —menge sowie
Tragersubstanz haben in geringerem Ausmald auch folgende Faktoren einen
Einflul3:

Alter der Testperson: Geringere Hautempfindlichkeit auf NLS trat bei
alteren Menschen mit dafir langer anhaltenden Hautreaktionen auf
(Ghadially R et al., 1995; Tsuruta D et al.,, 2002), jedoch lieRen sich
keine signifikanten Unterschiede in der Empfindlichkeit auf NLS in der
Altersgruppe zwischen 18 und 50 Lebensjahren feststellen (Agner T,
1992; Cua AB et al., 1990; Lammintausta K & Maibach HI, 1990).

Ethnische Zugehdrigkeit: Hellh&dutige Testpersonen kaukasischen
Ursprungs zeigten eine hohere Empfindlichkeit auf NLS als
dunkelhautige (Agner T, 1991; Lammintausta K et al., 1988), in einer
Studie von Berardesca fand sich hingegen eine starkere Hautreaktion in
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der okklusiven Testung mit NLS bei Dunkelhdutigen (Berardesca E &
Maibach HI, 1988). In der asiatischen Bevélkerung zeigten chinesische
Testpersonen eine hohere Empfindlichkeit als malaysische (Goh CL &
Chia SE, 1988).

Geschlecht: Bezuglich des Geschlechtes konnte in einer Reihe von
Studien kein signifikanter Unterschied in der Empfindlichkeit auf NLS
herausgestellt werden (Agner T, 1991; Lammintausta K et al., 1987;
Tupker RA et al.,, 1989; van der Valk PG et al., 1984). Statistisch
gesehen liegt die Inzidenz der irritativen Kontaktdermatitis bei Frauen
hoher als bei Mannern, was jedoch auf eine starkere Exposition mit
Feuchtarbeiten insgesamt zuriickzufihren sein durfte (Bjornberg A,
1975; Lammintausta K & Maibach HI, 1990). Bei weiblichen
Testpersonen konnte eine Anderung der Empfindlichkeit im
Menstruationszyklus mit einer erhdhten Empfindlichkeit am ersten
Zyklustag und anschlieBender Abnahme bis zum 10. Zyklustag gezeigt
werden (Agner T et al., 1991).

Vererbung: Ein genetischer EinfluR auf die Hautempfindlichkeit wird
ebenfalls diskutiert. Agner und Serup konnten eine hdhere
interindividuelle Variabilitat der NLS-Reaktion nachweisen als die
intraindividuelle Variabilitat bezlglich unterschiedlicher Testorte bei
einem Patienten (Agner T & Serup J, 1990). Studien an ein- und
zweieiigen Zwillingspérchen u. a. mit Natriumlaurylsulfat zeigten eine
sehr hohe Korrelation zwischen den Testreaktionen eineiiger
Zwillingsparchen im Vergleich zu denen zweieiigen Zwillingspérchen.
Auch die Reaktionen zweieiiger Zwillingspéarchen zeigten noch eine
deutliche Korrelation verglichen mit denen nicht-verwandter
Testpersonen (Holst R & Mdller H, 1975). Frosch beschreibt das
Vorliegen einer ,allgemein empfindlichen Haut, welche verstarkt auf
exogene Einflisse reagiert® (Frosch PJ, 1985). Bei Patienten mit
atopischem Ekzem konnten héhere TEWL-Werte nach NLS-Exposition
als bei Hautgesunden gemessen werden (Basketter DA et al., 1998;
Loffler H & Effendy |, 1999).



Testort: Nach NLS-Epikutantestung zeigte sich am Unterarm in
Ellenbogennahe eine erhdhte Empfindlichkeit im Vergleich zur tbrigen
volaren Unterarmseite, in Handgelenksnahe eine erniedrigte
Empfindlichkeit (van der Valk PG & Maibach HI, 1989). Hautregionen an
Extremitdten und Rumpf unterscheiden sich erheblich in ihrem
Ansprechen auf Irritantien, nicht nur in Bezug auf die Penetrationsrate
(Cua AB et al., 1990; Henry F et al., 1997). Dabei spielt insbesondere die
Dicke der Haut, hier vor allem des Stratum corneum, eine Rolle bei der
Durchlassigkeit fur ein Irritans, da nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz
die Menge des diffundierten Stoffes von der Dicke des durchdrungenen
Materials, hier von der Dicke des Stratum corneum, abhéngig ist. Eine
Verminderung der Dicke des Stratum corneum, z.B. durch einen
Tesafilmabrif3, fuhrt zu einer verminderten Permeabilitatsbarriere und
damit zum tieferen Eindringen des Irritans (Welzel J et al., 1996; Zhai H
et al., 1998). Gesicht, oberer Riicken, Retroaurikular- und Genitalregion
reagieren empfindlicher auf Detergentien (Britz MB & Maibach HI, 1979;
Elsner P et al., 1990; Frosch PJ, 1992; Lammintausta K & Maibach HI,
1988). Unterschiede beziglich der Korperhalften waren nicht
nachweisbar (Agner T & Serup J, 1990; Breit R & Agathos M, 1992).

Applikationsart: Nach einmaliger epikutaner Applikation von NLS 0,5 %
Uber 24 Stunden waren Veranderungen des TEWL bis zu 14 Tage
nachweisbar (Wilhelm KP et al., 1993). Bei Provokation der Haut mit
NLS 1% uber 24 Stunden und anschliel3ender okklusiver Applikation
von NLS 2% und 7 % uber jeweils 30 Minuten an 4 aufeinander-
folgenden Tagen zeigten sich erh6hte TEWL-Werte bis zu 2-4 Wochen
nach der letzten Applikation (Lee JY et al., 1997). Lammintausta et al.
konnten nach wiederholter offener Applikation von NLS unterschiedlicher
Konzentration an 6 aufeinanderfolgenden Tagen bei anschlie3ender
epikutaner okklusiver Provokation mit NLS 0,5 % und 1% 6 Wochen
nach erfolgter primarer Irritation eine Hyporeaktivitat im Sinne eines
.hardening“-Effektes nachweisen (Lammintausta K et al., 1987). Auch
Tupker et al. und Widmer et al. beschreiben ahnliche
Adaptationsph&nomene nach wiederholter taglicher Applikation (Tupker
RA et al., 1989; Widmer J et al., 1994).
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Jahreszeit: Aufgrund einer erniedrigten Hautfeuchte im Winter zeigte sich
eine erhohte Irritabilitat der Haut auf NLS-Testungen in verschiedenen
Studien (Agner T, 1992; Agner T & Serup J, 1989; Lammintausta K &
Maibach HI, 1988). Besonders ausgepragt zeigte sich dieser saisonale
Unterschied bei atopischen Testpersonen (Tupker RA et al., 1995). Der
pathophysiologische Hintergrund dieser erhéhten Hautempfindlichkeit
kénnte der erniedrigte Wasserdampfdruck bei niedrigeren Temperaturen
sein, der zu einer erniedrigten WPB der Haut fuhrt (Tupker RA et al.,
1997).

UV-Exposition: Vorhergehende Bestrahlung des Testareals mit UVA
oder UVB vermindert die Hautreaktion auf verschiedene Irritantien, u. a.
NLS, im Sinne eines Licht-,hardenings* (Frosch PJ & Wissing C, 1982;
Lehmann P et al., 1988).

Klinische Beurteilung der Hautreaktion auf NLS

In geringen Konzentrationen beeinflu3t NLS zunachst vorwiegend das Stratum
corneum, was sich klinisch in einer geringgradigen Schuppung der Haut, bei
starkerer Hautreaktion auch in starkerer Schuppung mit unterschiedlicher
Roétung, 6dematésen Veranderungen, Vesikeln, Pusteln bis hin zu nekrotischen
Hautverdnderungen aullert. Bei langeren Einwirkzeiten und hoheren
Konzentrationen von NLS treten Zeichen der Entziindung deutlicher in den
Vordergrund. Die oberflachliche Rissigkeit und Schuppung der Haut, der sog.
~Seifeneffekt” zeigt sich deutlich 4 Tage nach Abnahme der Testpflaster und
nimmt weiter bis ca. 7 Tage nach Entfernen der Pflaster zu (Wilhelm KP et al.,
1993). Die visuelle Bewertung einer Hautreaktion auf NLS sollte nach den
Richtlinien der Standardization Group of the European Society of Contact
Dermatitis (ESCD) erfolgen (Pinnagoda J et al., 1990).



Tabelle 1.1: Richtlinien zur visuellen Bewertung der Hautreaktion nach Epikutantestung mit
NLS. Ausfiihrliches Bewertungssystem nach den Richtlinien der ESCD (Tupker RA et al., 1997)

Qualitat Y 1 2 3
Erythem sehr schwach |schwach, diffus|mafig stark
oder fleckig
Oberflachen- glanzende leichte mafige Risse |deutliche Risse
beschaffenheit | Oberflache Unebenheiten
Schuppung - minimal malfig stark
Odem - leicht maRig deutlich
Risse - feine Risse tiefe Risse tiefe Risse mit
Blutung, Nassen

Abbildung 1.3:Klinische Bilder einer typischen Hautreaktion auf NLS nach 24-stindiger
Applikation des Testpflasters: links Mazeration unmittelbar nach Abnahme des
Testpflasters, rechts Seifeneffekt 96 Stunden nach Abnahme des Testpflasters

Histopathologische und ultrastrukturelle Veranderungen durch NLS

Lichtmikroskopisch zeigt sich nach einmaliger epikutaner Applikation von NLS

uber 24 bzw. 72 Stunden eine Spongiose sowie ein Odem der Epidermis

(Fartasch M et al., 1998; Leveque JL et al., 1993; Willis CM et al., 1989). Bei

langerer Einwirkungszeit von NLS treten Zeichen der Entziindung hinzu
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(Lachapelle JM, 1992). NLS hat ferner einen EinfluR auf die proliferative
Aktivitat epidermaler Keratinozyten (Willis CM et al., 1992). In mehreren Studien
konnten eine Parakeratose sowie eine Steigerung des DNA-Umsatzes in der
Epidermis nachgewiesen werden (Lachapelle JM, 1992; Lee M et al., 1996;
Leveque JL et al.,, 1993; Proksch E, 1992; Willis CM et al., 1989). Nach
Schadigung der epidermalen Barriere durch unterschiedliche Tenside war eine
Steigerung der Lipid-Biosynthese mit einem Anstieg der Lipid-synthetisierenden
Enzyme innerhalb von 1,5 Stunden nach Beginn der Schéadigung zu
beobachten, gefolgt von einer Steigerung der DNA-Synthese mehrere Stunden
spater, welche zu einer epidermalen Hyperplasie fuhrt (Proksch E et al., 1991).
Auch in vitro konnten Varani et al und Bloom eine Stimulation der Fibroblasten-
und Keratinozytenaktivitat durch NLS feststellen (Bloom E et al., 1994; Varani J
et al., 1993).

Welzel et al. zeigten eine konzentrationsabhangige Zunahme der epidermalen
Proliferationsrate durch NLS (Welzel J et al., 1998). Dabei konnte keine
Korrelation zwischen der Steigerung der Proliferationsrate und dem Ausmalf3
der Schadigung der WPB dargestellt werden. Die Steigerung der
Proliferationsrate  beruht somit weniger auf einer Stérung der
Permeabilitatsbarriere als vielmehr auf direkten Interaktionen von NLS mit den
Keratinozyten bzw. Uber die Freisetzung verschiedener Mediatoren (Welzel J et
al., 1998). Beschrieben sind eine Steigerung der Expression des interzellularen
Adhéasionsmolekils ICAM-1 (Willis CM et al., 1991) sowie der Integrin-
Rezeptoren a3, bl, a6, b4 und b5 (Brian JN & Yathi N, 1993; Lindberg M et al.,
1991; von den Driesch P et al., 1995). Ferner konnte eine vermehrte Bildung
verschiedener Cytokine, u. a. Interleukin-8 und Interleukin-1b in Zellkulturen
humaner Keratinozyten nachgewiesen werden (Wilmer JL et al., 1994) sowie in
der frihen Phase der Reaktion besonders Interleukin-6 und TNFa in der
Lymphflassigkeit durch NLS stimulierter Hautareale (Hunziker T et al., 1992).
Als friher Marker einer Barriereschadigung konnte auch Interleukin-la

nachgewiesen werden (Gibbs S et al., 2002).

In Abh&ngigkeit der hervorgerufenen entziindlichen Veranderungen wurde eine
Einwanderung von Leukozyten in die Epidermis und Dermis nachgewiesen,
besonders CD4"-Lymphozyten, einiger CD8*-Lymphozyten sowie geringer auch
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die Einwanderung polymorphkerniger Leukozyten und Monozyten (Ferguson J
et al., 1985; Willis CM et al., 1993). Die Mehrzahl dieser T-Lymphozyten sind
T-memory cells (CD45R0O"), und bei einem Teil der Zellen konnten Rezeptoren
fur Interleukin-2 (IL-2) nachgewiesen werden (Avnstorp C et al., 1987; Willis CM
et al., 1993). Frosch und Czarnetzki beobachteten eine direkte chemotaktische
Wirkung von NLS auf neutrophile Granulozyten (Frosch PJ & Czarnetzki BM,
1987). Auswirkungen auf die Langerhanszellen mit einer
Mitochondrienschwellung und Vakuolisierung des Zytoplasmas, bei hohen
Applikationsdosen auch Membranrisse mit Desorganisation der Zellorganellen
sind beschrieben (Willis CM et al., 1990). Brandt et al. konnten eine Zunahme
der Langerhanszellen in den superfiziellen Lymphgefal3en der papillaren
Dermis nach Stimulation des Hautareals mit NLS nachweisen (Brand CU et al.,
1992). Bei hohen NLS-Konzentrationen treten Nekrosen und Verlust der
epidermo-dermalen Verbindungsstrukturen auf (Willis CM et al., 1989). Die
epidermale Regenerationszeit (,stratum corneum turnover rate) liegt etwa bei
17-22 Tagen (Finlay AY et al., 1982). Imokawa et al. konnten in einer Studie
eine Verminderung verschiedener interzellulérer Lipide nach Applikation von
Detergentien zeigen (Imokawa G et al., 1989). Eine Vielzahl weiterer Studien
zeigten eine Verminderung verschiedener Lipide und eine Desorganisation der
Lipidlamellen nach Einwirkung von NLS (Fartasch M, 1997; Froebe CL et al.,
1990; Leveque JL et al., 1993; Ribaud C et al., 1991; Warner RR et al., 1999;
Welzel J et al., 1998). Bei Untersuchung mit Rutheniumtetroxid zur Darstellung
der Lipidlamellen ergab sich hingegen kein Hinweis auf eine direkte Einwirkung
von NLS auf die lamellare Doppelmembran (Fartasch M, 1995). Auch in den
Korneozyten wurden Ansammlungen intrazellularer Lipidtrépfchen und

membrangebundene Vesikel nachgewiesen (Imokawa G et al., 1989).

In héheren Konzentrationen wurde eine proteindenaturierende Wirkung durch
NLS beschrieben (Miyazawa K et al., 1984). Testungen mit niedrigeren NLS-
Konzentrationen konnten hingegen nur reversible Strukturveranderungen
epidermaler Proteine mit einer Schwellung des Stratum corneum aufzeigen,
welche nach Auswaschen des NLS mit Wasser rasch rucklaufig war (Rhein LD
et al, 1986). Diskutiert wurde auch eine Freisetzung neuer
Wasserbindungsstellen durch die Stérung der Tertidr- und Sekundarstruktur

epidermaler Proteine durch NLS, welche zunéchst zu einer Hyperhydratation
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des Stratum corneum fuhrt (Wilhelm KP, 1995). Die zu beobachtende
Schwellung des Stratum corneum nach Einwirkung von NLS wird
moglicherweise auch durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
langen Kohlenstoffketten des NLS und epidermaler Proteine hervorgerufen
(Rhein LD et al., 1986). In dieser Anordnung der hydrophoben Ketten kommt
die anionische Gruppe des NLS in den Zwischenrdumen der Proteinketten zu
liegen und fuhrt Uber abstof3ende Kréfte zu einem Auseinanderweichen der
Proteinketten (Rhein LD et al., 1990). Hier spielt der konzentrationsabhangige
pH-Wert einer walirigen NLS-L6sung eine Rolle. Normalerweise liegt der pH-
Wert zwischen 7,5 und 9, wobei eine 1%ige NLS-LOsung bereits einen pH-Wert
von 9 hat. Bei einem niedrigeren pH-Wert der NLS-LOsung liegen die
Carboxylat- und auch die primaren Amin-Gruppen grof3tenteils in protonierter
Form vor. Es kommt zu einer Bindung an die Sulfonat-Gruppen des NLS,
wodurch das Auseinanderweichen der Proteinketten weitaus geringer auftritt mit
weniger ausgepragter Schwellung des Stratum corneum (Rhein LD et al., 1986;
Rhein LD et al., 1990).

1.4. Hautphysiologische Untersuchungsmethoden

Neben der visuellen Einschatzung einer Hautreaktion stehen heute eine Reihe
unterschiedlicher, nicht-invasiver hautphysiologischer Untersuchungsmethoden
zur objektiven Erfassung morphologischer aber auch funktioneller
Veradnderungen der Haut zur Verfigung. Ein grof3er Vorteil dieser
Untersuchungsmethoden ist die Moglichkeit einer Objektivierung des
Ausmaldes subklinischer Hautschadigungen lange vor dem Auftreten sichtbarer
Hautverdnderungen. Zu diesen Methoden zdhlen die Messung des
transepidermalen Wasserverlustes (TEWL) zur Erfassung der Funktion der
WPB der Epidermis, Ultraschalluntersuchungen zur Dickenmessung der Haut,
die Messung des elektrischen Hautwiderstandes, die Erfassung der
Hautdurchfeuchtung mittels Kapazitatsmessung nach dem
Kondensatorverfahren oder mittels Squamometrie, die Sebumetrie zur
Erfassung der Hautoberflachenlipide sowie verschiedene Methoden zur
Beurteilung der Entziindungsreaktion, z. B. die Laser-Doppler-Rheometrie, mit

der Anderungen der kutanen Durchblutung erfat werden kénnen (Nilsson GE
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et al., 1980), die Chromametrie zur Farbbestimmung (Agner T & Serup J, 1989)
und die Thermometrie zur Erfassung der Hautoberflachentemperatur
(Carpentier PH, 2001). Dabei erscheint die Messung des transepidermalen
Wasserverlustes als die derzeit aussagekréftigste hautphysiologische
Melmethode mit der héchsten Sensitivitat zur Erfassung der Hautreaktion nach
Irritationstestungen mit NLS (Agner T & Serup J, 1990; Aramaki J et al., 2001;
Tupker RA et al., 1997). Neben der Messung des TEWL wurden in dieser
Studie noch die Messung der Hautdurchfeuchtung mittels Corneometrie und die

Messung des Hauterythems mittels Chromametrie eingesetzt.

1.4.1. Transepidermaler Wasserverlust

Der Wasserverlust durch die Haut setzt sich zusammen aus der passiven
Diffusion von Wasser durch die Epidermis und zum anderen aus dem Uber die
Aktivitat ekkriner Schweil3drisen bestimmten Anteil (Pinnagoda J et al., 1989).
Unter dem transepidermalen Wasserverlust (TEWL) versteht man somit die
passiv durch Diffusion tber die Epidermis in Ruhe abgegebene Wassermenge
pro Hautoberflache und Zeiteinheit. Der Wasserverlust tber die Haut betragt in
Ruhe ca. 0,5 Liter pro Tag, kann jedoch durch eine Steigerung der Aktivitat der
Schweil’3drisen, z.B. durch eine Koérpertemperaturerhbhung oder durch
korperliche Aktivitat, auf das mehr als Zehnfache dieses Wertes ansteigen
(Forslind B et al., 1997).

Messung des TEWL

In physikalischem Sinne baut sich aufgrund der Diffusion von Wasser aus dem
Korperinneren durch die Epidermis ein Druckgradient auf. Der
Diffusionsmassenstrom kann als transepidermaler Wasserverlust (TEWL)
gemessen werden. Das Prinzip der Messung des TEWL beruht auf einer
Diffusionsformel, welche von dem Fick’schen Diffusionsgesetz (zitiert in
Gobrecht et al. (Gobrecht A, 1990)) abgeleitet wird:

Q_ DA

Oc

Dt |
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Der Quotient DQ/Dt gibt dabei die Diffusionsgeschwindigkeit (Anzahl der
diffundierenden Molekile pro Zeiteinheit) an, D ist der substanzabhéngige
Permeabilitatskoeffizient, A die Austauschflache, | die Diffusionsstrecke und Dc
die Konzentrationsdifferenz an der Grenzflache (Berkowitz BA & Katzung BG,
2001). Bei dem sich ergebenden Nettoteilchenstrom in Richtung des
Konzentrationsgefélles ist die Teilchenstromdichte proportional zur mittleren
Geschwindigkeit und zur mittleren freien Weglange. Abgeleitet ergibt sich
hieraus folgende Formel:

Dabei gibt der Quotient Dm/Dt den Diffusionsstrom an, der die pro Zeiteinheit
transportierte Masse wiedergibt (Bucks DA et al., 1988). Dieser Diffusionsstrom
ist der senkrecht durchtretenen Austauschflache A und der Dichteanderung pro
Weglangeneinheit (Ds/Dt) proportional. Die Konstante D stellt hier den
Diffusionskoeffizienten von Wasserdampf in Luft dar. Unter kontrollierten
MeRbedingungen kdnnen fur die Diffusionstrecke bei kurzen Strecken und die
Zeitdifferenz (DI und Dt) definierte Gré3en erreicht werden. Als offene Variablen
in der Formel bleiben somit die diffundierte Masse an Wasser (Dm) und die
Dichtednderung (Ds). Die Dichte s kann nach dem Boyle-Mariotteschen
Gesetz bei Gasen bei konstanter Temperatur auch durch Messung des
Partialdruckes ersetzt werden (Bucks DA et al., 1988). Damit ergibt sich die
Moglichkeit, in der Formel des Diffusionsgesetzes die diffundierende Masse an
Wasser aus der Anderung des Partialdampfdruckes ?ppart zU bestimmen. Der
Partialdampfdruck ?ppart ergibt sich aus dem Produkt der relativen Feuchtigkeit
(rh) und dem gesattigten Dampfdruck ?pges, Wobei eine Abhangigkeit von der
Temperatur (th) besteht:

?Ppart = rN*?Pges (th)
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Zur Erfassung des Partialdruckes missen daher die relative Luftfeuchtigkeit
und die Temperatur zuvor gemessen werden. Aus der Messung der
Partialdampfdricke zweier benachbarter Mel3punkte kann ein
Partialdampfdruckgradient errechnet werden (Bucks DA et al., 1988).

Nach diesem Prinzip erfolgt die Messung des TEWL mittels Evaporimetrie. In
einem Zylinder aus Polytetrafluorethylen (H6he 20 mm, Innendurchmesser
10 mm), welcher auf die Hautoberflache aufgesetzt wird, sind jeweils zwei
Sensorenpaare (Hygro- und Thermosensoren) in unterschiedlichem Abstand
zur Hautoberflache (ca. 3mm und 9 mm) angebracht, die jeweils die

Temperatur (th) und die relative Luftfeuchtigkeit (rh) erfassen.

Wasserverlust

Abbildung 1.4:Schematische Darstellung des Mel3zylinders bei der TEWL-Messung

th,, thy, = Temperatursensoren
rh,, rhy = Mel3sensoren fur die relative Luftfeuchtigkeit

22



Ausgehend von der Annahme, dal der Wert des Partialdampfdruckgradienten
(?ppar) VOn zwei in geringem Abstand Uber der Hautoberflache liegenden
Mel3punkten proportional zum Partialdampfdruckgradienten zweier fiktiver
Punkte innerhalb der Diffusionszone (d. h. innerhalb der Epidermis) ist, kann
somit durch Messung des Partialdampfdruckgradienten an diesen beiden
Mel3punkten in der Sonde knapp oberhalb der Hautoberflache auf die Menge
des Wasserverlustes (Dm) durch die Epidermis geschlossen werden. Erstmals

eingesetzt wurde dieses Mel3prinzip durch Nilsson in 1977 (Nilsson GE, 1977).

Abbildung 1.5:Mef3sonde des Tewameter TM 210® (Courage + Khazaka /KdIn) —
Aufsicht

Aus den durch die Mel3sonde erhobenen Partialdampfdruckgradienten wird
automatisch durch einen angeschlossenen Mikroprozessor der TEWL
errechnet. Die Angabe erfolgt in g/m?h. Weiterentwickelt wurde dieses
Verfahren durch die schwedische Firma Servomed und durch die deutsche
Firma Courage+Khazaka GmbH.
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Tewameter TM 210

Abbildung 1.6: Tewameter TM 210® (Courage + Khazaka /KéIn)

Einflul3faktoren auf die TEWL-Messung

Aus einer Reihe hautphysiologischer Studien sind verschiedene Faktoren
bekannt, welche einen EinfluR auf die Messung des TEWL haben und daher
bertcksichtigt werden sollten. Im folgenden werden die wichtigsten
EinfluRfaktoren auf die TEWL-Messung diskutiert.

Anatomische Region

Die Abhangigkeit des Basis-TEWL, d. h. des TEWL auf klinisch gesunder,
unbehandelter Haut, von der Lokalisation ist durch die unterschiedliche
Hautbeschaffenheit zu erklaren, insbesondere durch Unterschiede in der
Anzahl der ekkrinen Schweil3drisen und der Dicke und Struktur des Stratum
corneum (Schwindt DA et al., 1998; van Neste D & de Brouwer B, 1992). Auch
die Einwirkung verschiedener Umwelteinfliisse (z. B. UV-Bestrahlung) spielt
dabei eine Rolle (Fluhr JW et al., 2001). Die hochsten TEWL-Mel3werte finden
sich an den Handinnenflachen und Ful3sohlen, die niedrigsten an der
Ruckenhaut. Die Ergebnisse verschiedener Studien zeigen zusammenfassend
eine Abnahme des TEWL in angefuhrter Reihenfolge: Handinnenflachen >
FuRsohle > Stirn = Postaurikularregion = dorsale Hand = Nagel > Unterarm
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(Beugeseite > Streckseite) = Oberarm = Oberschenkel = Thorax > Abdomen >
Rucken (Cua AB et al., 1990; Henry F et al., 1997; Pinnagoda J et al., 1990).
Eine Studie von Lotte et al. konnte eine Abnahme des TEWL in folgender
Reihenfolge nachweisen: Stirn > Postaurikularregion > Abdomen > Unterarm-
beugeseite (Lotte C et al., 1987). Zwischen rechter und linker Korperhélfte
waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (Oestmann E et al., 1993;
Pinnagoda J et al.,, 1990). Eine Studie von Panisset etal. zeigte keine
signifikanten TEWL-Unterschiede zwischen sieben unterschiedlichen MelR3orten
an der Unterarmbeugeseite, mit Ausnahme einer Region nahe des
Handgelenkes (Panisset F et al., 1992). Nur geringe Unterschiede waren in
einer Studie von van der Valk etal. bezuglich verschiedener Mel3orte am
Unterarm nachweisbar (van der Valk PG & Maibach HI, 1989). In den meisten

Studien wurde die Unterarmbeugeseite oder der Riicken als Testort gewahlt.

Intra- und interindividuelle Variabilitat

Angaben bezuglich intraindividueller Schwankungen der TEWL-MelRwerte bei
wiederholten Messungen reichen in der Literatur von 11 % (Blichmann CW &
Serup J, 1987) bis unter 1 % (Oestmann E et al., 1993). Dabei sind jedoch auch
die unterschiedlichen Studienbedingungen (Mel3platz, MelRgerat) zu
beriicksichtigen. Ahnlich groRe Unterschiede in den TEWL-Schwankungen
fanden sich in diesen Studien auch bezuglich der interindividuellen
Schwankungen der TEWL-MelR3werte mit 31-57 % bei Blichmann und Serup
(Blichmann CW & Serup J, 1987), im Vergleich zu 18-20 % bei Oestmann et al.
(Oestmann E et al., 1993). Auch Lammintausta et al. konnten hohe inter-
individuelle Schwankungen aufzeigen (Lammintausta K et al., 1987). In einer
Studie zur intra- und interindividuellen Variabilitdit der TEWL-MeRwerte von
Pinnagoda et al. zeigte sich bei Messungen an 5 aufeinanderfolgenden Tagen
eine intraindividuelle Variabilitat von etwa 20 % und eine interindividuelle
Variabilitat von 79 % (Pinnagoda J et al., 1989; Smit HA et al., 1990).
Insgesamt ist die intraindividuelle Variabilitat damit wesentlich geringer als die
interindividuelle Variabilitat (Agner T & Serup J, 1990). Das Verhaltnis zwischen
intra- zu interindividueller Variabilitat liegt bei etwa 1:5, sodal3 die
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MelRunterschiede zwischen zwei Personen zu etwa 80% durch die
interindividuelle Variabilitat bestimmt werden (Pinnagoda J et al., 1989).

Bei Patienten mit einem abgeheilten atopischen Ekzem konnten keine erhghten
TEWL-Werte (sowohl basal, als auch nach epikutaner Testung mit NLS) in
ekzemfreier Haut nachgewiesen werden, auch bei atopischer Disposition
(Rhinokonjunktivitis allergica, allergisches Asthma bronchiale) zeigten sich
keine erhdohten TEWL-Werte im Vergleich zu hautgesunden Probanden (Loffler
H & Effendy I, 1999). Bei Patienten mit aktivem atopischem Ekzem waren
hingegen die TEWL-Werte nach epikutaner NLS-Testung signifikant erhéht,
auch die basalen TEWL-Werte zeigten eine Tendenz zu héheren TEWL-Werten
als in der hautgesunden Vergleichsgruppe (Loffler H & Effendy I, 1999).
Beispielhaft zeigten Tupker et al., dal3 die Hautreaktion von Atopikern auf NLS
mit dem Schweregrad des Ekzems zu korrelieren scheint (Tupker RA et al.,
1995). In einigen Studien wurden hdohere basale TEWL-Werte bei Patienten mit
akutem atopischem Ekzem auch in ekzemfreien Arealen nachgewiesen
(Fartasch M & Diepgen TL, 1992; Werner Y & Lindberg M, 1985). In diesen
Studien zeigte sich ferner-auch bei Hautgesunden - eine signifikante
Korrelation zwischen erhdhten basalen TEWL-Werten und solchen nach
einfacher oder wiederholter Applikation von NLS (Agner T, 1991; Pinnagoda J
et al., 1989; Tupker RA et al., 1989).

Alter

Beim Erwachsenen konnten keine signifikanten Unterschiede im Basis TEWL in
der Altersgruppe zwischen 20 und 60 Jahren nachgewiesen werden (Agner T,
1991). Nach dem 60. Lebensjahr wurde in mehreren Studien eine leichte
Abnahme des TEWL im Vergleich zu jingeren Erwachsenen festgestellt (Cua
AB et al., 1990; Leveque JL et al., 1984; Tupker RA et al., 1989; Wilhelm KP et
al., 1991). Bei Fruhgeborenen im Vergleich zu Reifgeborenen zeigten sich
erhohte TEWL-Werte mit starkerer Variabilitat im Vergleich zu alteren Kindern
(Hammarlund K et al., 1979; Wilson DR & Maibach HI, 1980).
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Geschlecht

In einer Reihe von Studien konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Mannern und Frauen beziiglich des Basis-TEWL nachgewiesen werden (Agner
T, 1991; Effendy | et al., 1995; Lammintausta K et al., 1987; Tupker RA et al.,
1990; van der Valk PG et al., 1984). Studien von Agner und Kemmet sowie
Alexander zeigten bei Frauen zyklusabhangige Schwankungen der
Hautempfindlichkeit mit einer Erh6hung der TEWL-Werte nach NLS-Testung
kurz vor und wahrend der Menstruation (Agner T et al., 1991; Alexander S,
1988). Auch Harvel et al. konnten erh6hte TEWL-Werte pramenstruell und eine
Erniedrigung der TEWL-Werte praovulatorisch nachweisen (Harvell J et al.,
1992). Dabei waren jedoch keine zyklusabhangigen Schwankungen der Basis-
TEWL-Werte feststellbar, sondern lediglich eine erhéhte Irritabilitdt der Haut im
NLS-Test, was fiur eine verstarkte Entztindungsreaktion spricht und nach Agner
nicht als Verminderung der epidermalen WPB zu werten ist (Agner T, 1992).
Das Geschlecht ist damit nicht als wesentlicher Einflul3faktor auf die TEWL-
Messung in Betracht zu ziehen.

Ethnische Zugehorigkeit

Verschiedene klinische Studien zum Einflul3 der Zugehdorigkeit zu bestimmten
ethnischen Gruppen auf den TEWL konnten keine signifikanten Unterschiede
herausstellen. So fanden Gho & Chia keinen Unterschied zwischen Malaysiern,
Chinesen und Indern bezuglich des Basis-TEWL (Goh CL & Chia SE, 1988).
Luca et al. verglichen Afrikaner (Somalier) und Kaukasier und konnten ebenfalls
keine Unterschiede herausstellen (De Luca R et al., 1984). Wilson et al.
konnten keine Unterschiede in den Basis-TEWL-Werten zwischen
Schwarzhautigen und Weil3hautigen nachweisen (Wilson D et al., 1988),
obwohl mikroskopische Unterschiede in der Hautbeschaffenheit vorliegen
(Wilson D et al., 1988). Nach Tape-Stripping zeigten sich in einer Studie von
Kompaore et al. Unterschiede im TEWL-Anstieg zwischen Schwarzhautigen,
Kaukasiern und Asiaten (Kompaore F et al., 1993), ebenso in einer Studie von
Reed et al., die eine Abhangigkeit der Wasserpermeabilitadt vom Hauttyp
aufzeigen konnten (Reed JT et al., 1995).
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SchweilRdrisenaktivitat

Neben der passiven Diffusion von Wasser durch die Epidermis wird der
transepidermale Wasserverlust mal3geblich durch die Aktivitat der
Schweil3drisen bestimmt. Diese ist abh&ngig von der Koérpertemperatur und
dem Aktivitatszustand des Korpers. Auch die psychische Belastung spielt eine
Rolle, das ,emotionale Schwitzen® tritt maf3geblich an Handinnenflachen,
FuRRsohlen und Axillen auf (Baker H & Kligman AM, 1967; Pinnagoda J et al.,
1989). Es bestehen verschiedene pharmakologische Mdglichkeiten, die Aktivitat
der  Schwei3driisen  auszuschalten, u.a. durch  Einnahme von
Parasympatholytika, z. B. Scopolamin oder okklusiver topischer Anwendung
von Scopolaminhydrobromid bzw. anderer anticholinerger Substanzen
(Hexopyrroniumbromid) tber 1-3 Stunden. Hierunter kommt es zur nahezu
vollstandigen Suppression der Schweil3driisenaktivitat (Baker H & Kligman AM,
1967). Es konnen jedoch eine Reihe von Nebenwirkungen auftreten, die
moglicherweise ihrerseits die TEWL-Messung ungiinstig beeinflussen
(Pinnagoda J et al., 1989). Ausgehend von der Beobachtung, dal3 in
korperlicher Ruhe die Schweil3driisen nur bei einer Umgebungstemperatur von
Uber 28°C aktiv sind, ist eine Ruhephase von 20-30 Minuten bei einer
Umgebungstemperatur von ca. 20-22 °C ausreichend, um den Einflul3 der
SchweilRdrisenaktivitat weitgehend auszuschalten (Pinnagoda J et al., 1989).

Hautdurchblutung

Studien mit vasoaktiven Substanzen konnten im physiologisch relevanten
Bereich keinen eindeutigen EinfluR von Vasokonstriktion bzw. Vasodilatation
der dermalen Hautgefal3e auf den TEWL nachweisen (Pinnagoda J et al.,
1990). Alkohol- oder coffeinhaltige Getrdnke sowie Zigaretten sollten dennoch
vor den Messungen vermieden werden (Rogiers V, 2001). Der Einflul3
vasodilatierender  Medikamente  (z. B.  3-Rezeptorenblocker,  Nitrate,
Calciumkanal-Blocker, systemische Kortikosteroide und systemische Retinoide)
wird kontrovers diskutiert (Reiche L et al., 1998).

28



Hautoberflachen- und Umgebungstemperatur

Die Hautoberflachentemperatur stellt einen der wichtigsten EinfluRfaktoren auf
den TEWL dar. Grice et al. konnten zeigen, dal3 der Basis-TEWL exponentiell
mit der Hautoberflachentemperatur ansteigt (Grice K & Bettley FR, 1967).
Daraus ergibt sich eine Verdoppelung des Basis-TEWL bei einer Erhéhung der
Hautoberflachentemperatur um 7-8 °C. Um den Einflud der
Hautoberflachentemperatur so weit wie moglich zu reduzieren, sollte die
Hautoberflachentemperatur in einem Bereich von etwa 28-32°C konstant
gehalten werden (Grice K et al., 1975; Hammarlund K et al., 1979; Mathias CG
et al.,, 1981; Pinnagoda J et al., 1990). Da die Umgebungstemperatur durch
Konvektion, aber auch indirekt tGber die Beeinflussung thermoregulatorischer
Mechanismen einen Einflul3 auf die Hautoberflachentemperatur hat, sollte auch
hier —auf konstante  Temperatur geachtet werden. Bei einer
Umgebungstemperatur von 20-22 °C liegt die Hautoberflachentemperatur in
Ruhe bei ca. 28-32°C und damit in einem Intervall, in dem
Temperaturschwankungen keinen entscheidenden Einflu@ auf den TEWL
besitzen. Auch die Schweil3drisenaktivitat ist in diesem Temperaturintervall
nach einer entsprechenden Ruhephase vernachlassigbar gering (Agner T &
Serup J, 1990; Lamke LO et al., 1977; Pinnagoda J et al., 1989).

Luftfeuchtigkeit

Neben der Hautoberflachen- und Umgebungstemperatur wird der
Hydratationszustand der Haut u. a. auch wesentlich durch die Luftfeuchtigkeit
bestimmt. Der Hydratationszustand wiederum beeinfluBt malf3geblich den
TEWL, da die Permeabilitdt fur eine Reihe verschiedener Substanzen mit
steigendem Wassergehalt der Haut zunimmt (Kalia YN et al., 1996; Pirot F et
al., 1997). Dabei ist die Beziehung zwischen der Luftfeuchtigkeit und dem
TEWL nicht linear, sondern zeigt einen anfanglichen Anstieg, bei weiterer
Zunahme der Luftfeuchtigkeit nimmt die Aufnahmekapazitdt des Stratum
corneum immer weiter ab, sodal? der TEWL-Anstieg immer geringer ausfallt
(Pinnagoda J et al., 1990).
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Nach den Empfehlungen der Deutschen Kontaktallergie-Gruppe (DKG), einer
Arbeitsgruppe der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft (DDG), sollte die
Luftfeuchtigkeit bei TEWL-Messungen konstant bei ca. 40 % liegen, am
sichersten kontrolliert durch eine Klimaanlage (Brasch J et al., 1999). Falls
diese technischen Voraussetzungen nicht gewahrleistet sein sollten, ist die
Angabe der Luftfeuchtigkeit bei vergleichenden Studien unbedingt erforderlich
(Pinnagoda J et al., 1990).

Luftzug

Luftbewegungen beeinflussen eine gleichmédRige  Ausbildung des
Partialdampfdruckgradienten an der Hautoberflache und fuhren daher zu
starken Schwankungen in den MeRRergebnissen des TEWL. Auch geringe
Luftbewegungen, z.B. durch das Offnen oder SchlieBen von Tiren oder
Fenstern, vorbeigehende Personen, Atmen oder Sprechen tber der Mel3sonde,
und Zugluft einer Klimaanlage fihren bereits zu Luftturbulenzen im Mel3zylinder
und sollten daher wahrend der Messungen vermieden werden (Pinnagoda J et
al., 1990). Um diese Melifehler zu minimieren, sollten die Messungen in einem
geschlossenen Raum erfolgen. Es besteht auch die Moglichkeit, die Messung
in speziellen MelR3kammern (z. B. aus Plexiglas) durchzufiihren, um so den
Einfluld von Luftbewegungen zu verringern. Diese MelRkammern sollten nach
oben offen sein, um einen Temperaturanstieg wahrend der Messungen zu
vermeiden (Loffler H et al., 1996).

Jahreszeitliche Einfllisse

Bei konstanten Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsbedingungen konnten keine
signifikanten jahreszeitlichen Unterschiede in den TEWL-MelRwerten erhoben
werden (Agner T & Serup J, 1989). Die ohne kontrollierte Mel3bedingungen zu
beobachtenden Anderungen des TEWL im Winter im Vergleich zum Sommer
sind daher auf Anderungen in der Umgebungstemperatur und der relativen
Luftfeuchtigkeit sowie den unterschiedlichen Hydratationszustand der Haut
zurickzufihren (Agner T & Serup J, 1989; Basketter DA et al., 1996; Denda M,

2001; Pinnagoda J et al., 1990). Grundsétzlich liegen bei diesbeziglich nicht
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kontrollierten Mel3bedingungen die TEWL-Werte nach einer entsprechenden
Ruhephase im Sommer eher niedriger, da durch die hdhere Luftfeuchtigkeit der
Wasserdampfdruckgradient geringer ist. Durch verstarktes Schwitzen kénnen
jedoch auch erhohte TEWL-Werte im Sommer beobachtet werden. Daher ist
eine Ruhephase von mindestens 15 Minuten vor Mel3beginn dringend
erforderlich. Im Winter hingegen ergibt sich durch einen hoheren
Wasserdampfdruckgradienten aufgrund der niedrigeren Luftfeuchtigkeit ein
Anstieg des TEWL. Messungen des TEWL sollten daher moglichst entweder
innerhalb  einer Jahreszeit oder unter konstanten Temperatur- und
Luftfeuchtigkeitsbedingungen durchgefihrt werden. Tageszeitliche
Schwankungen konnten nicht nachgewiesen werden (Pinnagoda J et al., 1990).

Geographische Unterschiede

Unterschiede in geographischen Umweltfaktoren, wie z. B. unterschiedliche
Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsbedingungen, Hohenunterschiede und damit
Unterschiede im Wasserdampfpartialdruck, missen (da sie auch durch eine
Klimakammer nicht vollstdndig ausgeschaltet werden konnen) bei
vergleichenden TEWL-Messungen in Betracht gezogen werden (Pinnagoda J et
al., 1990).

Geréatetechnische EinfluRfaktoren

Die Messungen sollten auf waagerechter Hautoberflache erfolgen, um
Luftbewegungen durch Konvektion aufgrund der Temperaturunterschiede
zwischen Hautoberflache und Umgebung zu verringern (,Schornsteineffekt* am
stehenden Probanden). Der Anpref3druck der MelRsonde auf die Haut sollte
moglichst konstant sein. Ferner sollte die Messung erst nach Angleichung der
Mel3sondentemperatur an die Hautoberflachentemperatur erfolgen, da sich die
MeRRsonde beim Hautkontakt erwarmt, und dadurch der TEWL zuné&chst
ansteigt. Zur Verminderung der Temperaturbeeinflussung der Mef3sonde durch
die Korpertemperatur des Untersuchers sind Isolierhandschuhe bei der
Handhabung der MelRsonde oder der Einsatz einer speziell isolierten

Klemmvorrichtung zu empfehlen (Pinnagoda J et al., 1990).
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Anwendungsbereiche des TEWL

Die Messung des TEWL wird vorwiegend bei hautphysiologischen Testungen
zur Beurteilung der Integritdt des Stratum corneum eingesetzt. TEWL-Werte
von klinisch unauffalliger und nicht-vorbehandelter Haut, auch Basis-TEWL-
Werte genannt, geben Auskunft Uber den Zustand der epidermalen
Wasserschutzbarriere. In einer Reihe von Studien wurde versucht, den Basis-
TEWL-Wert unter Berlcksichtigung der dermatologischen Anamnese zu
evaluieren. Fur das atopische Ekzem konnte eine Erh6hung des Basis-TEWL
auch auf Kklinisch ekzemfreier Haut als Ausdruck einer gestorten
Wasserschutzbarriere im Vergleich zu Kontrollprobanden nachgewiesen
werden (Agner T, 1991;1992; Fartasch M & Diepgen TL, 1992; Loden M et al.,
1992; Loffler H & Effendy I, 1999; Tupker RA et al., 1990; Werner Y & Lindberg
M, 1985). In einer Studie von Basketter et al. zeigten sich hingegen keine
erhohten basalen TEWL-Werte bei Atopikern ohne derzeitige akute Ekzeme im
Vergleich zu Hautgesunden (Basketter DA et al., 1998). Fur andere
dermatologische Erkrankungen konnte eine solche Korrelation nicht gezeigt
werden (Berardesca E et al., 1990). In verschiedenen Studien bei Probanden
mit Handekzemen in der Anamnese zeigte sich kein signifikant erhéhter Basis-
TEWL (Agner T, 1991). Dabei erfolgte jedoch keine genauere Differenzierung
beziglich der Ekzemanamnese.

Weitaus haufiger findet die Messung des TEWL Anwendung in der Beurteilung
von Hautreaktionen bei Irritationstestungen. Dabei stehen eine Reihe
unterschiedlicher Irritantien, meist Detergentien, zur Verfigung. Am
aussagekraftigsten erscheinen Testungen mit dem Irritans Natriumlaurylsulfat,
welches eine konzentrationsabhangige Steigerung des TEWL hervorruft (Agner
T & Serup J, 1990; Aramaki J et al., 2001; Welzel J et al., 1998). Diskutiert
wurde der préadiktive Wert der Basis-TEWL-Werte auf das Ausmal3 der zu
erwartenden Hautreaktion auf NLS. Tupker et al. und auch Pinnagoda et al.
fanden eine lineare Assoziation zwischen erhéhtem Basis-TEWL-Wert und
deutlich erhéhtem TEWL-Wert nach NLS-Exposition im Vergleich zu
Testpersonen mit niedrigerem Basis-TEWL (Agner T, 1991; Pinnagoda J et al.,
1989; Tupker RA et al., 1989; Wilhelm KP et al., 1990). Im Gegensatz dazu

stehen die Ergebnisse einer Studie an Metallarbeitern von Berndt et al., bei der
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kein préadiktiver Wert des Basis-TEWL im Vergleich zu den TEWL-Werten nach
erfolgter epikutaner Testung mit NLS nachweisbar war (Berndt U et al., 1999).

Auch bei Irritationstestungen mit Natriumhydroxid (NaOH) wurden TEWL-
Messungen zur Beurteilung der Testreaktionen eingesetzt, die zu
beobachtende Erhéhung des TEWL war jedoch wesentlich schwéacher als bei
NLS (Malten KE & Thiele FA, 1973; van der Valk PG et al., 1985). Eine Reihe
weiterer Substanzen, z. B. Phenol, Benzalkoniumchlorid(Park KB & Eun HC,
1995; van der Valk PG et al., 1985), Ammoniumhydroxid (Frosch PJ & Kligman
AM, 1977), Dimethylsulfoxid (DMSO) (Hinnen U et al., 1995), Dodecyl-
trimethylammonium-bromid (DTAB) (Effendy | & Maibach HI, 1995), Toluene
(Wigger-Alberti W et al., 2000), Nonanionic acid (Agner T & Serup J, 1989;
Reiche L et al., 1998) und Popylenglykol (Willis CM et al., 1989) kamen zum
Einsatz. Im Vergleich dazu waren bei NLS-Testungen bereits Erh6hungen des
TEWL bei Barriereschadigungen im subklinischen Bereich nachweisbar (Agner
T & Serup J, 1990).

Aber auch die Einwirkung mechanischer Faktoren - wie z.B. eine
Barrierestdrung aufgrund einer Verdinnung des Stratum corneum (z. B. durch
einen Klebefilmabril3), die bereits ohne Einwirken eines chemischen Irritans zu
einer Erh6hung des transepidermalen Wasserverlustes fuhrt - kann so erfal3t
werden (Baker H & Kligman AM, 1967; Proksch E et al., 1996; Schwindt DA et
al., 1998).

1.4.2. Corneometrie

Zur Erfassung der relativen Hornschichtfeuchte stehen verschiedene Methoden
zur Verfugung, die Uber unterschiedliche Verfahren Veranderungen der
elektrischen Eigenschaften bestimmen: Leitfahigkeit, elektrischer Widerstand
(Impedanz) und Kapazitat. Zur Erfassung des Feuchtigkeitsgehaltes der
obersten Hautschichten werden bei der Corneometrie zwei unterschiedliche
Testverfahren eingesetzt: Der Skicon 100 Hydrometer mif3t die elektrische
Leitfahigkeit der Haut durch eine Anderung des Widerstandes gegen einen
hochfrequenten Strom (3,5 MHz) zwischen zwei konzentrisch angeordneten
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Elektroden auf der Haut. Die Angabe erfolgt in 1/uOhm (Blichmann CW & Serup
J, 1988). Die Corneometer nutzen hingegen das kapazitive Verfahren zur
Erfassung des Wassergehaltes des Stratum corneum der Haut und bedienen
sich dabei der hohen dielektrischen Konstante von Wasser. Der Wassergehalt
der oberen Hautschichten, besonders des Stratum corneum, fihrt dabei zu
Veranderungen der elektrischen Leitfahigkeit (Berardesca E et al., 2002). In
mehreren Studien konnte ein Einflu3 der Hydratation des Stratum corneum auf
die intracorneale Membranfluiditat nachgewiesen werden (Alonso A et al., 1996;
Treffel P & Gabard B, 1995).

Die beiden beschriebenen Verfahren zur Erfassung der Hautdurchfeuchtung
eignen sich fir unterschiedliche Mel3tiefen und Hydratationsstarken. So scheint
die Erfassung des Wassergehaltes ganz oberflachlicher Schichten des Stratum
corneum und hoher Hydratationszustdnde besser mit dem Skicon 100
Hydrometer mdglich (Blichmann CW & Serup J, 1988). Die Corneometer
erfassen Anderungen der Hydratation bis in eine Eindringtiefe von 0,1 mm und
scheinen besser geeignet in der Evaluation erniedriger Hydratationszustande
(Blichmann CW & Serup J, 1988; Courage&Khazaka, 2000).

Messungen mit dem Corneometer

Die Messungen in dieser Studie erfolgten mit dem Corneometer CM 820 der
Firma Courage & Khazaka (Kdln). Die MelR3sonde, welche einen Durchmesser
von ca. 12 mm hat, arbeitet als Kondensator, dessen Kapazitat sich durch
Einbringen der zu messenden Probe in das sich ausbildende elektrische Feld
bei Kontakt mit der Mel3sonde &ndert (Courage&Khazaka, 2000). Bei der
Messung wird die Mel3sonde mit einem standardisierten Anpref3druck von
ca. 3,5 N Uber eine Feder im Sondenkopf senkrecht auf die Hautoberflache
aufgesetzt. In der Mel3sonde befinden sich feine Kondensatorplatten in Form
mehrerer feiner Goldspulen, die von der Hautoberflache nur durch ein sehr
feines Glasplattchen getrennt sind. Zwischen den Spulen baut sich konzentrisch
ein elektrisches Feld mit wechselseitiger Anziehungskraft parallel zur
Hautoberflache angeordnet auf, welches die obersten Schichten des Stratum
corneum durchdringt (Courage&Khazaka, 2000).
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Abbildung 1.7: Mel3sonde des Corneometer CM 820 (Courage & Khazaka/KéIn)

Die Meltiefe beim Corneometer CM 820 wird mit ca. 30 — 100 mm in einer
Studie von Wilhelm et al. angegeben (Wilhelm KP et al., 1993). Organische
Stoffe, wie z. B. die Proteinbestandteile des Stratum corneum wirken dabei als
elektrische Isolatoren (Dielektrizitatszahl kleiner 7). Die elektrische Leitfahigkeit
dieser Materialien ist daher im wesentlichen durch ihren Gehalt an Wasser
beeinflul3t, das eine hohe dielektrische Konstante besitzt (Dielektrizitatszahl 81)
(Courage&Khazaka, 2000; Wilhelm KP et al., 1993). Ist das Mef3objekt sehr
wasserhaltig, aul3ert sich das in einem hohen Wert. Nach ca. 1 Sekunde gibt
ein akustisches Signal den Abschluld der Messung an, der Wert erscheint im
digitalen Display. Der Wert wird in arbitraren Anzeige-Einheiten (AE)
angegeben. Zur Erfassung der Hautdurchfeuchtung sollte der Mittelwert aus
drei Messungen an unterschiedlichen Arealen gewéahlt werden mit Abstanden
von ca. 5 Sekunden, um Okklusionseffekte durch die Mef3sonde an sich zu
vermeiden (Courage&Khazaka, 2000). Das Corneometer CM 820 der Firma
Courage & Khazaka weist eine Mel3genauigkeit von +2,6 AE auf
(Courage&Khazaka, 2000).
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Abbildung 1.8: Corneometer CM 820 (Courage & Khazaka/Kdln)

EinfluRfaktoren auf die Corneometrie

Neben der relativen Durchfeuchtung des Stratum corneum beeinflussen ferner
eine Reihe verschiedener Faktoren die Kapazitatmessungen: Anprefl3druck der
Sonde an die Hautoberflache, Hautstruktur und Hautturgor, anatomische
Region (geringste intraindividuelle Variabilitat an der Unterarminnenseite),
Dicke des Stratum corneum, Behaarung (Anzahl der Haarfollikel in dem
Melareal) (Loden M et al., 1995), Schuppung, oberflachlicher Lipidgehalt, Haut-
und  Umgebungstemperatur,  Luftfeuchtigkeit, = Jahreszeit  (geringerer
Hydratationszustand des Stratum corneum im Winter), Schweil3drisenaktivitat,
Alter (Abnahme des Hydratationszustands mit zunehmendem Alter) sowie
Vorbehandlung mit Externa (Gollhausen R, 1992). Ein Einflu3 des Geschlechts
auf die Corneometrie-Mel3werte konnte nicht beobachtet werden (Wilhelm KP,
1995).
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Anwendungsbereiche der Corneometrie

Die Erfassung der Hydratation der oberflachlichen Hautschichten spielt neben
dem Einsatz bei hautphysiologischen Testungen inzwischen zunehmend eine
Rolle bei der Prifung kosmetischer Produkte. Neben der Testung von
Hautschutzcremes (Ramsing DW & Agner T, 1997; Wigger-Alberti W et al.,
1998) wird die Corneometrie besonders in der Testung der
regenerationsfordernden Eigenschaften von Hautcremes eingesetzt (Loden M,
1997). Zur Uberprifung der Hautvertraglichkeit von Feuchtigkeitscremes,
Syndets und anderen Produkten findet sie ihre Anwendung in der kosmetischen
Industrie (Rogiers V, 2001).

Die Messung der Hautdurchfeuchtung mit dem Corneometer erscheint in Bezug
auf die Reproduzierbarkeit der Mel3ergebnisse genauer als Messungen mittels
Anderungen der elektrischen Leitfahigkeit (Blichmann CW & Serup J, 1988).
Aufgrund der hohen intraindividuellen Variation ist der Einsatz der Corneometrie
zur Quantifizierung irritativer Epikutantestreaktionen umstritten (Agner T &
Serup J, 1990). Diskutiert wurden die hohe Storanfalligkeit und z.T. geringe
Reproduzierbarkeit der MelRergebnisse sowie paradoxe Mel3ergebnisse nach
Irritation (Gollhausen R, 1992).

1.4.3. Colorimetrie

Messungen zur Farbbestimmung der Haut

Die Farbe sowie Farbanderungen der Haut stellen ein wesentliches
Beurteilungskriterium in der Bewertung von Hautreaktionen dar. Neben der
visuellen Beurteilung mit grof3en individuellen Unterschieden in der
Farbwahrnehmung des menschlichen Auges und Gehirnes und der
Terminologie der Farbbeschreibungen stehen zwei Verfahren zur objektiven
Farbbestimmung der Haut zur Verfugung: die Spektrophotometrie und die

Colorimetrie.
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Die Spektrophotometrie erfal3t die Absorption und Reflexion von Licht von der
Haut in einem Wellenl&angenbereich von 400-800 nm unter Verwendung einer
grianen und einer roten LED (light emitting diode) sowie einer Photodiode zur
Erfassung des von der Haut reflektierten Lichtes (Clarys P et al., 2000). Dabei
erlauben die so gewonnen Melwerte keine eindeutige Zuordnung zu einer
bestimmten Farbe, da die beiden wichtigsten Chromophoren der Haut, Melanin
und Hamoglobin, Licht in einem &hnlichen Wellenlangenspektum absorbieren.
Melanin Uberlagert durch sein breites Absorptionsspektrum die spezifischen
Absorptionsspektren von Hamoglobin (Fullerton A et al., 1996). Unspezifische
Hautverdnderungen, z.B. verstarkte Schuppung der Haut, zeigen einen
deutlichen Einflu3 auf diese Mel3methode (Fullerton A et al., 1996). Zudem ist
die Messung aufwendig. Neuere Gerate ermdglichen die spezifische Erfassung
der Hamoglobin-Absorptionsspektren und somit eine Auswertung in Relation
zur Melanin-Absorption (Diffey BL et al., 1984).

Die Colorimetrie erfal3t die Hautoberflachenfarbe unter Bertcksichtigung des
Farbtones (d. h. der Grundfarben Rot, Grin und Gelb) der Helligkeit und der
Farbsattigung (d. h. der Leuchtkraft der Farbe). Diese drei Komponenten
fanden in einem von der Commission Internationale de [I'Eclairage (CIE)
entwickelten standardisierten, dreidimensionalen System Ausdruck (Fullerton A
et al., 1996). Hier liegt in der waagerechten Ebene der Farbton entsprechend
dem Farbkreis mit einer gleichzeitigen Abnahme der Sattigung zur dritten Achse
hin. Dabei beruht die Achse a* auf einer Rot-Griin-Messung, die Achse b* auf
einer Gelb-Blau-Messung. In der senkrechten Achse liegt der Wert fur die
Helligkeit (luminance, L*) zwischen Schwarz und Weil3. Diese Darstellung
bertcksichtigt die nicht-lineare Farbwahrnehmung des menschlichen Auges
und Gehirnes (Fullerton A et al., 1996).
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Abbildung 1.9:Dreidimensionales Farbsystem nach der Commission Internationale de
I'Eclairage (CIE)

Die Colometrie-Werte zeigen daher eine hohe Korrelation mit der visuellen
Auswertung der Testreaktion (Serup J & Agner T, 1990). Bei der Messung mit
dem Tristimulus-Chromameter dient als Lichtquelle eine Xenon-Blitzlampe, die
gepulst betrieben weil3es Licht des gesamten sichtbaren Spektrums aussendet
(Fullerton A et al., 1996). Das Mel3feld hat einen Durchmesser von ca. 8 mm.

Abbildung 1.10: Mef3feld des Chromameters CR 300® der Firma Minolta (Japan)
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Sowohl das emittierte als auch das von der Hautoberflache reflektierte Licht
wird durch Photozellen gemessen, und die daraus ermittelte Farbe wird als
Punkt in dem dreidimensionalen Farbsystem (L*, a*, b*) dargestellt (Fullerton A
et al., 1996). Die Helligkeit (L*) wird dabei als Wert zwischen Weil3 (-) und
Schwarz (+) angegeben, a* als Wert zwischen Grin (-) und Rot (+) und b* als
Wert zwischen Blau (-) und Gelb (+). Das Mel3system erfal3t Farbton, Sattigung
und Helligkeit numerisch als Absolutwert. Vor der Messung erfolgt jeweils eine
Kalibrierung mit einer standardisierten weif3en Fliese (Minolta, Osaka/Japan).
Bei der Messung wird das Melf3feld vorsichtig vertikal zur Hautoberflache ohne
Ausiibung von Druck aufgesetzt und die Blitzlampe ausgeldst. Die Messung
erfolgt automatisch. Nach ca. 10-15 Sekunden wird der MelRwert im
angeschlossenen Computerplatz in Form von Anzeige-Einheiten (AE)
angegeben (Fullerton A et al.,, 1996). Die MelRabweichung kann laut
Herstellerangaben bis zu 0,15 AE betragen (Minolta Co. L, 2000).

Abbildung 1.11: Chromameter CR 300® der Firma Minolta (Japan)

Bei der Beurteilung irritativer Hautreaktionen erscheint insbesondere die
Erfassung des Erythems, d. h. der Hautr6tung und damit des a*-Wertes in der
Colorimetrie von Bedeutung. Eine Reihe von Studien konnten eine eindeutige
Beziehung zwischen der Konzentration der Testsubstanz NLS und den erfaldten
a*-Werten (Agner T & Serup J, 1990; Wilhelm KP et al., 1989) sowie der
Anderung der Hautfarbe (DE*) nach Irritation (Wilhelm KP et al., 1989) zeigen.

In verschiedenen Studien wird eine intraindividuelle Variationsbreite zwischen
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1,9 % und 4,7 % angegeben (Fullerton A et al., 1996; Seitz JC & Whitmore CG,
1988; Serup J & Agner T, 1990). Wilhelm et al. konnten eine signifikante,
lineare Korrelation zwischen der Anderung der Hydratation des Stratum
corneum und der Ausbildung einer Hautrétung (erfal3t durch den a*-Wert in der
Colorimetrie) nach okklusiver kurzzeitiger Applikation von NLS-LOsungen
unterschiedlicher Konzentration Gber 1-5 Minuten nachweisen (Wilhelm KP et
al., 1993). Agner konnte eine signifikante Korrelation der basalen L*-Werten mit
der nachfolgenden Hautreaktion nach okklusiver Applikation von NLS 0,5 %
Uber 24 Stunden zeigen (Agner T, 1991). Hier bestand ein signifikanter
statistischer Zusammenhang zwischen einer erhéhten basalen Lichtreflexion
und einer erhohten Empfindlichkeit gegentber NLS (Agner T, 1991).

EinfluRfaktoren auf die Colorimetrie

Da die intrainstrumentelle Variabilitat bei wiederholten Messungen mit dem
Minolta-Chromameter als gering beurteilt wurde (Wilhelm KP & Maibach HI,
1989), ist vor allem von einem EinfluR geréteunabh&ngiger Faktoren auf die

Messung auszugehen:

Anatomische Region: Es wurden hohere a*-Werte an der Gesichtshaut,
Nacken, Handinnenflachen und Ful3sohlen gemessen als am Rumpf
(Fullerton A et al., 1996). Bei den L*-Werten zeigten sich hohere Werte
am Rumpf und den Oberarminnenseiten, niedrigere L*-Werte an der
Gesichtshaut, Nacken und Handen (Fullerton A et al., 1996). Behaarte
Areale (behaarte Kopfhaut, Bartbereich) sowie stéarkere Schuppung
scheinen ebenfalls die Mel3werte zu beeinflussen (Takiwaki H et al.,
1994). Auch eine Vorbehandlung mit Cremes oder Kosmetika fuhrt zu
einer Anderung der Chromametrie-Werte (Seitz JC & Whitmore CG,
1988). Bei den b*-Werten zeigte sich eine Abhangigkeit von der UV-
Exposition mit niedrigeren Werten in Arealen mit hoher UV-Belastung
(Seitz JC & Whitmore CG, 1988).

Alter: Bezuglich des Alters konnten signifikant niedrigere basale a*-Werte

in einer Gruppe von 66-73jahrigen Probanden als in einer Gruppe von

4%



18-65jahrigen Probanden bei Messungen an der Ruckenhaut
nachgewiesen werden (Fullerton A et al., 1996). Bei der Beurteilung des
Einflusses des Geschlechtes auf die Chromametrie zeigten sich
niedrigere  a*Werte bei Frauen in Messungen an den
Unterarmbeugeseiten als bei Mannern (Fullerton A et al., 1996).
Unterschiede bestehen auch in der Anwendung der Chromametrie bei
den verschiedenen ethnischen Gruppen, da bei Dunkelhdutigen die
Bestimmung des Erythem-Index durch den Einflu@ des hoheren
Melaningehaltes der Haut erschwert wird (Fullerton A et al., 1996).
Jahreszeitliche Einflisse durch Braunung im Sommer und Xerosis cutis
besonders in den Wintermonaten wurden ebenfalls beschrieben
(Fullerton A et al., 1996).

Korperliche  Aktivitat: Diese fuhrt zu einer Zunahme der
Hautdurchblutung und hat damit einen erheblichen EinfluR auf die
Hautfarbe. Stref3situationen und eine Erhdhung der Aktivitat des
Sympathikus gehen mit einer Vasokonstriktion einher und koénnen
dadurch zu einer deutlichen Anderung der Hautdurchblutung und damit
auch der Hautfarbe fuhren, ebenso Nikotin, Koffein und verschiedene
Medikamente aber auch topische Glucocorticoide (Fullerton A et al.,
1996). Alkohol wirkt gefal3erweiternd (Fullerton A et al., 1996).
Orthostatische Effekte fuhren zu einer Zunahme der L*- und b*-Werte
und einer Abnahme der a*-Werte beim Anheben des Armes. Daher sollte
bei Messungen am Unterarm dieser in eine horizontale Position gebracht
werden. Dabei spielen nicht nur Veradnderungen der Durchblutung,
sondern auch Anderungen der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins
eine Rolle (Fullerton A et al., 1996). Vor Mel3beginn sollte ein Intervall
von mindestens 5 Minuten bei unbekleideter Teststelle in Ruhe
eingehalten werden (Fullerton A et al., 1996).

Intraindividuelle Reproduzierbarkeit und interindividuelle Unterschiede:
Die Werte bei wiederholten Messungen an einem Tag bei derselben
Person zeigten nur geringe Abweichungen, bei Messungen an mehreren
aufeinanderfolgenden Tagen jedoch hohere Abweichungen (Wilhelm KP
& Maibach HI, 1989). Die interindividuellen Unterschiede erscheinen
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hingegen grof3 (Agner T, 1991). Tageszeitliche Schwankungen mit
einem Anstieg der a*-Werte im Laufe des Tages und einer Abnahme der
L*- und b*-Werte wurden beobachtet (Fullerton A et al., 1996).

Umgebungstemperatur: Da die Umgebungstemperatur, die
Hautoberflachen- sowie die Korperkerntemperatur einen grof3en Einfluf3
auf die Hautdurchblutung haben (Fullerton A et al., 1996), sollten
Messungen bei einer Umgebungstemperatur von 19-23 °C erfolgen. Eine

direkte Besonnung ist zu vermeiden (Fullerton A et al., 1996).

Anpref3druck: Zu groRer AnprefR3druck des Instrumentes bei der Messung
sollte vermieden werden, da es hierbei zu einer Zunahme der a*-Werte
und einer Abnahme der L*-Werte kommen kann, vermutlich in erster
Linie durch Kompression kleinster Venolen bei ungestortem arteriellem
Blutzustrom (Fullerton A et al.,, 1996). Auch der Aufsetzwinkel des
Geréates auf die Haut beeinflul3t die Messung (Fullerton A et al., 1996).
Daher sollte das Gerat vertikal zur Hautoberflache mit konstantem,
geringem Druck aufgesetzt werden. Bei wiederholten Messungen sollte
der MelRkopf von der Haut abgehoben und wieder neu plaziert werden
(Fullerton A et al., 1996).

Anwendungsbereiche der Colorimetrie

Bestimmungen der Hautoberflachenfarbe sowie ihre Veranderungen stellen ein
wichtiges Beurteilungskriterium bei der Erfassung von Hautreaktionen dar.
Dabei nimmt die Erythemmessung eine besondere Stellung ein. Neben ihrem
Einsatz bei hautphysiologischen Testungen mit Irritantien (Agner T & Serup J,
1990; Wilhelm KP et al., 1989) findet sie auch Anwendung in der
Wirksamkeitsprifung und bei Vertraglichkeitsuntersuchungen dermatologischer
Produkte. Wilhelm et al. konnten in einer Studie zur Erythembestimmung nach
Applikation von NLS unterschiedlicher Konzentration eine hochsignifikante
Korrelation der Anderung der a*-Werte (Da*) sowie auch der Anderung des
Gesamtfarbeindruckes (DE*) mit der applizierten NLS-Konzentration
nachweisen (Wilhelm KP & Maibach HI, 1989). Seitz et al. zeigten die
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Bedeutung der Colorimetrie fur die objektive Bestimmung von Erythem (a*) und
Braunung der Haut (b*) auf (Seitz JC & Whitmore CG, 1988). Die Colorimetrie
kann somit bei der Wirksamkeitsprifung von z.B. Sonnenschutzfaktoren

eingesetzt werden.

1.5. EinflulR der Okklusion auf die Haut

Okklusion (von lat. occludere=abschlie3en, verschlie3en) bezeichnet eine
direkte oder indirekte Bedeckung der Haut mit einer zusatzlichen Barriere,
welche EinfluR nimmt auf die Wasserpermeabilitdt und damit auf den
Hydratationszustand der Haut. Neben der Zunahme der Hydratation durch die
Hemmung der Abdiffusion von Wasser durch die Epidermis unter Okklusion
wurde auch die irritative Wirkung des unter der Okklusion zuriickgehaltenen
SchweilRes auf die Hautbarriere diskutiert, welcher moglicherweise starker
irritativ. wirkt als Wasser alleine (Tsai TF & Maibach HI, 1999). Fur den
verstarkten Wasserverlust nach Okklusion hat sich der Begriff des
Hautoberflachen-Wasserverlustes (,skin surface water loss“, SSWL) etabliert,
der sich aus dem basalen transepidermalen Wasserverlust plus der Abdiffusion
des Uberschiissigen Wassers aufgrund der Hyperhydratation nach Okklusion
zusammensetzt (Wilhelm KP et al., 1993).

Okklusivverbande werden zur Penetrationsverbesserung verschiedener
Wirkstoffe in der Dermatologie eingesetzt. Dabei werden z. B. weichmacherfreie
Kunststoff-Folien aufgelegt, nachdem der Arzneistoff als Salbe, Creme oder
Losung auf die Haut aufgebracht wurde (Gloor M et al., 2000). Durch die luft-
und wasserdichte Abdeckung kommt es zu einer Zunahme der Hydratation,
einer Quellung des  Stratum corneum, einer Zunahme  der
Hautoberflachentemperatur und in der Folge zu einer Steigerung der
Penetrations- und Permeationsrate einiger Wirkstoffe (Warner RR et al., 2003).
Diese Methode findet u. a. Anwendung in der Therapie von Narben (Sawada Y
& Sone K, 1992; Suetak T et al, 2000). Auch die Okklusivwirkung
verschiedener Externa (z. B. Vaseline) ohne Folienanwendung kann bereits zu
einer gesteigerten Hydratation der Hornschicht fiihren (Sawada Y & Sone K,

1992). Bei nassenden Dermatosen ist die Anwendung okklusiv wirkender
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Externa problematisch, da es zu einem Sekret- und Warmestau kommt (Gloor
M et al., 2000). Ferner wurde ein Anstieg des pH-Wertes sowie eine Anderung
der mikrobiellen Besiedelung unter Okklusion, z. B. mit Pityrosporon orbiculare,
Candida und verschiedenen Hautbakterien nachgewiesen (Faergemann J et al.,
1983).

Eine Beeinflussung der Barrierefunktion des Stratum corneum durch Okklusion
mit einer leeren Plastik-Testkammer konnte durch Fluhr et al. gezeigt werden
(Fluhr JW et al., 1999). Dabei war die Stérung der WPB, erfal3t durch TEWL-
Messungen, bereits nach 24-stindiger Okklusion nachweisbar mit einem
Maximum nach 48-stindiger Okklusion. Bei verlangerten Expositionszeiten
Uber 72 Stunden und 96 Stunden zeigte sich kein weiterer Anstieg der TEWL-
Werte; die Barriereschadigung war jedoch im Vergleich zum Basalwert vor
Okklusion auch hier signifikant nachweisbar. Ein Zusammenhang zwischen der
TEWL-Anderung und der Anderung der Wasserbindungskapagzitat des Stratum
corneum nach Okklusion konnte nicht nachgewiesen werden (Fluhr JW et al.,
1999). Nach Okklusion der Haut mit einem wasserundurchlassigen Plastikfilm
tber 1, 3 und 8 Tage konnten eine TEWL-Erh6hung und eine Zunahme der
Hydratation des Stratum corneum auch noch 24 Stunden nach Abnahme der
Folie beobachtet werden (Faergemann J et al., 1983).

In einer Studie von Schafer et al. wurde der Effekt okklusiv applizierter Folien
(semipermeabel und nicht-permeabel) aus Hygieneartikeln Uber 1, 3 und
6 Stunden auf verschiedene hautphysiologische Parameter getestet (Schafer P
et al., 2002). Dabei zeigte sich ein steiler Anstieg des TEWL innerhalb der
ersten Stunde mit einem langsamen Abfall bis zu den Mel3zeitpunkten 3 und
6 Stunden nach Ende der Okklusion. Die Hydratation des Stratum corneum
zeigte einen Anstieg innerhalb der ersten Stunde nach Okklusion mit stabilen
Werten bis zu 3 Stunden und einem langsamen Abfall bis zum Mef3zeitpunkt
nach 6 Stunden. Ingesamt lagen die Werte fur die nicht-permeable Folie héher
als die der permeablen Folie (Schafer P et al.,, 2002). Unter normalen
Umweltbedingungen liegt der Hydratationszustand des Stratum corneum bei
ca. 30-50 % des Trockengewichtes, unter Okklusion kann es jedoch zu einem
massiven Anstieg kommen (Graves CJ et al., 1995). In Abh&ngigkeit von einem
erhohten Hydratationslevel des Stratum corneum wurde eine gleichzeitige
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Erhohung der Wasserpermeabilitat um den Faktor 2-3 nachgewiesen (Blank IH
et al., 1984).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, daf3 bereits die alleinige epikutane,
okklusive Applikation von Wasser zu ultrastrukturellen Veranderungen der Haut
fuhrt, und somit Wasser als schwaches Irritans agiert. In einer
elektronenmikroskopischen Studie von Warner et al. zeigte sich bereits nach
4 Stunden, eindrucksvoller nach 24-stiindiger epikutaner Applikation von
Wasser, ein interzellulares Odem im Stratum corneum mit Auseinanderweichen
der Korneozyten aufgrund einer Storung der Lipidlamellen (Warner RR et al.,
2003). Alonso et al. konnten eine voriibergehende Zunahme der
Membranfluiditat im Stratum corneum bei zunehmender Hydratation des
Stratum corneum nachweisen (Alonso A et al., 1996). Van Hal et al. konnten
mittels elektronenmikroskopischer Darstellung an Gefrierschnitten von
Hautproben, die zuvor Gber 48 Stunden okklusiv mit Kochsalzldsung inkubiert
waren, die Ausbildung interzellularer Wasseransammlungen im Stratum
corneum zeigen (van Hal DA et al., 1996). Ferner wurde eine Anderung der
Lipidzusammensetzung als Ursache der Barrierestorung diskutiert, die
wiederum auf den Gehalt an NMF Einfluf3 nimmt (Rawlings AV et al., 1994).

Die Wasseraufnahme in die Korneozyten unter Okklusion ist in den mittleren
Zellagen des Stratum corneum am grof3ten, geringer in den basalen Lagen
sowie in den ganz oberflachlichen Zellagen (Bouwstra JA et al., 2003; Warner
RR et al.,, 2003). Dies steht in Ubereinstimmung mit der Verteilung des
sogenannten NMF, dessen Konzentration in den mittleren Zellagen des Stratum
corneum am grof3ten ist (Rawlings AV et al., 1994). In den basalen Zellagen
zeigte sich keine Schwellung der Korneozyten, auch bei starker
Hyperhydratation bis 300 % des Trockengewichtes des Stratum corneum. Hier
wurde ursachlich eine geringere Konzentration bzw. das Fehlen des NMF in
den Korneozyten sowie eine besondere Ausbildung des cornified envelope
diskutiert (Bouwstra JA et al., 2003). Die Wasseraufnahme in die Korneozyten
erfolgt durch eine Zunahme der vertikalen Korneozytendicke, weniger durch
Zunahme des horizontalen Korneozytendurchmessers (Bouwstra JA et al.,
2003). Norlen et al. konnten nachweisen, dal} die Zunahme der
Korneozytendicke um bis zu 25-30 % nach ca. 90 Minuten Immersion mit
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destilliertem Wasser abgeschlossen ist (Norlen L et al.,, 1997). Langere
Expositionszeiten fuhren zu einer Storung der interzellularen Lipidlamellen
(Warner RR et al.,, 1999). Ferner wurde eine Extraktion der NMF durch

okklusiven Wasser- und Irritantienkontakt diskutiert (Imokawa G et al., 1991).

Auch Kligman (Kligman A, 1996) wies eine Stérung der epidermalen
Wasserschutzbarriere nach 24-stindiger okklusiver Applikation von Wasser
nach. Hier wurde diskutiert, dal3 durch die Schwellung des Stratum corneum
proinflammatorische Substanzen freigesetzt werden koénnten, die in tiefere
Hautschichten diffundieren und die nachfolgende Entziindungsreaktionen
ausldsen (Kligman A, 1996). Eine Erhohung der Interleukin-1a-Expression als
ein friher Marker einer Barriereschadigung konnte in frischen Hautexzidaten
nach alleiniger epikutaner Applikation von Wasser Uber 8 Stunden durch Gibbs
et al. nachgewiesen werden (Gibbs S et al.,, 2002). Mikulowska stellte nach
24-stindiger Applikation einer mit Wasser gefullten Epikutantestkammer
reaktive Veranderungen in Langerhans-Zellen fest (Mikulowska A, 1990).

Diskutiert wurde auch eine Hemmung der Barriere-Restitution durch die
Okklusionseffekte auf wasserimpermeable Membransysteme im Stratum
corneum mit einer nachfolgenden Hemmung der DNA-Synthese im Stratum
corneum (Proksch E et al., 1991). Welzel et al. konnten hingegen keine
Verzbgerung in der Barriere-Restitution durch  Okklusion  nach
Barriereschadigung nachweisen (Welzel J et al., 1996). In einer Studie von van
de Kerkhof et al. zeigte sich ebenfalls keine Anderung der epidermalen
Proliferation  unter  Okklusion mit  Hydrokolloiden nach erfolgter
Barriereschadigung durch tape stripping (van de Kerkhof PC et al., 1995).

Haufig diskutiert wurde der Einflu@ von Handschuhen auf die
Hautschutzbarriere durch Okklusionseffekte. In einer Studie von Ramsing und
Agner konnte bei kurzzeitiger Okklusion gesunder Haut mit einem
hypoallergenen Untersuchungshandschuh fur jeweils 6 Stunden pro Tag an drei
aufeinanderfolgenden Tagen bei Messungen bereits 1 Stunde nach Entfernen
der Handschuhe am dritten Tag keine Anderung der TEWL-Werte im Vergleich
zu den Basalwerten nachgewiesen werden; ebenso zeigte sich keine Anderung

der Hydratation (Ramsing DW & Agner T, 1996). Nach 14-tagiger Tragezeit war
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ein signifikanter Anstieg der TEWL-Werte zu bemerken (Ramsing DW & Agner
T, 1996). Auf vorgeschadigter Haut (NLS 0,5 % uUber 10 Minuten zweimal
taglich an 2 aufeinanderfolgenden Tagen) zeigte sich nach anschlie3endem
Tragen der Handschuhe an 3 aufeinanderfolgenden Tagen Uuber jeweils
6 Stunden pro Tag bereits ein deutlicher Anstieg der TEWL-Werte im Vergleich
zu der Kontrolle ohne Handschuh und zu den Basalwerten (Ramsing DW &
Agner T, 1996). Ahnliche Ergebnisse konnten auch van der Valk und Maibach
zeigen (van der Valk PG & Maibach HI, 1989).

Der Effekt von Wasser auf experimentell vorgeschadigter Haut durch okklusive
Einwirkung von  0,5%iger  NLS-Losung dber 10 Minuten an
2 aufeinanderfolgenden Tagen und anschliel3ender nicht-okklusiver Einwirkung
von Wasser zweimal taglich Uber 10 Minuten an 10 aufeinanderfolgenden
Tagen zeigte keinen weiteren Anstieg der TEWL oder Corneometrie-Werte bei
Messungen 90 Minuten nach Beginn der Wasserexposition an Tag 5 und 9 im
Vergleich zu den Werten nach Irritation (Ramsing DW & Agner T, 1997).

1.6. Ableitung der Fragestellung und Hypothesen

In der vorliegenden Studie wird der Einflul von Okklusionseffekten auf
verschiedene hautphysiologische Untersuchungsmethoden bei epikutanen
Hauttestungen mit Natriumlaurylsulfat untersucht. Neben der Messung des
TEWL stehen bei der Beurteilung der Hautreaktion auf Irritantien als weitere
hautphysiologische Untersuchungsmethoden die Corneometrie zur Erfassung
des Feuchtigkeitsgehaltes des Stratum corneum sowie die Colorimetrie zur

Erfassung der Hautoberflachenfarbe zur Verfigung.

Ziel dieser Studie war es, bei der Epikutantestung mit NLS unterschiedlicher
Konzentrationen im Vergleich zu Wasser und zu einer Leerkammer als
Kontrolle den Zeitpunkt nach der Abnahme der Testpflaster zu ermitteln, an
dem Okklusionseinflisse auf die Ergebnisse der angewendeten
hautphysiologischen Untersuchungsmethoden weitgehend abgeklungen sind.
Dabei wurde auch der EinfluR der Konzentration von NLS sowie

unterschiedlicher Applikationszeiten auf die Okklusionseffekte untersucht.
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Hypothesen:

H1lo:

H20:

H3o:

H40

Der Mel3zeitpunkt nach Abnahme der Testpflaster hat keinen Einflu®3 auf
die MeRwerte der durchgefuihrten hautphysiologischen Testungen.

Die Applikationsdauer der Testpflaster hat keinen EinfluR auf die
Melwerte nach Abnahme der Testpflaster.

Die unterschiedlichen Testsubstanzen (NLS 0,25 % NLS 0,5 %, Wasser,
Leerkammer) haben keinen Einfluld auf die MeRwerte zu den einzelnen
Mel3zeitpunkten.

Es besteht keine Korrelation zwischen den Werten der verschiedenen

hautphysiologischen MelRmethoden bezlglich ihres zeitlichen Verlaufes
nach Pflasterabnahme.
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2. MATERIAL UND METHODE

2.1. Probanden

An der Studie nahmen insgesamt 45 hautgesunde Probanden im Alter von
18 bis 70 Jahren (Mittelwert: 48 Jahre + 13 Jahre) teil, davon 20 Frauen und
25 Méanner. 15 Probanden waren der Altersgruppe 18-44 Jahre zuzuordnen, die
Ubrigen 30 Probanden der Altersgruppe 45-70 Jahre. Bei keinem der
Probanden war eine atopische Diathese in der Anamnese, akute Haut- oder
sonstige Erkrankungen oder Schwangerschaft zum Testzeitpunkt bekannt. Der
Hautzustand an den Teststellen war unauffallig. Topische Behandlungen, z. B.
mit Glucocorticoiden oder auch pflegenden Externa mindestens Uber
12 Stunden vor und wahrend der Testungen, die Verwendung von
Hautreinigungsmitteln an den Teststellen, relevante systemische Therapien
(z. B. Glucocorticoide, gefal3erweiternde oder -—verengende Substanzen,
Immunsuppressiva bis mindestens drei Wochen vor Testbeginn) sowie UV-
Bestrahlungsbehandlungen waren den Probanden untersagt.

Die Untersuchungen wurden unter Berlcksichtigung der Empfehlungen fir
Arzte in der klinischen Forschung der Deklaration von Helsinki (Weltarztebund
1991) durchgefuhrt (Schuklenk U & Ashcroft R, 2000). Vor
Untersuchungsbeginn wurde die Zustimmung der Kommission fur Ethik in der
arztlichen Forschung des Klinikums der Philipps-Universitat Marburg eingeholt.
Nach einem ausfihrlichen Informationsgesprach durch einen Testarzt wurde
den Probanden vor der Testung ein ausfuhrlicher Aufklarungsbogen
ausgehandigt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung fur die Teilnahme an
der Studie muf3te unterzeichnet werden. Nach Beendigung der Datenerhebung
erfolgte die anonymisierte Kodierung der Daten zur statistischen

Weiterbearbeitung.

50



2.2. Testsubstanzen

Natriumlaurylsulfat

Fur die Irritationstestung wurden walrige NLS-Losungen in den
Konzentrationen 0,25 % und 0,5% NLS der Firma Sigma® (Deisenhofen,
Deutschland), Reinheitsgrad 99 %, verwendet. Das Beflllen der Testkammern
erfolgte mit einer Eppendorf Reference-Pipette (Eppendorf®, Hamburg).

Agua ad iniectabilia Braun

Als Kontrollsubstanz diente Aqua ad iniectabilia Braun der Firma Braun
Melsungen, CH.-B.: 2344A95.

Testpflaster

Bei der epikutanen Irritationstestung wurden jeweils vier Large Finn Chambers®
(Epitest Ltd Oy, Tuusula/Finnland, Vertrieb durch HERMAL, Reinbek) mit einem
inneren Durchmesser von 12 mm auf Scanpore Pflaster® (Alpharma AS,
Norgesplaster Facility/Norwegen), bestiickt mit einem Zellulose-Filterplattchen
(Whatman Chromatographie-Papier®, Grad 31 ET, 11 mm Durchmesser),
verwendet. Die Fixierung der Testpflaster erfolgte zusatzlich mit einem
schmalen Streifen hypoallergenem, Iluft- und wasserdampfdurchlassigem
Klebevlies (Fixomull® stretch, BSN medical GmbH, Hamburg).
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2.3. Hautphysiologische Mel3gerate

2.3.1. Tewameter TM 210®

Die Messungen des TEWL erfolgten mit dem Tewameter TM 210® der Firma
Courage + Khazaka (Ko6In). Nach Aufsetzen der Mel3sonde wurde 6 Sekunden
spater automatisch die Messung des TEWL in Zeitabstanden von
ca. 2 Sekunden durchgefuhrt. Die Mel3werte wurden gespeichert und die
mittlere  Abweichung der MelRwerte der letzten 20 Sekunden mit einem
vorgegebenen Toleranzwert verglichen. Bei Unterschreitung dieses
Toleranzwertes wurde dies durch ein akustisches Signal angezeigt; die
Messung konnte ggf. gestoppt werden. Der TEWL-Wert in g/m2h ergibt sich als
Mittelwert der Messungen der letzten 20-60 Sekunden (Wilhelm KP et al.,
1993). Bei einer Raumtemperatur zwischen 15 °C und 40 °C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von tber 30 % arbeitet das Gerat nach Herstellerangaben dabei
mit einem Mel3fehler von £ 15 % des Mel3wertes (Courage&Khazaka, 2000).

2.3.2. Corneometer CM 820®

Zur Beurteilung des Feuchtigkeitsgehaltes des Stratum corneum wurde in
dieser Untersuchung der Corneometer CM 820® der Firma Courage & Khazaka
(Koln) eingesetzt. Bei der Messung wird die Sonde mit einem standardisierten
Anpref3druck von 3,5N auf die Hautoberflache aufgebracht und die
Kapazitatsanderung erfaf3t. Nach ca. 1 Sekunde wird ein arbitrarer Wert in
Anzeige-Einheiten (AE) angegeben. Zur Erfassung der Hautdurchfeuchtung
wurde der Mittelwert aus drei Messungen innerhalb von Abstanden von ca.
5 Sekunden an unterschiedlichen Arealen gewahlt. Das Gerat weist nach
Herstellerangaben eine Mel3genauigkeit von + 2,6 AE auf (Courage&Khazaka,
2000).
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2.3.3. Chromameter CR 300®

Zur Farbbestimmung wurde der Chromameter CR 300® der Firma Minolta
(Japan) verwendet, welcher als Tristimuluscolorimeter die Hautoberflachenfarbe
in einem dreidimensionalen Farbsystem erfal3t. Zunachst erfolgt eine
Kalibrierung des Gerates mit einer weil3en standardisierten Mef3platte. Um
orthostatische Einfliisse zu vermindern, wurden die Messungen am Unterarm in
einer horizontalen Position bei sitzendem Probanden durchgefuhrt. Vor Beginn
der Messungen wurde ein Ruheintervall von mindestens 5-10 Minuten
eingehalten, in denen der Unterarm bereits unbedeckt und bewegungslos in
dieser Stellung gehalten wurde. Es wurden drei aufeinanderfolgende
Messungen mit dem Chromameter unter jeweils erneutem Aufsetzen und
konstant geringem Anprel3druck des Mel3kopfes durchgefuhrt und der
Mittelwert dieser Messungen errechnet (Angabe in Anzeige-Einheiten, AE). Die
MelRRabweichung kann laut Herstellerangaben bis zu £ 0,15 AE betragen
(Minolta Co., 2000).

2.4. Standardisierung der Untersuchungsbedingungen

Grundlage der Untersuchung waren die Empfehlungen zur Durchfihrung von
Messungen des TEWL (Pinnagoda J et al., 1990), die Empfehlungen zur
Durchfuhrung des NLS-Irritationstests der ,Standardization Group of the
European Society of Contact Dermatitis” (Tupker RA et al., 1997) sowie
Empfehlungen zur Messung der Hautoberflachenfarbe der ,Standardization
Group of the European Society of Contact Dermatitis” (Fullerton A et al., 1996).

Jahreszeit

Um den Einflul3 der Jahreszeit auf die Messungen mdglichst gering zu halten,
wurden die Untersuchungen in den Wintermonaten Oktober 2000 bis Februar
2001 durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten ferner jeweils zur gleichen

Tageszeit.
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Raumtemperatur

Die Raumtemperatur lag zwischen 21 °C und 23 °C, die Temperaturregulation
erfolgte durch Thermo-Tex®-Folien. Die Messungen wurden in einem
abgetrennten Mel3raum, der vor direkter Sonneneinstrahlung geschitzt war,
durchgefiuihrt. Fenster und Turen blieben stets geschlossen, um mogliche
Beeinflussungen der Messung durch Luftzug zu vermeiden. Wéahrend der
Messungen wurde nicht gesprochen.

Relative Luftfeuchtigkeit

Die relative Luftfeuchtigkeit lag bei 40-50 % (eine genauere Regulation war

nicht moglich).

Ruheintervall vor der Messung

Vor jeder Messung hielten sich die Probanden fir mindestens 20 Minuten im
MeRraum auf, um die Aktivitat der Schwei3drisen zu vermindern. Die
Teststellen waren dabei nicht von Kleidung bedeckt, um eine gleichmafige
Hautoberflachentemperatur zu erreichen und Okklusionsartefakte durch
Kleidungsstuicke herabzusetzen.

2.5. Testdurchfihrung

Bei allen Probanden wurden jeweils insgesamt vier epikutane Large Finn
Chambers® (Innendurchmesser 12 mm) mit Zellulose-Filterpapier wenige
Minuten vor der Applikation befullt mit jeweils 60 m einer wafrigen 0,25%igen
NLS-L6sung, einer 0,5%igen NLS Lésung sowie mit Aqua ad iniectabilia Braun.
Diese Kammern wurden zusammen mit einer leeren Testkammer auf die
mediale Unterarmbeugeseite aufgebracht und mit luftdurchlassigem Klebevlies

(Fixomulla stretch) flachig fixiert.
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Abbildung 2.1: Einpipettieren der Testlésungen in die Finn Chambers®

Abbildung 2.2: Applikation der Testpflaster und Fixieren mit Klebevlies

Die Testpflaster wurden bei 15 der Probanden bereits nach 12 Stunden
entfernt, bei weiteren 15 Probanden nach 24 Stunden und bei den restlichen
15 Probanden erst nach 48 Stunden. Die Markierung der Teststellen erfolgte
mit einem wasserfesten Stift. Die Zuordnung der Probanden zu den
unterschiedlichen Applikationszeiten wurde randomisiert.
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Messungen des transepidermalen Wasserverlustes, der Corneometrie und der
Chromametrie wurden vor Applikation der Pflaster (Basalwerte), direkt nach
Pflasterabnahme (Zeitpunkt 0), alle 15 Minuten innerhalb der ersten Stunde
nach Pflasterabnahme, alle 30 Minuten innerhalb der nachfolgenden 3 Stunden
sowie 24 Stunden nach Pflasterabnahme durchgefiihrt. Dabei wurde eine
jeweils ca. 20-minutige Ruhepause vor den Messungen von den Probanden im
Testlabor eingehalten. In der ersten Stunde nach Abnahme der Pflaster
verlie3en die Probanden den Testraum nicht.

Abbildung 2.3: Messung mit der Tewametersonde

2.6. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. P. Zofel
vom Hochschulrechenzentrum der Philipps-Universitat Marburg unter
Verwendung von SPSS fur Windows 10.0.

Der Kolmogorov-Smirnov-Test zeigte eine Normalverteilung der Daten, so dal3
in der Folge die Berechnungen mit dem t-Test durchgefiihrt werden konnten.
Der Vergleich der Daten, getrennt nach den unterschiedlichen
Applikationszeiten (12 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden), erfolgte mit dem
t-Test fur unabhéngige Stichproben, die Korrelationsuntersuchung durch
Bestimmung des  Korrelationskoeffizienten  nach  Spearman. Die
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Verlaufsbeobachtung von  MelRwerten  jeweils aufeinanderfolgender
Mel3zeitpunkte nach Pflasterabnahme wurde mit dem t-Test fir gepaarte

Stichproben durchgefiihrt.

Da insbesondere der Unterschied der MelRwerte vom Basalwert von Interesse
dieser Untersuchung war, wurden die Auswertungen mit den Delta-Werten
(?-Wert=Wert zu einem Melzeitpunkt abziglich des Basalwertes)

durchgefihrt.

2.7. Methodenkritik

Bezuglich der Standardisierung der Untersuchungsbedingungen war die
Moglichkeit einer Luftfeuchtigkeitsregulation aufgrund des Fehlens einer
entsprechenden Klimaanlage in den Testraumen nicht gegeben. Die
Luftfeuchtigkeit lag meist zwischen 40 % und 50 %. Die Messungen erfolgten in
einem abgetrennten Mel3raum, der vor direkter Sonneneinstrahlung geschutzt
war. Fenster und Turen blieben stets wahrend der Messungen geschlossen, um
mogliche Beeinflussungen der Messung durch Luftzug zu vermeiden. Ein
direkter Vergleich der absoluten Mel3werte mit anderen, unter streng
standardisierten Bedingungen (Luftfeuchtigkeit!) gewonnen Daten, ist daher

nicht uneingeschrankt moglich.

Bei der Corneometrie ist eine hohe Storanfélligkeit des Corneometers von
verschiedenen Autoren mehrfach beschrieben worden, ferner wurden die
geringe Reproduzierbarkeit der Mel3ergebnisse dieser hautphysiologischen
Testmethode sowie paradoxe Melwerte nach Irritation diskutiert (Blichmann
CW & Serup J, 1988; John SM, 2001).
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3. ERGEBNISSE

Nach erfolgter Plausibilitatskontrolle zeigte die Testung der erhobenen Daten
auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test, aufgetrennt nach den
unterschiedlichen hautphysiologischen Methoden, dal3 eine Normalverteilung

vorliegt.

Im zeitlichen Verlauf der Messungen aller drei angewendeten
hautphysiologischen Methoden nach Pflasterabnahme ergaben sich bezuglich
der unterschiedlichen Applikationszeiten (12 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden)
im t-Test fur unabhangige Stichproben keine signifikanten Unterschiede. Die
Werte dieser drei Gruppen wurden daher im folgenden zusammengefal3t
beurteilt.

Bezuglich der Geschlechtsabhangigkeit der Testreaktion auf NLS und auf die
Leer- und Wasserkammer waren keine signifikanten Unterschiede im
Mittelwertvergleich der TEWL- und der Corneometrie-Werte zu allen
Testzeitpunkten nachweisbar. Auch beziglich des Alters konnten im Vergleich
der gebildeten Altersgruppen (Alter 18-44 Jahre und 45-70 Jahre) keine
signifikanten Unterschiede in der Testreaktion auf NLS sowie auf die Leer- und
Wasserkammer beobachtet werden, und zwar zu allen Testzeitpunkten und
auch bei allen drei angewendeten Testverfahren. Es folgt die beschreibende
Darstellung  der  statistischen Ergebnisse, getrennt nach den
hautphysiologischen Untersuchungsmethoden.
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3.1. Ergebnisse TEWL

3.1.1. Basisdaten

Tabelle 3.1 zeigt die ?-TEWL-Werte in g/m?h, die sich aus der Differenz der
gemessenen Absolutwerte und dem Basalwert ergeben. Aufgefuhrt sind die
?-TEWL-Mittelwerte, Standardabweichungen sowie Minima und Maxima zu den

unterschiedlichen Mel3zeitpunkten nach Pflasterabnahme.

Tabelle 3.1:  Basalwert und ?-TEWL-Werte in g/m2h: ?-Mittelwert + Standardabweichung,
Minimal- und Maximal-MeBwerte (Min/Max) zu den unterschiedlichen
Me3zeitpunkten
Leerkammer Wasser NLS 0,25 % NLS 0,5 %
Basal | 7.39%292 Mo 13,'2 739292 | M 13,'?1 739292 [V 13,'2 739£292 |M 13,'?1
Omin |15,85+ 12,63 m’x gg; 29,08 + 19,5 'l\\"/ligx 72; 49,82 + 26,77 m‘;x 9_3,'?? 64,83 + 21,01 m‘x 9;’;(3)
15min | 581 + 6,67 m’x Egj 12,11 + 9,52 '\I\"Aigx éé:? 23,83 + 13,39 '\,\2';( 5%? 35,00 + 12,36 m‘x 6(2):3
30min | 4,63 554 m’x ;2:2 8,87 + 7,25 '\l\A/IiQx 2‘3:;‘ 18,08 + 9,24 m’x ,;:g 25,49 + 10,35 m‘x ng
45min | 4461205 [ M gj:; 770832 |\ 43:; 1367 £6,07 | M 23:(1) 22181198 | " é‘é;?
somin | 142+394 | M1 l';'g 604499 |\ l'g:f 1182620 | M1 3;2:2 1810975 | V" 5§§
90min | 023+281 | M 'gj 352433 |\ 1_3,'2 1007 £547 | M1 3;%"2 16881002 | M 6‘11:2
120 min | 0,17 £ 3,40 m‘x l'g:g 2,59 + 3,68 '\l\A/IiQx igfg 8,35 + 5,79 m’x Z'é'g 15,06 + 10,24 m‘x 5%
150 min | -0,74%2,58 | Mo 'g:g 148332 [ M 'g:f 753645 |V 2‘%‘1 1496 £11,24 | 52:?
180 min | -0,74 + 3,23 '\l\:::x lg’; 0,47 + 2,50 '\l\:::x 'S:I 6,48 + 7,49 m‘:x 3:;:3 13,68 + 12,09 m‘x 6%;
210 min | 125230 | M1 '% 040397 | M 1_3,'; 684691 [V 3%:8 1498 £12,84 | M 6‘%3
240 min | 162282 | M1 '13'? 016446 | M1 ';i'g 647792 |V 322 14211348 |0 6‘%3
24h | 0,55+6,96 m’x 3:2:2 2,35 + 7,67 m’x 332 10,64 + 10,43 m’x 5;(1),'3 18,67 + 15,99 m‘x 63’3

Unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster (Zeitpunkt 0) zeigte sich ein steiler,
hochsignifikanter Anstieg der TEWL-Werte an allen 4 Teststellen (NLS 0,5 %,
NLS 0,25 %, Wasser, Leerkammer) im Vergleich zum Basalwert. Die hochsten
Werte ergaben sich fur NLS 0,5 %, gefolgt von NLS 0,25 %, Wasser und der
Leerkammer. Sowohl! die Me3werte fur NLS 0,5 % als auch die fir NLS 0,25 %

wiesen im Vergleich zum Basalwert an allen nachfolgenden Mel3zeitpunkten
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signifikant hthere Werte auf. Dabei waren die Mel3werte fir NLS 0,5 % zu allen
MelRRzeitpunkten signifikant hoher als die nach Applikation von NLS 0,25 %. Im
Vergleich zum Basalwert zeigten sich signifikant erhohte MeRwerte fir die
Leerkammer nur bis 60 Minuten, fur die Wasserkammer bis 150 Minuten nach
Abnahme der Testpflaster. Innerhalb der ersten 15 Minuten nach Entfernen der
Testpflaster war bei allen Testarealen eine steile Abnahme der TEWL-Werte

um mehr als 40 % zu beobachten (Tabelle 3.2).

Im Vergleich der Wasserkammer mit der Leerkammer zeigten sich in der
vorliegenden Studie signifikant hohere Werte fur die Wasserkammer bis
240 Minuten nach Pflasterabnahme. Die TEWL-Unterschiede der NLS-
Kammern im Vergleich zur Leerkammer waren zu allen MelRzeitpunkten
hochsignifikant. Beim Vergleich der TEWL-Werte der NLS-Kammern mit denen
der Wasserkammer zeigten sich ebenfalls hochsignifikante Unterschiede zu
allen Mel3zeitpunkten nach Pflasterabnahme.

Bei den TEWL-Werten 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster war erneut
ein Anstieg im Vergleich zum Basalwert und zu den Messungen 240 Minuten
nach Abnahme der Testpflaster zu beobachten. Die hochsten Werte ergaben
sich auch hier fir NLS 0,5 %, gefolgt von NLS 0,25 %, der Wasserkammer und
der Leerkammer. Bei der Leerkammer war der erneute Anstieg der TEWL-
Werte 24 Stunden nach Entfernen der Testpflaster jedoch nicht signifikant im
Vergleich zum Basalwert, fir die Wasserkammer und beide NLS-Kammern
ergaben sich hochsignifikante Unterschiede im Vergleich zum Basalwert. Die
TEWL-MeRRwerte beider NLS-Konzentrationen korrelierten 24 Stunden nach
Pflasterabnahme signifikant mit denen der Wasserkammer (p<0,001).
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3.1.2. Zeitlicher Verlauf der TEWL-Werte

Die Anderung der TEWL-Werte nach Entfernen der Testpflaster ist anschaulich
in der Abbildung 3.1 erkennbar (?-TEWL-Werte).
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Abbildung 3.1:?-TEWL-Werte in g/m2h im Verlauf der Messungen: MeRwerte von 0 Minuten

bis 24 Stunden nach Pflasterabnahme

Bezuglich des zeitlichen Verlaufes der TEWL-Werte nach Abnahme der
Testpflaster wurden Vergleiche der MeRwerte (Absolutwerte)
aufeinanderfolgender Mel3zeitpunkte mit dem t-Test fir gepaarte Stichproben
durchgefihrt (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2:

Verlauf

der

TEWL-MeRwerte:

Signifikanzniveau

beim

Vergleich

aufeinanderfolgender MelRwerte und Abnahme der Werte (vom vorhergehenden

zum jeweils nachfolgenden Mel3zeitpunkt) in % (Absolutwerte),

ns = nicht signifikant

Zeit in min/h
Irrh
Leerkammer P<0,01 | P<0,05 | P<0,05 | P<0,05 | P<0,05 | P<0,05 | P<0,05 ns ns ns ns
-47,4% | -15,3% | -12,2% | -16,8% | -14,1% | -8,2% | -11,9% | +1,1% | -8% -7,5% +20,1%
Wasser P<0,01 | P<0,01 | P<0,05 | P<0,05 | P<0,01 | P<0,05| P<0,05 | P<0,05 ns ns ns
-47,3%|-17,9% | -14,5%|-11,1% | -18% |-10,4%| -11,4% | -8,5% | -8,7% | -3,4% +19,8%
NLS 0.25 % P<0,01 | P<0,01 | P<0,01 | P<0,01 | P<0,01 | P<0,05 ns ns ns ns P<0,01
' -47,6% | -20,6% | -18,3% | -10% |-10,4%(-11,3%| -5,4% | -5,7% | -2,2% | +0,2% +30,2%
NLS 0.5 % P<0,01 | P<0,01 | P<0,01 | P<0,01 | P<0,05 | P<0,05 ns ns ns ns P<0,01
’ -42,5% | -24,4% | -14,1% | -12,8% | -4,3% | -9,8% | -1,3% | -7,8% | +4,3% | -5,1% +35,7%

Bis zur Messung 120 Minuten nach Entfernen der Testpflaster nahmen die
TEWL-MeRRwerte beim Vergleich jeweils aufeinanderfolgender Mel3zeitpunkte
bei allen Kammern kontinuierlich signifikant ab. Fir die NLS-Kammern war im
Vergleich aufeinanderfolgender Mel3zeitpunkte zwischen 120 und 240 Minuten
nach Pflasterabnahme keine weitere signifikante Abnahme der TEWL-Werte
mehr nachweisbar. Erst die Messung nach 24 Stunden zeigte im Vergleich zur
240-Minuten-Messung erneut eine signifikante Zunahme der TEWL-Werte. Bei
der Leerkammer wurde eine signifikante Abnahme der TEWL-MeRwerte im
Vergleich jeweils aufeinanderfolgender Mel3zeitpunkte bis zu 150 Minuten, bei
der Wasserkammer bis 180 Minuten nach Pflasterabnahme beobachtet. Die
erneute Zunahme der Werte 24 Stunden im Vergleich zu 240 Minuten nach
Pflasterabnahme war fir die Leerkammer und die Wasserkammer nicht
signifikant.
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3.2. Ergebnisse Corneometrie

3.2.1. Basisdaten

Tabelle 3.3 zeigt die ?-Corneometrie-Werte in Anzeige-Einheiten (AE), die sich
aus der Differenz der gemessenen Absolutwerte und dem Basalwert ergeben.
Dargestellt sind die ?-Mittelwerte, Standardabweichungen sowie Minima und
Maxima zu den unterschiedlichen Mel3zeitpunkten nach Pflasterabnahme.

Tabelle 3.3:  Basalwert und ?-Corneometrie-Werte in AE:
Corneometrie-?-Mittelwert £ Standardabweichung, Minimal- und Maximal-
MeRwerte (Min/Max) zu den unterschiedlichen Mel3zeitpunkten
Leerkammer Wasser NLS 0,25 % NLS 0,5 %
Basal | 52,17 + 10,69 mg’x gg:g 52,17 + 10,69 mg’x gg:g 52,17 + 10,69 mg’x gg:g 52,17 + 10,69 mg’x gg:g
Omin | 13,35+ 11,42 '\,\’/'I:X 'ig’:g 13,63 + 15,02 '\,\’/'I:X 'éig 19,00 + 15,97 '\,\’/'I:X 'ég'g 25,3 + 18,49 '\,\’/'I:X g’?g
15 min | 10,76 + 10,06 '\,\’/'I:X '5:8 8,52 + 11,68 '\,\’/'I:X '58:8 11,74 +11,13 '\,\’/'I:X ';8:8 16,72 + 10,88 '\,\’/'I:X ;;8
30min | 10394986 | Mo 'gg’:g 67421026 | Mo '%3:8 7202972 | M ';;:8 08521003 | M 'g’:g
4smin| 933725 | M 2’2;8 7482906 | M 2’8:8 500+881 | M '518 8094951 | M '%3:8
60 min | 870+8,22 '\,\’/'I:X 2’2:8 6,91+ 9,09 '\,\’/'I:X 2’218 322+9721 '\,\’/'I:X ';‘:8 5,80 + 9,17 '\,\’/'I:X ;8
90 min | 713749 m:x 2‘2‘8 5,50 + 8,03 m:x 2’2:8 1,07 +8,05 m:x 'g’:g 3784878 m:x ';i’:g
120 1 672696 | Mo 2’3‘8 500682 | M 2’?:8 0432704 | M1 'ig’:g 3504881 | M '%:8
ror | 6352768 | sop | 4s0x80 | MR JRO| c128xs03 | NN D00 | 335944 | M TTO
180 | 572831 | M D00 | 415747 Mn o1 | 076819 Mn 200 | s13xes M gk
ﬁg 5,24 + 7,62 '\,\’/'I:X 2’2:8 3,76 + 7,90 '\,\’/'I:X ';(1):8 1,74 +8,12 ,'\\/I";’l '1238 3,70 + 10,66 ',\\"A:X '38:8
iﬁg 478 +7,07 '\,\’/'I:X -18:8 2,89 + 7,94 '\,\’/'I:X -ig,'g 3,15+ 7,70 '\,\’/'I:X '3:8 2,48 + 9,70 '\,\’/'I:X 'gég
24h | 4,17+859 '\,\’/'I:X gg 411+7,13 '\,\’/'I:X ;ig 2,57 +8,03 '\,\’/'I:X ;g’g 461+7,92 '\,\’/'I:X ;;8

Unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster (Zeitpunkt 0) war ein deutlicher,
signifikanter Anstieg der Corneometrie-Werte an allen 4 Teststellen (NLS 0,5 %,
NLS 0,25 %, Wasser, Leerkammer) im Vergleich zum Basalwert mit einem
nachfolgenden Abfall bis zum Mel3zeitpunkt 15 Minuten nach Pflasterabnahme
sichtbar. Die hdochsten Werte ergaben sich fur die NLS 0,5 %-Kammer, gefolgt

von der NLS 0,25 %-Kammer, der Wasser- und der Leerkammer. Sowohl die
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MeRwerte fur die Leerkammer wie auch fur die Wasserkammer wiesen zu allen
nachfolgenden MelRzeitpunkten im Vergleich zum Basalwert signifikante
Unterschiede auf. Im Vergleich zum Basalwert zeigten sich signifikant erhdohte
MeRwerte fur die NLS 0,5 %-Kammer ebenfalls zu allen weiteren
MefRRzeitpunkten, fur die NLS 0,25 %-Kammer jedoch nur bis 60 Minuten nach
Abnahme der Testpflaster, ab 120 Minuten nach Pflasterabnahme waren die
Corneometrie-Werte der NLS 0,25 %-Kammer sogar niedriger als der
Basalwert, jedoch nicht signifikant. Dabei lagen die Corneometrie-MeRwerte bei
der NLS 0,25 %-Kammer stets signifikant niedriger als die der NLS 0,5 %-
Kammer, gefolgt von der Wasser- und der Leerkammer mit den hochsten
Werten zu allen Mel3zeitpunkten spater als 15 Minuten nach Pflasterabnahme.
Bei den Corneometrie-Werten 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster war
ein erneuter hochsignifikanter Anstieg fur die Wasser- und Leerkammer sowie
fur beide NLS-Kammern zu beobachten im Vergleich zum Basalwert. Die
hdchsten Werte ergaben sich hier fur die NLS 0,5 %-Kammer, gefolgt von der

Leer- und der Wasserkammer.

Im Vergleich der Corneometrie-Mel3werte der Leer- und der Wasserkammer
waren keine signifikanten Unterschiede zu den unterschiedlichen
Mel3zeitpunkten sichtbar. Im Vergleich der NLS 0,5 %-Kammer zur
Wasserkammer waren nur bis 30 Minuten nach Pflasterabnahme signifikant
h6here MelRwerte bei der NLS-Kammer nachzuweisen und erneut 24 Stunden
nach Pflasterabnahme. Fir die NLS 0,25 %-Kammer zeigten sich signifikante
Unterschiede zur Wasserkammer direkt bei Abnahme der Testpflaster und
zwischen 45 und 240 Minuten nach Pflasterabnahme, wobei die Corneometrie-
Werte der NLS 0,25 %-Kammer zu allen Mel3zeitpunkten spater als 45 Minuten

nach Pflasterabnahme unter denen der Wasserkammer lagen.
In der Untersuchung der Korrelation zwischen der erfal3ten Hautreaktion auf

NLS 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster und der Reaktion auf Wasser

ergab sich eine signifikante Korrelation.
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3.2.2. Zeitlicher Verlauf der Corneometrie-Werte

Die Anderung der Corneometrie-Werte nach Entfernen des Pflasters ist

anschaulich in der Abbildung 3.2 erkennbar (D-Corneometrie-Werte).
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Abbildung 3.2:D-Corneometrie-Werte in Anzeige-Einheiten im Verlauf der Messungen:

MeRwerte von 0 Minuten bis 24 Stunden nach Pflasterabnahme

Im zeitlichen Verlauf der Corneometrie-Werte nach Abnahme der Testpflaster
wurden Vergleiche der MeRwerte (Absolutwerte) aufeinanderfolgender
Mel3zeitpunkte mit dem t-Test flr gepaarte Stichproben durchgefiihrt (Tabelle
3.4).
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Tabelle 3.4:  Verlauf der Corneometrie-MeRwerte: Signifikanzniveau beim Vergleich
aufeinanderfolgender MeRRwerte und Abnahme der Werte (vom vorhergehenen
zum jeweils nachfolgenden MeRzeitpunkt) in %  (Absolutwerte),
ns = nicht signifikant

Zeit in min/h

Irrh
Leerkammer P<0,05 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
68% | -06% | -17% | -1,0% | -16% | -07% | -06% | -1,1% | -0,8% | -0,8% -1,1%
Wasser P<0,01 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
77% | -29% | +12% | -09% | -1,7% | -0,9% | -1,0% | -06% | -07% | -1,5% +2,2%
NLS 0 25% P<0,01 | P<0,01 | P<0,01 | P<0,05 | P<0,05 [ P<0,05| ns ns ns ns P<0,01
o570 -102% | -71% | -3,9% | -33% | -3.6% | -28% [-1,6% | -1,0% [ -1,9% | -23% [ +11,7%
NLS 0 5% P<0,01 | P<0,01 | P<0,05 | P<0,05 | P<0,05 ns ns ns ns ns ns
7 -11,1% | -10,0% | -38% | -3,7% | -35% | -05% | -03% | -0,4% | +1% | -2,2% +3,8%

Im Vergleich der Corneometrie-Mel3werte jeweils aufeinanderfolgender
MelRzeitpunkte zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Corneometrie-Werte bei
allen Kammern zum Zeitpunkt der Pflasterabnahme im Vergleich zum
Basalwert mit einer erneuten steilen Abnahme der Werte bis 15 Minuten nach
Abnahme der Testkammern. Fiur die NLS-Kammern war eine weitere
signifikante Abnahme der Corneometrie-Werte fir NLS 0,5 % bis 90 Minuten,
fur NLS 0,25 % sogar bis 120 Minuten nach Abnahme der Testpflaster sichtbar.
In der Messung 24 Stunden im Vergleich zu 240 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster zeigte sich fir beide NLS-Kammern erneut eine signifikante
Zunahme der Corneometrie-Werte im Vergleich zu den Me3werten 240 Minuten
nach Abnahme der Testpflaster, nicht jedoch fir die Leer- und die

Wasserkammer.

66



3.3. Ergebnisse Chromametrie

3.3.1. Basisdaten

Da bei der Beurteilung irritativer Hautreaktionen insbesondere die Erfassung
des Erythems, d.h. der Hautrétung und damit des a*Wertes in der
Colorimetrie, eine zentrale Stellung einnimmt, erfolgte die statistische
Auswertung dieses Parameters der Chromametrie. Tabelle 3.5 zeigt die
?-Chromametrie-a*-Werte, die sich aus der Differenz der gemessenen
Absolutwerte und dem Basalwert ergeben. Dargestellt sind die ?-Mittelwerte,
Standardabweichungen sowie Minima und Maxima zu den unterschiedlichen

Mel3zeitpunkten nach Pflasterabnahme.

Tabelle 3.5:  Basalwert und ?-Chromametrie-a*-Werte in Anzeige-Einheiten:
?-Mittelwert £ Standardabweichung, Minimal-  und Maximal-MelRRwerte

(Min/Max) zu den unterschiedlichen Mel3zeitpunkten

Leerkammer Wasser NLS 0,25 % NLS 0,5 %

Basal | 9,22+1,70 m‘x 152_’:;8 9,22 + 1,70 m‘x 152_’:;8 9,22 + 1,70 m‘x 152_’:;8 9,22 + 1,70 ,\'\/’I'g)‘( 152';%
omin | -0,23+2,12 '\l\fl';( 'g’:gg 11,19 + 1,49 '\l\fl'gx '3:28 11,53 + 1,58 '\l\fl';( '3:38 0,34+2,11 m:;x '3:?8
15min | 0,57 +2,13 m‘x gzg -0,01+ 1,90 m‘;x '3,’33 10,48 £2,20 m’x '?:8’8 0,59 + 1,90 m:;x '3:28
30 min | 0,69 + 2,07 l\'\:'ag( _é’,g% 0,11 +2,30 '\I\’}:QX 533201 -0,23 £ 2,20 '\I\;Ili;x '3:28 1,05 + 2,30 mianx '2:28
45min | 0,72+ 2,03 '\l\:'gx '%51’8 0,30 + 2,18 '\l\fl';( '2:28 0,12 + 2,30 '\l\fl';( 'g’:g’g 1,39 +2,22 ',\\"AQX 'é:gg
60 min | 076+1,94 '\l\:'gx 'j:gg 0,31+2,18 '\l\fl';( '2:?8 0,07 + 2,26 '\l\fl';( '3:88 1,65 + 2,43 ',\\"AQX '2:38
90 min | 0,38+ 1,90 '\,\2';( 'g:gg 0,17 +2,04 m‘x '2:?8 0,05 + 2,26 m‘x 'gj’g 1,65 + 2,37 m’x '?):38
120 min | 0,04+1,74 '\l\fl';( '3:88 0,17 + 1,64 '\l\fl';( gfg 0,26 + 2,06 '\l\fl';( '2:28 1,50 + 2,29 m:;x 'gﬁg
150 min | 0,07 + 7,92 '\l\fl';( '3:8’8 0,59 + 1,69 '\l\fl';( 'gﬁ’g 0,14 % 2,10 '\l\fl';( '3:38 1,56 + 2,37 ',\\"AQX '?:28
180 min | 0,00 + 1,55 mg’x '3:28 0,37 + 1,82 k"/.';x 'j:gg 0,01 + 1,95 k"/.';x 'g:gg 1,20 + 2,15 mg’x '2:38
210 min | -0,26 + 1,77 '\l\:'gx '3:28 0,71+ 1,53 '\l\fl';( '3:8’8 0,10+ 1,94 '\l\fl';( 'g:jg 1,21+2,19 '\l\fl';( 'gﬁ’g
240 min | -0,13 + 1,80 '\l\:'gx '2:8’8 0,44+ 1,71 '\l\fl';( - g:gg 0,07 +1,78 '\l\fl';( '3:18 1,31 +2,26 '\l\fl';( - g:%g

24 h 0,31+2,20 mianx 'g:gg 0,11+2,11 '\I\;Ili;x 'Sﬁg 1,38 2,35 k"/.iQx 'é:ég 2,30 + 2,69 mianx '?:28
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Unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster (Zeitpunkt 0) war ein deutlicher,
signifikanter Abfall der Chromametrie-a*-Werte an allen 4 Teststellen
(NLS 0,5 %, NLS 0,25 %, Wasser, Leerkammer) im Vergleich zum Basalwert
mit einem erneuten Anstieg bis zum MefRzeitpunkt 15 Minuten nach
Pflasterabnahme festzustellen. Zum Zeitpunkt O direkt nach Abnahme der
Testpflaster zeigten sich die hochsten Chromametrie-a*-Werte fur die
Leerkammer, gefolgt von der NLS 0,5 %-Kammer, der Wasserkammer und der
NLS 0,25 %-Kammer mit den niedrigsten Chromametrie-a*-Werten. Zu allen
nachfolgenden Melf3zeitpunkten ergaben sich im Vergleich zum Basalwert
durchgangig signifikant erhéhte Mel3werte fur die NLS 0,5 %-Kammer. Fur die
NLS 0,25 %-Kammer hingegen waren bereits 15 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster keine signifikanten Unterschiede zum Basalwert feststellbar. Zu
allen spateren Melzeitpunkten lagen die Chromametrie-a*-MeRwerte der
NLS 0,5 %-Kammer durchgangig hoher als die der Wasser- und der
Leerkammer, gefolgt von den Werten der NLS 0,25 %-Kammer. Fir die
Leerkammer zeigten sich im Vergleich zum Basalwert signifikant erhdhte
Chromametrie-a*-Werte bis 60 Minuten nach Abnahme der Testpflaster, fur die
Wasserkammer nur bis 15 Minuten nach Pflasterabnahme. Fur die NLS 0,25 %-
Kammer waren nach initialem Abfall bei den weiteren Messungen ab
15 Minuten bis 240 Minuten nach Abnahme der Testpflaster keine signifikanten
Unterschiede zum Basalwert nachweisbar. Erst 60 Minuten nach erfolgter
Pflasterabnahme lagen die Werte geringfiigig, jedoch nicht signifikant Gber dem
Basalwert, ab 120 Minuten nach Pflasterabnahme auch tber den Werten der

Leer- und Wasserkammer.

Bei den Chromametrie-a*-Werten 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster
war bei allen Kammern ein erneuter Anstieg zu beobachten. Fur die Leer- und
die Wasserkammer war diese Erh6hung im Vergleich zum Basalwert nicht
signifikant, fir beide NLS-Kammern war hingegen eine hochsignifikante
Erhéhung im Vergleich zum Basalwert nachweisbar. Die hdchsten Werte
ergaben sich hier fiur die NLS 0,5 %-Kammer, gefolgt von der NLS 0,25 %-

Kammer, der Leerkammer und der Wasserkammer.
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3.3.2. Zeitlicher Verlauf der Chromametrie-a*-Werte

Der Verlauf der Chromametrie-a*-Werte a3t sich in Abbildung 3.3 erkennen
(D-Chromametrie-a’-Werte). Nach einem anfanglichen Absinken der MeRwerte

unter den Basalwert stiegen diese im weiteren Verlauf erneut an.
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Abbildung 3.3:D-Chromametrie-a -Werte in Anzeige-Einheiten im Verlauf der Messungen:

MeRwerte von 0 Minuten bis 24 Stunden nach Pflasterabnahme

Im zeitlichen Verlauf der Chromametrie-a*-Werte (Absolutwerte) nach Abnahme
der Testpflaster wurden Vergleiche der MelRwerte aufeinanderfolgender
Mel3zeitpunkte mit dem t-Test flr gepaarte Stichproben durchgefiihrt (Tabelle

3.6).
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Tabelle 3.6:  Verlauf der Chromametrie-a*-MeRBwerte: Signifikanzniveau beim Vergleich
aufeinanderfolgender MeRRwerte, Abnahme der Werte (vom vorhergehenden
zum jeweils nachfolgenden Mel3zeitpunkt) in % (Absolutwerte),
ns = nicht signifikant

Zeit in min/h
Irrk
Leerkammer P<0,01 ns ns ns ns P<0,05 ns ns ns ns P<0,05
+8,9% | +1,3% | +0,3% | +0,3% | -16% | -35% | -1,2% | -07% | -1,8% | +1,5% +4,8%
Wasser P<0,01 ns ns ns ns P<0,05 | P<0,05 ns P<0,05 ns P<0,05
+147% | +1,3% | +2,8% | -06% | -15% | -36% | -46% | +25% | -3,7% | +3,2% +6,3%
NLS 0 25% P<0,01 ns ns ns ns ns ns ns ns ns P<0,01
o070 +136% | +2,9% | +12% | +21% | -0,1% | +2,1% | -1,3% | -15% | +1,1% [ -0,3% | +14,9%
NLS 0 5% P<0,01 ns ns ns ns ns ns ns ns ns P<0,01
>0 +105% | +3,7% | 25% | -01% | -1,3% | +05% | -34% | -01% | +1% | -2,2% +9,4%

Es zeigte sich zunachst eine signifikante Abnahme der Chromametrie-a*-Werte
zum Zeitpunkt der Pflasterabnahme im Vergleich zum Basalwert mit einem
anschlieenden signifikanten Anstieg der Werte bis zum Mel3zeitpunkt
15 Minuten nach Pflasterabnahme bei allen Kammern. Bei der Erfassung der
Chromametrie-a*-Werte 24 Stunden im Vergleich zu 240 Minuten nach
Abnahme der Testpflaster zeigte sich fur alle Kammern erneut eine
hochsignifikante Zunahme der Chromametrie-a*-Werte. Bei der Leerkammer
war ferner eine signifikante Abnahme der MeRRwerte zwischen den Messungen
90 und 120 Minuten nach Pflasterabnahme nachweisbar, ebenso bei der
Wasserkammer zwischen den Messungen 90 und 120 Minuten, 120 und
150 Minuten sowie 180 und 210 Minuten nach Pflasterabnahme. Die
Erythemreaktion auf NLS 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster

korrelierte signifikant mit der entsprechenden Reaktion auf Wasser.
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4. DISKUSSION

Bei der Evaluation kutaner Testreaktionen gibt es, abhangig von der jeweils
verwendeten Melimethode, spezifische Storfaktoren. Klassische Storfaktoren
sind fur die TEWL-Messung im Kapitel 1.4.1, fir die Corneometrie im Kapitel
1.4.2 und fur die Colorimetrie im Kapitel 1.4.3. beispielhaft aufgefuhrt. Bei der
Auswertung epikutaner Testungen (sowohl irritativer wie auch allergischer) ist
ein klassisches Testartefakt auf den Einflu3 des Testpflasters zuriickzufuhren.
Hierbei ist das Trauma der Pflasterablosung ebenso zu bericksichtigen wie
mogliche Einflusse durch die OKklusionswirkung des Testpflasters. Die
Untersuchungen dieser Arbeit befassen sich mit dem Einfluf3 der Okklusion auf
die MelRergebnisse bei Irritationstestungen mit NLS. Unterschieden wird dabei:
Einfluld der Okklusion allein (untersucht durch die Leerkammer), Einfluld3 der
Okklusion in Verbindung mit Wasser (untersucht durch die Wasserkammer) und
Einflud der Okklusion in Verbindung mit einem klassischen Detergens
(untersucht durch okklusive epikutane Applikation von 2 unterschiedlichen

NLS-Konzentrationen).

Da keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Mel3werte nach
Abnahme der Testpflaster fur die unterschiedlichen Applikationszeiten bei den
verschiedenen hautphysiologischen Methoden nachweisbar waren, werden die
Ergebnisse der drei Applikationszeiten daher zusammengefal3t diskutiert.

Im folgenden werden die Ergebnisse getrennt nach den unterschiedlichen

Evaluationsmethoden diskutiert:

41. TEWL

In Ubereinstimmung mit vorhergehenden Studien zeigte sich unmittelbar nach
Abnahme der Testpflaster (Zeitpunkt 0) ein steiler, hochsignifikanter Anstieg der
TEWL-Werte an allen 4 Teststellen (NLS 0,25 %, NLS0,5%, Wasser,
Leerkammer) im Vergleich zum Basalwert (Barel AO & Clarys P, 1995;
Berardesca E et al., 1992; Pinnagoda J et al., 1989). Dabei waren auch in der
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Phase des starksten Einflusses der Okklusion signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Testkammern nachweisbar, die sich auch bei den
nachfolgenden Mel3zeitpunkten fortsetzten. Die héchsten Werte ergaben sich
fur NLS 0,5 %, gefolgt von NLS 0,25 %, Wasser und der Leerkammer. An allen
Teststellen war eine kontinuierliche Abnahme der Werte bis 120 Minuten nach

Pflasterabnahme zu sehen.

Die rasche Abnahme der TEWL-Werte innerhalb weniger Minuten nach
Entfernen der Testpflaster wurde in mehreren Studien beschrieben (Agner T &
Serup J, 1993; Barel AO & Clarys P, 1995; Berardesca E et al., 1990;
Pinnagoda J et al., 1989; Tupker RA et al., 1990; Wilhelm KP et al., 1993).
Einen groBen Anteil dieses superfiziellen Wasserverlustes nimmt die
Abdiffusion des Uberschissigen Wassers ein, welches sich aufgrund der
Okklusion in den obersten Hautschichten angesammelt hat (im weitesten Sinn
ein Mazerations-Effekt) (Barel AO & Clarys P, 1995; van Neste D, 1990;
Wilhelm KP et al, 1993). Dieser Okklusionseffekt (oder besser
Okklusionsartefakt) nimmt nach Pflasterabnahme so lange ab, bis der TEWL
ein Plateau erreicht. Dieser Plateauwert zeigt dann den realen, von
Okklusionsartefakten nur noch gering beeinfluBten transepidermalen
Wasserverlust an. Ist dieser hoher als der Basalwert, so mufld von einer

Barriereschadigung ausgegangen werden.

Die vorliegenden Ergebnisse der TEWL-Werte nach unterschiedlichen
Applikationszeiten (12, 24 und 48 Stunden) zeigten bei der Leerkammer, der
Wasserkammer und auch den NLS-Kammern keinen signifikanten Unterschied
bezlglich der Kinetik der MelRwertveranderung nach Entfernen der Testpflaster.
Dies verdeutlicht, dalR die entscheidenden Vorgédnge, welche zu den
Okklusionseffekten fuihren (Mazeration und Irritation), bereits innerhalb der
ersten 12 Stunden in der Haut vonstatten gehen. Diese Ergebnisse stehen in
Einklang mit Untersuchungen beziglich der Beeinflussung der Barrierefunktion
des Stratum corneum durch Okklusion mit einer leeren Plastik-Testkammer
durch Fluhr et al. (Fluhr JW et al., 1999) Uber 24, 48, 72 und 96 Stunden. Auch
hier zeigten sich signifikant erhohte TEWL-Werte bereits nach 24-stundiger
Okklusion mit einem weiteren geringen Anstieg nach 48-stindiger Okklusion.
Bei langerer Okklusion dber 72 Stunden und 96 Stunden ergab sich kein
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weiterer Anstieg der TEWL-Werte, die Barriereschadigung war jedoch im
Vergleich zum Basalwert vor Okklusion auch hier noch signifikant nachweisbar
(Fluhr JW et al., 1999).

Im folgenden werden die Ergebnisse der TEWL-Messungen getrennt nach den

einzelnen Testkammern diskutiert:

4.1.1. Leerkammer

Der reine Okklusionseffekt muf3te sich in dem vorliegenden Testdesign in erster
Linie in den Testergebnissen der Leerkammer widerspiegeln. Zunachst war
eine massive Abnahme des bei Pflasterentfernung deutlich erhéhten TEWL
innerhalb der ersten 15 Minuten zu beobachten, gefolgt von einer geringeren
Abnahme bis zu 60 Minuten (Abbildung 3.1). Dabei zeigten sich im Vergleich
zum Basalwert signifikant erhohte TEWL-Werte fur die Leerkammer nur bis
60 Minuten nach Pflasterabnahme, was die Ergebnisse einer vorhergehenden
Studie von Agner und Serup stutzt (Agner T & Serup J, 1993). Hier erfolgte die
Erfassung des TEWL jedoch mit dem Evaporimeter der Firma Servo Med. Die
in in der vorliegenden Studie zu beobachtende weitere Abnahme der TEWL-
Werte im Vergleich aufeinanderfolgender MelRRwerte ist dann weniger in der
Abbildung als vielmehr vor allem durch die statistische Auswertungen der
MeRwerte zu erfassen (Tabelle 3.2.). Hierbei fand sich Uberraschenderweise,
dal die Zeit bis zum Erreichen des Plateaus (d. h. die Zeit bis zum reinen, nicht
mehr durch Okklusioneffekte beeinflu3ten TEWL) 150 Minuten betrug. Auch in
der bereits genannten Studie von Agner und Serup war eine signifikante
Abnahme der TEWL-Werte im zeitlichen Verlauf bis 150 Minuten nach
Pflasterabnahme nachweisbar (Agner T & Serup J, 1993). Dieses ist eine sehr
lange Zeitspanne, vergleicht man sie mit den Aussagen von van Neste und
Berardesca et al., die von einem Einflul3 der Okklusion auf den TEWL von
maximal 30-60 Minuten ausgehen (Berardesca E et al., 1992; van Neste D,
1990). Dieser scheinbare Widerspruch koénnte einerseits in den
unterschiedlichen Applikationszeiten und dem unterschiedlichen Testdesign
aber andererseits auch in den unterschiedlichen Mef3abstanden liegen. Bei den
Untersuchungen von Berardesca et al. (Berardesca E et al., 1992), Schéafer et
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al. (Schafer P et al.,, 2002) und van Neste (van Neste D, 1990) wurden
MelRabstdnde von 45 Sekunden gewahlt, welche evtl. zu kurz sein kdnnten. Bei
einer Verlangerung der MeRabstdnde werden die Unterschiede pro
untersuchter Zeiteinheit gréRer und kdnnen so Signifikanzniveau erreichen. Der
in der vorliegenden Studie bis zu 150 Minuten nach Abnahme der Testpflaster
nachweisbare signifikante Rickgang der TEWL-Werte im zeitlichen Verlauf
kbnnte sich daraus ergeben, dal3 die MelRwerte zunachst im Abstand von
15 Minuten und spater im Abstand von 30 Minuten erhoben wurden. Daher
werden in dieser Untersuchung auch geringfiigigere Veranderungen erfal3t, die
bei kurzfristigeren Messungen in z. B. 5-minitigen oder sogar noch kirzeren

Intervallen nicht als signifikant aufgefallen waren.

Auch Ramsing und Agner konnten bei einer Studie zum okklusiven Einfluf3 von
Schutzhandschuhen bei Messungen ¥ Stunde, 1 Stunde und 2 Stunden nach
Entfernen der Handschuhe, die zuvor an drei aufeinanderfolgenden Tagen tber
mindestens 6 Stunden pro Tag getragen worden waren, erhohte TEWL-Werte
nur bis bis %2 Stunde nach Abnahme der Handschuhe nachweisen im Vergleich
zur Kontrollhand und den basalen Werten (Ramsing DW & Agner T, 1996).
Dabei war jedoch eine weitere Abnahme der TEWL-Werte im zeitlichen Verlauf
noch bis 3 Stunden nach Beendigung der Okklusion zu beobachten, die mit den

Ergebnissen der vorliegenden Studie Ubereinstimmt.

Aufgrund unserer Untersuchungen und den vorhandenen Studien kann deshalb
davon ausgegangen werden, dal3 die reinen Okklusionseffekte (d. h. ohne daf}
ein Irritans der Testkammer zugefiigt wurde) innerhalb der ersten 30 Minuten
stark abnehmen, aber bis zu 150 Minuten noch nachweisbar sind. Auf3erdem ist
anzunehmen, dal3 die OKkklusion an sich zu einer Schadigung der
Wasserpermeabilitdtsbarriere fuhrt und Effekte Uber die reine Okklusion mit
nachfolgender Hyperhydratation hinaus zeigt. Diese Barriereschadigung fuhrt
moglicherweise auch zu einer verstarkten Wirkung der in der okklusiven

Testkammer applizierten Irritantien.

Gioia et al. entwickelten in einer Studie zur Dynamik der TEWL-Werte nach
Entfernung okklusiver Bedeckungen der Haut ein mathematisches Modell zur
Abschatzung dieser Okklusionseffekte (Gioia F & Celleno L, 2002). In diesem

74



Modell beschreiben sie die Erhéhung der TEWL-Werte nach Okklusion als
einen transienten Effekt, welcher einen charakteristischen Verlauf nimmt:
Zunachst kommt es zu einer initialen massiven Abnahme der unmittelbar nach
Aufhebung der Okklusion stark erhéhten TEWL-Werte, die zunehmend geringer
wird und schlie3lich in eine Plateauphase einmindet. Auffallend an der
Beschreibung dieses Effektes durch die Autoren ist, dalR nach ihren
Untersuchungen der Maximalwert bereits nach 1 Minute nach Aufhebung der
Okklusion halbiert ist. Dabei fuhrten die Autoren die Studie mit einer
Okklusionszeit von nur 2 Stunden durch (Gioia F & Celleno L, 2002). Diese
Applikationszeit ist jedoch fur den Vergleich mit der dermatologischen Routine
ungeeignet, da Epikutantestungen zumeist 24 oder 48 Stunden auf der Haut
verbleiben. Auch die vorliegende Studie zeigte, dal3 bei einer reinen Okklusion
(hier die Leerkammer) Uber 12-48 Stunden bereits 15 Minuten nach
Pflasterentfernung nur noch ca. 50 % des Maximalwertes vorhanden war, und
somit ein Grofiteil des Okklusionseffektes in den ersten Minuten bereits
nachliel, jedoch dariber hinaus noch langer nachweisbar blieb.

4.1.2. Wasserkammer

Die langer andauernde signifikante TEWL-Wert-Erhohung bei der
Wasserkammer bis 150 Minuten nach Entfernen der Testpflaster im Vergleich
zum Basalwert in der vorliegenden Studie weist auf eine Beeinflussung der
epidermalen Barriere durch Wasser nach okklusiver Applikation im Sinne eines
milden Irritans hin, welche auch schon in anderen Studien angenommen wurde
(Agner T & Serup J, 1993; Tsai TF & Maibach HI, 1999). Die Wasserkammer ist
somit keine reine Kontrollkammer. Auch Wasser alleine mul3 als ein mildes
Irritans angesehen werden, welches sicherlich starker zu bewerten ist als die
durch die reine Okklusion verursachten Effekte (van der Valk PG et al., 1984).
Dies zeigte sich auch bei der vorliegenden Studie in den TEWL-Werten der
Wasserkammer, die durchgéangig zu allen Mef3zeitpunkten héher waren als die
Basalwerte und auch héher als die Werte der Leerkammer. Im Vergleich der
Wasserkammer mit der Leerkammer ergaben sich signifikant héhere Werte fur
die Wasserkammer bis 240 Minuten nach Pflasterabnahme. Aufgrund des
vermehrt mit der Testkammer zugefuhrten Wassers erfolgt die Abdiffusion bei
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der Wasserkammer langsamer, was evtl. auch zu geringen, jedoch langer
anhaltenden Barriereschaden fuhrt, die sich in einer langer andauernden
Abnahme der TEWL-Werte bis zum Erreichen des Plateaus &uf3ern.

Der Okklusionseffekt auf die Wasserkammer war (&hnlich dem auf die
Leerkammer) innerhalb der ersten 15 Minuten anhand der abnehmenden Kurve
deutlich zu sehen. Danach wies die Kurve einen gleichmallig abfallenden
Verlauf bis zum MefR3zeitpunkt 180 Minuten nach Pflasterabnahme auf, wo sie in
ein Plateau uberging. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der bereits
angefihrten Studie von Agner und Serup, die ebenfalls eine signifikante
Abnahme der Werte bis 180 Minuten nach Pflasterabnahme zeigen konnten
(Agner T & Serup J, 1993). Bis zu diesem Zeitpunkt waren auch die
Unterschiede zwischen aufeinanderfolgenden Mel3zeitpunkten statistisch
signifikant.

Es ist davon auszugehen, dal3 das applizierte Wasser in die obersten Schichten
des Stratum corneum eindringt und dort aufquellend wird. Der makroskopische
Eindruck ist der einer mazerierten Haut, der entsprechende hautphysiologische
Zustand ist der eines (artifizielll erhéhten TEWL-MelRwertes. Da die
wasserbindenden Strukturen der Haut nicht in der Lage sind, dieses
Uberschissige Wasser langer zu binden, verdampft es nach Beendigung der
Okklusion wieder. Die Geschwindigkeit dieser Abdiffusion ist jedoch dabei
offensichtlich erheblich langsamer als bisher vermutet (Berardesca E et al.,
1992; Pinnagoda J et al., 1989; van Neste D, 1990).

In einer anderen Studie wurde angenommen, dal3 ein reiner Mazerations-Effekt
durch das Verdampfen von exogen zugefuihrtem Wasser nach 20 Minuten
abgeschlossen sei. In jener Studie wurde allerdings die Mazeration nur durch
ein 20-minutiges Bad erzeugt (Stender IM et al., 1990). In einer Studie von
Wilhelm et al. konnte nach 5-minttiger okklusiver Applikation von Wasser eine
Erhohung des skin surface water loss (SSWL) direkt nach Abnahme der
Testpflaster beobachtet werden mit anschlieRendem raschen Abfall bis auf die
basalen Werte innerhalb von 10 Minuten (Wilhelm KP et al., 1993). Nach
einmaliger okklusiver epikutaner Applikation von Wasser tber 30 Minuten
wurde bei Messungen von Lee und Maibach 30 Minuten nach Abnahme der
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Testpflaster hingegen bereits kein signifikanter Unterschied zu den Basalwerten
in der Messung des TEWL nachgewiesen (Lee CH & Maibach HI, 1994). Die in
der vorliegenden Studie vorgenommene Applikation einer Wasserkammer tber
12-48 Stunden schafft hingegen offenbar einen deutlich langer anhaltenden
Okklusionseffekt. Im Vergleich dazu war in einer Studie von Pinnagoda et al.
nach 24-stindiger okklusiver Applikation von Wasser mit nachfolgenden
Messungen 1, 2 und 4 Stunden nach Abnahme der Testpflaster eine
signifikante Erh6éhung der TEWL-Werte eine Stunde nach Abnahme des
Testpflasters noch nachweisbar. Bei der Messung zwei Stunden nach Abnahme
des Testpflasters lagen die TEWL-Werte bereits nur noch gering uber den
Basalwerten (Pinnagoda J et al., 1989). Der wesentliche Unterschied zwischen
den Ergebnissen der vorliegenden Studie und den bisher durchgefiihrten
Untersuchungen dirfte dabei neben der Applikationsmethode und
Applikationsdauer sowie den Testverfahren (z.B. Verwendung eines
Evaporimeter der Firma Servo-Med bei der Studie von Pinagoda) ebenfalls in
den unterschiedlichen Mef3zeitpunkten nach Pflasterabnahme liegen.

4.1.3. NLS-Kammern

Der in der vorliegenden Studie beobachtete steile Anstieg der TEWL-Werte
direkt nach Pflasterabnahme mit nachfolgendem raschen Abfall wurde bereits in
mehreren Studien nach Applikation von NLS beschrieben (Agner T & Serup J,
1993; Barel AO & Clarys P, 1995; Berardesca E et al., 1990; Pinnagoda J et al.,
1989; Tupker RA et al.,, 1990; Wilhelm KP et al., 1993). Bezuglich der
Unterschiede zwischen den TEWL-Werten nach Applikation von NLS und dem
Basalwert vor Applikation zeigten sich Ubereinstimmend mit einer
vergleichbaren Studie von Agner und Serup signifikant erhohte TEWL-Werte zu
allen Mel3zeitpunkten (Agner T & Serup J, 1993), in der vorliegenden Studie
sogar hochsignifikant fir beide NLS-Konzentrationen (0,25 % und 0,5 %). Auch
im Vergleich der Leerkammer mit den NLS-Kammern und der Wasserkammer
mit den NLS-Kammern bestanden zu allen Mel3zeitpunkten signifikant héhere
TEWL-Werte fur die NLS-Kammern. Dabei lagen die TEWL-Werte der
NLS 0,5 %-Kammer durchgangig zu allen Mel3zeitpunkten signifikant hoher als
die der NLS 0,25 % Kammer. Dies bestéatigt den konzentrationsabhangigen
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Effekt der Hautreaktion auf NLS (Agner T & Serup J, 1990; Aramaki J et al.,
2001; Fullerton A et al., 1994; van Neste D, 1990; Welzel J et al., 1998).

In den meisten Studien erfolgt die Erfassung des TEWL nach Applikation von
NLS 20 Minuten nach Pflasterabnahme (Lee JY et al., 1997), 30 Minuten nach
Abnahme der Testpflaster (Agner T & Serup J, 1990; Berardesca E & Maibach
HI, 1988; Lammintausta K et al., 1987; Lee CH & Maibach HI, 1994; Leveque
JL et al., 1984; van Neste D, 1990; Wilhelm KP, 1995) oder 60 Minuten danach
(Agner T, 1991; Agner T & Serup J, 1990; Lammintausta K et al., 1988; Loffler
H et al., 1999; van der Valk PG et al., 1984; Welzel J et al., 1996; Wilhelm KP et
al., 1993), seltener wurden Intervalle von 2 Stunden (Fluhr JW et al., 1999;
Pinnagoda J et al., 1989; Tupker RA et al., 1990), 3 Stunden (Baker H &
Kligman AM, 1967), 4 Stunden (Pinnagoda J et al., 1989) oder 12 Stunden (van
Neste D & de Brouwer B, 1992) eingehalten.

In einigen Studien erfolgten Messungen bis wenige Stunden nach Abnahme der
okklusiven Testpflaster im Vergleich zur erneuten Messung 24 Stunden oder
spater nach Abnahme der Testpflaster. So konnten Agner und Serup nach
24-stindiger epikutaner Applikation von NLS 2,5% 30-60 Minuten nach
Abnahme der Testpflaster eine signifikante Erhdhung des TEWL im Vergleich
zu einer Leerkammer und einer mit Wasser gefillten Testkammer zeigen, die
auch noch nach 48 und 96 Stunden nachweisbar war (Agner T & Serup J,
1989). Auch in einer nachfolgenden Studie von Agner et al. konnte fur
verschiedene Konzentrationen von NLS (0,12 %, 0,25 %, 0,5 % und 1 %) nach
24-stindiger epikutaner Applikation 1 Stunde nach Entfernen der Testpflaster
sowie weitere 24 Stunden spater eine signifikante Erhdhung der TEWL-Werte
gezeigt werden (Agner T, 1991; Agner T & Serup J, 1990). Deutlich héhere
TEWL-Werte ergaben sich bei Messungen 24 Stunden nach Entfernen der
Testpflaster (Treffel P & Gabard B, 1996; Wilhelm KP, 1995), ein Testdesign,
welches sich in der dermatologischen Routine immer breiter durchsetzt (Loffler
H et al., 2001; Tupker RA et al., 1999; van Neste D & de Brouwer B, 1992;
Welzel J et al., 1998; Wilhelm KP et al., 1989).

In den vorliegenden Messungen konnte nach Applikation von NLS
unterschiedlicher Konzentrationen tber jeweils 12, 24 oder 48 Stunden auch
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24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster noch eine signifikante
Barriereschadigung im Vergleich zum Basalwert nachgewiesen werden. Dies
steht in Ubereinstimmung mit einer Reihe verschiedener Studien. So konnten
Wilhelm et al. bei Messungen 24 Stunden nach Abnahme von Testpflastern
nach erfolgter 24-stindiger Applikation verschiedener Konzentrationen von
NLS-L6sungen (0,125 %, 0,25 %, 1 %, 2 % und 3 %) ebenfalls eine signifikante
Erhohung der TEWL-Werte beobachten.(Wilhelm KP et al.,, 1989) Gleiches
fanden Treffel et al. bei Messungen des TEWL 24 Stunden nach Abnahme von
Testpflastern unterschiedlicher NLS-Konzentrationen tber eine Applikationszeit
von 24 Stunden (Treffel P & Gabard B, 1996), Aramaki et al. mit
unterschiedlichen NLS-Konzentrationen und Applikationszeiten, u.a. Uber
24 Stunden und Ablesung 24 Stunden nach Entfernung der Testpflaster
(Aramaki J et al., 2001) und andere Gruppen (Welzel J et al., 1998; Wilhelm KP
et al., 1994). Basketter et al. konnten nach 24-stindiger Applikation von NLS
unterschiedlicher Konzentrationen eine Erhdhung der TEWL-Werte 24, 48 und
(geringer) 72 Stunden nach Abnahme der Testpflaster beobachten (Basketter
DA et al., 1998). Bei Messungen 24, 48, 72 bzw. 96 Stunden nach okklusiver
Applikation von NLS 0,1 %, 0,25 % 0,5 % und 2 % Uber 24 Stunden zeigten
sich die héchsten NLS-Werte nach 48 Stunden bei der hdchsten Konzentration
(Bruynzeel DP et al., 1982; Welzel J et al., 1998).

Bezuglich der Dauer einer nachweisbaren Irritation durch NLS war in einer
Studie von van Neste et al. (van Neste D & de Brouwer B, 1992) nach
48-stundiger epikutaner Applikation von NLS 5 % 12 Stunden nach Abnahme
der Testpflaster eine signifikante Erh6hung des TEWL zu beobachten, die im
weiteren Verlauf bis zu 7 Tage nach Applikation anhielt. Lee et al. konnten nach
einmaliger Applikation von NLS unterschiedlicher Konzentrationen uber
24 Stunden TEWL-Wert-Veranderungen bis 2 Wochen nach Applikation zeigen
(Lee JY et al., 1997). Dies steht in Ubereinstimmung mit einer Studie von
Wilhelm et al., die ebenfalls nach einmaliger epikutaner Applikation von NLS
0,5 % uber 24 Stunden signifikante TEWL-Wert-Erh6hungen bis 14 Tage nach
Abnahme der Testpflaster beobachteten (Wilhelm KP et al.,, 1993). Die
Messungen erfolgten hier ebenfalls mit dem Corneometer 820 der Firma
Courage & Khazaka (Koln).
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Die vorliegenden Ergebnisse der TEWL-Werte wiesen hier nur geringe (nicht
signifikante) Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Applikationszeiten
(12, 24 und 48 Stunden) auf, welches die Ergebnisse von Aramaki et al.
bestatigt (Aramaki J et al.,, 2001). Dies lalst darauf schlieRen, dalR die
entscheidende Penetration von NLS in die Haut bereits nach wenigen Stunden
weitgehend abgeschlossen ist, was durch entsprechende in vivo- und in vitro-
Studien unterstutzt wird (Agner T et al., 1990; Fullerton A et al., 1994). Der
geringe Einflu3 der Applikationsdauer beschrankt sich jedoch auf die NLS-

Teststellen und hat auch hier nur eine Bedeutung fur die Absolutwerte.

Die in der vorliegenden Studie aufgezeigte signifikante Abnahme der TEWL-
Werte fur beide NLS-Kammern bis 120 Minuten nach Pflasterabnahme weist im
Vergleich zu der Leer- und der Wasserkammer auf ein zeitlich kirzeres Intervall
des Okklusionsartefaktes hin. Bei der Leerkammer war eine signifikante
Abnahme der TEWL-Mel3werte noch bis 150 Minuten nach Pflasterabnahme zu
beobachten, bei der Wasserkammer sogar bis 180 Minuten. Urséchlich hierfur
kénnte die wesentlich starkere Schadigung der epidermalen Barriere durch das
Irritans NLS mit nachfolgend verstarkter Abdiffusion von Wasser durch das
Stratum corneum sein. Im Vergleich zu der vorliegenden Studie konnten Agner
und Serup in einer &hnlichen Studie nach okklusiver Applikation einer 0,5%igen
Losung uber 24 Stunden eine signifikante Abnahme der TEWL-Werte nur bis
60 Minuten nach Entfernen der Testpflaster zeigen (Agner T & Serup J, 1993).
Diese Unterschiede sind vermutlich durch das Studiendesign (Probandenzahl,
unterschiedliche  Evaporimeter, unterschiedliche  Melzeitpunkte) und
unterschiedliche statistische Verfahren bei der Auswertung (Normalverteilung
der Daten in der vorliegenden Studie, Anwendung verteilungsfreier
Testverfahren bei Agner und Serup) zu erklaren.

Die hochsignifikante Korrelation zwischen der erfal3ten Hautreaktion auf NLS
24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster und der Reaktion auf Wasser weist
auf die Bedeutung von Wasser als ubiquitéres Irritans im Berufsumfeld hin (Tsai
TF & Maibach HI, 1999). Die Verwendung von NLS zur berufsrelevanten
Beurteilung der Hautempfindlichkeit bei Feuchtberufen erscheint somit von
besonderer Bedeutung (Held E et al., 2002; Uter W et al., 1999).
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4.2. Corneometrie

Im folgenden werden die Ergebnisse der Corneometrie-Messungen getrennt

nach den einzelnen Testkammern diskutiert:

4.2.1. Leerkammer

In der vorliegenden Studie zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
Corneometrie-Werte nach Entfernen der Testpflaster in allen Testkammern mit
raschem Abfall innerhalb von 15 Minuten. Bereits nach 30 Minuten war fir die
Leerkammer keine weitere Abnahme der Werte mehr festzustellen. Dies wird
durch Studien anderer Gruppen unterstutzt: Fluhr et al. konnten nach einfacher
Okklusion der Haut mit Plastik-Testkammern utber 24, 48, 72 und 96 Stunden
bei Messungen 2 Stunden nach Abnahme der Testpflaster keine signifikanten
Anderungen der Corneometrie-Werte, erfalt ebenfalls mit dem Corneometer
CM 820, nachweisen (Fluhr JW et al., 1999). Emtestam et al. konnten nach
24-stundiger Okklusion mit einer Leerkammer keine Anderung der elektrischen
Impedanz 1 Stunde sowie 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster zeigen
(Emtestam L & Ollmar S, 1993). Bei kurzerer Okklusion der Haut tber
30 Minuten mit einer Testkammer wiesen bei Messungen von Ryatt et al. die
Melwerte der dielektrischen Bestimmung bereits eine Stunde nach Beendigung
der Okklusion keine signifikanten Abweichungen mehr auf (Ryatt KS et al.,
1988).

Bei Ramsing und Agner zeigten sich bei einer Studie zum okklusiven Einfluf3
von Schutzhandschuhen bei Messungen % Stunde, 1 und 2 Stunden nach
Entfernen der Handschuhe, die zuvor an drei aufeinanderfolgenden Tagen tber
mindestens 6 Stunden pro Tag getragen worden waren, keine erhdhten
Corneometrie-Werte nach Abnahme der Handschuhe im Vergleich zur
Kontrollhand und den basalen Werten (Ramsing DW & Agner T, 1996). Dies
durfte u. a. an der deutlich kiirzeren Okklusion liegen sowie an einer evtl. nicht

vollstandigen Okklusion durch die Handschuhe.
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Die kurzzeitige starke Erhohung der Corneometrie-Werte direkt nach
Pflasterabnahme in der vorliegenden Studie ist durch eine vortubergehende
Hyperhydratation des Stratum corneum aufgrund des durch die Okklusion mit
der Testkammer zurtickgehaltenen Wassers zu erklaren. Aber auch nach
Abdiffusion eines Grol3teils des Uberschiissigen Wassers war in dieser Studie
noch eine signifikante Erhdhung der Corneometrie-Werte im Vergleich zum
Basalwert zu allen nachfolgenden Mel3zeitpunkten nachweisbar. Dies ist auf
eine Aufsattigung der wasserbindenden Strukturen der Haut zurlckzufihren,
welche das Wasser langer in der Epidermis binden kénnen und somit eine
langer andauernde Hyperhydratation hervorrufen. Die Diskrepanz zu den
Ergebnissen der oben genannten Studien, bei denen die Hyperhydratation
kirzer andauerte, ist vermutlich durch unterschiedliche Applikationszeiten und
unterschiedliche MelRverfahren der Hautfeuchte (elektrische Leitfahigkeit versus
kapazitive Verfahren) zu erklaren.

4.2.2. Wasserkammer

Wie auch bei der Leerkammer zeigte sich bei der Wasserkammer unmittelbar
nach Abnahme der Testpflaster (Zeitpunkt 0) ein deutlicher, signifikanter
Anstieg der Corneometrie-Werte im Vergleich zum Basalwert mit einem
raschen Abfall bis 15 Minuten nach Pflasterabnahme. Auch bei der
Wasserkammer waren dartiber hinaus jedoch im Vergleich zum Basalwert zu
allen weiteren Mel3zeitpunkten erhdhte Corneometrie-Werte zu beobachten.
Dabei scheint das zusatzlich mit der Kammer applizierte Wasser als mildes
Irritans eine langer andauernde Hyperhydratation zu verursachen als die
Leerkammer alleine. Agner und Serup konnten hingegen nach 24-stindiger
Applikation von Wasser in einer epikutanen Testkammer bereits 30 Minuten
nach deren Abnahme keine Anderung des Hydratationszustandes der Haut,
erfal3t durch Messungen mit dem Hygrometer, mehr nachweisen (Agner T &
Serup J, 1989). Dies durfte vor allem an den unterschiedlichen Mel3methoden
liegen, welche nur bedingt vergleichbar sind (s. Kapitel 1.4.2).
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In einer Studie von Wilhelm et al. wurde nach nur 10-mindtiger okklusiver
Applikation von Wasser eine Erh6hung der Corneometrie-Werte mit einem
steilen Anstieg direkt nach Pflasterabnahme und nachfolgender Abnahme der
Werte bis zum Erreichen des Basalwertes dber 20 Minuten beobachtet
(Wilhelm KP et al., 1993). Blichman und Serup konnten nach Applikation von
Wasser Uber 10 Sekunden bereits einen Anstieg der Corneometrie-Werte bis
7 Minuten zeigen (Blichmann CW & Serup J, 1988). In einer Studie von
Emtestam et al. war nach 24-stindiger Okklusion der Haut mit einer
Testkammer, befullt mit Wasser, 1 Stunde und auch 24 Stunden nach Abnahme
der Testkammer keine Anderung der elektrischen Impedanz zu beobachten
(Emtestam L & Ollmar S, 1993). Diese Studie zeigt exemplarisch die
Problematik der Vergleichbarkeit von Studien zur Hautoberflachenfeuchtigkeit
auf, die mit unterschiedlichen MefRinstrumenten (hier mit einem selbst
entwickelten Melverfahren mit einer Wechselstrom-MeRRbriicke, die an ein

Oszilloskop angeschlossen ist) durchgefiihrt wurden.

Auch in einer Studie von Ramsing und Agner zur Erfassung langerfristiger
Effekte konnte nach zweimaliger taglicher Wasserexposition tber 15 Minuten
an 10 aufeinanderfolgenden Tagen auf experimentell vorgeschadigter Haut
90 Minuten nach Beendigung der Exposition kein Einfluld auf den
Hydratationszustand der Haut, erfal3t durch die Corneometrie, nachgewiesen
werden (Ramsing DW & Agner T, 1997). Hier durfte die Exposition (insgesamt
30 Minuten taglich) fir starkere Veradnderungen der Hautoberflachenfeuchtigkeit

nicht ausgereicht haben.

Im zeitlichen Verlauf der Corneometrie-Werte nach Abnahme der Testpflaster
zeigte sich in der vorliegenden Studie eine signifikante Abnahme der Mel3werte
der Wasserkammer ebenfalls nur bis 15 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster, danach kam es zu keiner weiteren signifikanten Abnahme der
Werte (obwohl die Werte im Vergleich zum Basalwert noch immer erhdht
waren). Dies belegt, daf? der Grof3teil der Abdiffusion des durch die Okklusion
zusatzlich zurickgehaltenen Wassers innerhalb der ersten ca. 15 Minuten

erfolgt.
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4.2.3. NLS-Kammern

Auch fur die NLS-Kammern zeigte sich in der vorliegenden Studie ein steiler
Anstieg der Corneometrie-Werte unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster
mit erneutem Abfall innerhalb von 15 Minuten. Diese Kinetik steht in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer Studie von Wilhelm et al., bei der
nach kurzzeitiger (1-10 Minuten) okklusiver Applikation wéaliriger NLS-LOsungen
im Vergleich zur Applikation von Wasser ebenfalls ein steiler Anstieg der
Hydratation des Stratum corneum direkt nach Abnahme der Testpflaster
beobachten werden konnten. AnschlieRend kam es innerhalb von 10 Minuten
zu einem raschen Abfall bis auf die basalen Werte (Wilhelm KP et al., 1993). In
der vorliegenden Studie ergaben sich signifikant erhéhte Corneometrie-Werte
im Vergleich zum Basalwert fir die NLS 0,5 %-Kammer nach 12-48-stundiger
Applikation auch zu allen weiteren Mef3zeitpunkten, fir die NLS 0,25 %-
Kammer jedoch nur bis 60 Minuten nach Abnahme der Testpflaster. Dabei
waren die Werte der NLS 0,5 %-Kammer zu allen Zeitpunkten grol3er als die
der NLS 0,25 %-Kammer in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen (Agner T & Serup J, 1990; van Neste D, 1990).

Die erfal3ten Corneometrie-Werte direkt nach Abnahme der Testpflaster waren
in der vorliegenden Studie fur die NLS-Kammern deutlich hoher als fir die
Wasser- oder Leerkammer mit einem steileren Abfall der Werte bis 15 Minuten
nach Abnahme der Testpflaster. Dieser steilere und héhere Anstieg bei den
NLS-Kammern deutet auf eine verstarkte Hyperhydratation des Stratum
corneum nach erfolgter starkerer Schadigung durch das Irritans NLS hin mit
nachfolgend rascherer Abdiffusion des uUberschissigen Wassers aus der
geschédigten Epidermis. In der bereits oben angefiihrten Studie von Wilhelm et
al. war eine signifikante Korrelation zwischen der Hydratation und der NLS-
Konzentration sowie der Applikationszeit zu erkennen (Wilhelm KP et al., 1993).
In dieser Arbeit wurde auch eine signifikante Korrelation zwischen dem
Hydratationszustandes des Stratum corneum nach kurzzeitiger Applikation von
NLS einerseits und dem Irritationspotential nach 24-stiindiger okklusiver
Epikutantestung festgestellt (Wilhelm KP et al., 1993). In Ubereinstimmung mit
diesen Ergebnissen zeigte sich in einer Studie von Treffel et al. eine lineare

Korrelation zwischen dem Hydratationszustand des Stratum corneum nach
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NLS-Applikation unterschiedlicher Konzentrationen (0,5 %, 2,5 %) und den
nachfolgend erfal3ten TEWL-Werten (Treffel P & Gabard B, 1996).

Auch Agner et al. konnten mittels Hygrometrie nach 24-stiindiger epikutaner
Applikation von 2,5%iger NLS-LOosung 30 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster eine Hyperhydratation der Epidermis nachweisen, welche bis
24 Stunden nach Pflasterabnahme anhielt. 72 Stunden nach Abnahme der
Testpflaster zeigte sich hier hingegen eine deutliche Verminderung der
Hydratation im Vergleich zu einer Wasser- und Leerkammer (Agner T & Serup
J, 1989). In einer vergleichbaren Studie konnten Wilhelm et al. nach Exposition
verschiedener Tenside in Messungen 30 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster eine initiale Hyperhydratation des Stratum corneum nachweisen,
die moglicherweise aus einer Storung der Sekundar- und Tertiarstruktur von
Keratinproteinen hervorgeht, wodurch neue Wasserbindungsstellen freigesetzt
werden (Wilhelm KP et al.,, 1993). Rhein et al. diskutierten in diesem
Zusammenhang einen zusatzlichen Einfluld durch die Bindung hydrophiler
Gruppen und hydrophober Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten des
Detergens und Keratinproteinen, die  zur Freisetzung neuer
Wasserbindungsstellen fihren (Rhein LD et al., 1986). Im Rahmen der Irritation
gehen jedoch nachfolgend zunehmend wasserbindende Strukturen der Haut
verloren. So liegt nach Abdiffusion des Wassers schliel3lich eine erniedrigte
Wasserbindungskapazitat des Stratum corneums vor, welche sich in einem
Abfall der Corneometrie-Werte unter die Basalwerte auf3ert (Wilhelm KP, 1995).
Sichtbare Hautveranderungen sind hingegen erst vollstandig nach 7 Tagen
ausgebildet (Wilhelm KP et al., 1994). Abweichungen vom Basalwert in der
elektrischen Kapazitditsmessung waren noch bis zu 17 Tage nach einer
einmaligen okklusiven NLS-Testung mit einer 0,5%igen LOsung uber
24 Stunden nachweisbar (Wilhelm KP et al., 1994).

In der Messung 24 Stunden nach Entfernen der Testpflaster zeigte sich fur die
NLS-Kammern erneut eine signifikante Zunahme der Corneometrie-Werte, nicht
jedoch fur die Leer- und die Wasserkammer. Dieser in der vorliegenden Studie
beobachtete erneute Anstieg der Corneometrie-Werte 24 Stunden nach
Abnahme der NLS-Testkammern steht im Widerspruch zu den Ergebnissen

vorhergehender Studien, in denen eine Verminderung der Hydratation des
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Stratum corneum 24 Stunden nach Beendigung der Okklusion im Vergleich
zum Basalwert nachgewiesen werden konnte (van Neste D & de Brouwer B,
1992; Wilhelm KP, 1995). Mdglichweise ist hier die hohe intraindividuelle
Variabilitdt der Messungen, unterschiedliche NLS-Konzentrationen, eine hohe
Storanfalligkeit und z. T. geringe Reproduzierbarkeit der MelRergebnisse bei der
Corneometrie sowie eventuell paradoxe MelRergebnisse nach Irritation zu
diskutieren (Gollhausen R, 1992). Dieses Ergebnis zeigt jedoch auch auf, dal3
die Corneometrie fur die Evaluation der akuten Irritation durch Detergentien
kein geeignetes Instrumentarium darstellt (Agner T & Serup J, 1989; Wilhelm
KP, 1995).

4.3. Chromametrie-a*-Werte

Bezuglich der Geschlechtsabhangigkeit der Testreaktion auf NLS und auch auf
die Leer- und Wasserkammer waren keine signifikanten Unterschiede im
Mittelwertvergleich zu allen Testzeitpunkten in den Chromametrie-a*-Werten
nachweisbar. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zahlreicher
vorhergehender Studien (Agner T, 1991; Lammintausta K et al., 1987; Tupker
RA et al.,, 1989; van der Valk PG et al.,, 1984). Lediglich in den basalen
a*-Werten der Chromametrie-Messungen zeigten sich signifikant niedrigere
a*-Werte in der Frauengruppe im Vergleich zu der Mannergruppe. Dies wurde
zuvor Dbereits von Fullerton et al., ebenfalls bei Messungen an der

Unterarmbeugeseite, beschrieben (Fullerton A et al., 1996).

Im folgenden werden die Ergebnisse der Chromametrie-Messungen getrennt

nach den einzelnen Testkammern diskutiert:

4.3.1. Leerkammer

Die in der vorliegenden Studie zu beobachtende signifikante Abnahme der
Chromametrie- a*-Werte unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster mit einem
erneuten steilen Anstieg bis 15 Minuten danach ist durch eine Mazeration der
oberflachlichen Hautschichten mit einem Aufquellen der Korneozyten durch die
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Hyperhydratation unter Okklusion und der anschlieenden Abdiffusion des
Uberschissigen Wassers zu erklaren. Aufgrund dieser Hyperhydratation kommt
es zu einer veranderten Lichtbrechung der Epidermis, sodal3 das durch die
Durchblutung verursachte Erythem an der Oberflache schwacher erscheint.
Nach erfolgter Abdiffusion des Uberschissigen Wassers war eine weitere
signifikante Zunahme der a*Werte im Vergleich aufeinanderfolgender
MefRzeitpunkte fir die Leerkammer zunéchst nicht zu beobachten. Lediglich in
dem Zeitraum zwischen 90 und 120 Minuten nach Pflasterabnahme zeigte sich
eine signifikante Abnahme der Werte, die jedoch nicht als relevant zu bewerten
ist.

Nach dem initialen Abfall mit im Vergleich zum Basalwert deutlich erniedrigten
a*-Werten und spater erneutem Anstieg der a*-Werte waren im Vergleich zum
Basalwert signifikant erhdhte Werte bei der Leerkammer bis 60 Minuten nach
Abnahme der Testpflaster nachweisbar. Der erneute, geringe Abfall der Werte
zu den spateren Zeitpunkten war im Vergleich zum Basalwert nicht mehr
signifikant. Basketter et al. konnten hingegen nach 24-stindiger Applikation
15 Minuten nach Abnahme der leeren Testkammer keinen Unterschied der
a*-Werte im Vergleich zu den unbehandelten Basalwerten mehr feststellen,
ebenfalls bei Ablesungen weitere 24, 48 und 72 Stunden nach Abnahme der
Testpflaster (Basketter DA et al., 1998). Auch in der vorliegenden Studie
ergaben sich nur geringe, nicht jedoch signifikante Unterschiede der a*-Werte
24 Stunden nach Entfernen der Testpflaster im Vergleich mit dem Basalwert.
Insgesamt sind die Verdnderungen der a*-Werte und somit die Verdnderungen

in der Hautrétung durch die Leerkammer als schwach zu bewerten.

4.3.2. Wasserkammer

Nach Applikation von Wasser zeigten sich in einer Studie von Wilhelm et al.
nach 24-stindiger okklusiver epikutaner Applikation bei Messungen 15 Minuten
nach Entfernen der Testpflaster keine signifikanten Unterschiede in den
Messungen des Parameters a* sowie auch der Parameter b*, der Helligkeit L*
und des Gesamtfarbeindruckes E* im Vergleich zum Basalwert (Wilhelm KP &
Maibach HI, 1989). Dies wird beztiglich der a*-Werte durch die Ergebnisse der
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vorliegenden Studie bestatigt. Basketter et al. konnten nach 24-stindiger
okklusiver Applikation 15 Minuten nach Abnahme der Wasserkammer erhdhte
a*-Werte im Vergleich zu den unbehandelten Basalwerten und der Leerkammer
feststellen (Basketter DA et al., 1998). 24 Stunden nach Abnahme der
Testpflaster war in der vorliegenden Studie eine geringe, jedoch im Vergleich
zum Basalwert nicht signifikante Erhéhung der a*-Werte fur die Wasserkammer
zu beobachten. Auch die durch die Wasserkammer durchaus hervorgerufene
Irritation ist daher als zu schwach zu bewerten, als dal3 sie eine entzindliche

Ro6tung und somit eine Veranderung im a*-Wert hervorrufen kénnte.

4.3.3. NLS-Kammern

In einer Studie von Agner und Serup zeigten sich signifikant erhéhte a*-Werte
nach 24-stindiger epikutaner Applikation verschiedener NLS-Konzentrationen
(0,12 %, 0,25 %, 0,5% und 1 %) 1 Stunde nach Entfernen der Testpflaster
sowie weitere 24 Stunden spater (Agner T & Serup J, 1990). Dies wird durch
die Ergebnisse der vorliegenden Studie beziglich der a*-Werte nach
Applikation von NLS 0,5 % bestatigt. Hier waren zu allen Mef3zeitpunkten nach
Pflasterabnahme signifikante Unterschiede zum Basalwert nachweisbar,
zunéchst als geringerer Wert, ab 15 Minuten nach Pflasterabnahme jedoch als
signifikant hoherer Wert. Basketter et al. konnten nach 24-stiindiger okklusiver
Applikation von NLS 15 Minuten und 24 Stunden nach Abnahme des Pflasters
ebenfalls erhéhte a*-Werte im Vergleich zu den unbehandelten Basalwerten
und der Leerkammer feststellen (Basketter DA et al., 1998). Dies steht in
Ubereinstimmung mit den Daten von Treffel et al. (Treffel P & Gabard B, 1996)
und Wilhelm et al. (Wilhelm KP & Maibach HI, 1989), die ebenfalls eine
signifikante Erhdhung der a*-Werte 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster
nach erfolgter 24-stindiger Applikation verschiedener NLS-Konzentrationen
(0,125 %, 0,25%, 1%, 2% und 3 %) beobachteten. Es zeigte sich eine
hochsignifikante Korrelation der Anderung der a*-Werte (Da*) sowie auch der
Anderung des Gesamtfarbeindruckes (DE*) mit der applizierten NLS-
Konzentration (Wilhelm KP & Maibach HI, 1989). Ferner konnte eine Korrelation
der Da*-Werte mit dem TEWL herausgestellt werden (Wilhelm KP et al., 1989).

Auch in einer nachfolgenden Studie zeigten sich nach okklusiver Applikation
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von NLS (20 mM) Uber 24 Stunden sowohl 30 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster, starker 24 Stunden spater, eine deutliche Erhdhung der a*-Werte
mit einem langsamen Abfall bis 7 Tage nach Abnahme der Testpflaster
(Wilhelm KP, 1995). Bei Lee war die Erh6hung der a*-Werte sogar bis 14 Tage
nach einmaliger okklusiver Applikation von NLS 1% Uuber 24 Stunden
nachweisbar (Lee JY et al., 1997). Die durch NLS verursachte entzindliche
Reaktion der Haut kann daher bereits wenige Minuten nach Abnahme des
Testpflasters nachweisbar sein und halt (konzentrationsabhéangig) tber viele
Tage an.

Fur NLS 0,25 % waren nach initialem Abfall ab 15 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster zundchst keine signifikanten Unterschiede zum Basalwert
nachweisbar. Erst 60 Minuten nach erfolgter Pflasterabnahme lagen die Werte
geringfugig, jedoch nicht signifikant tber dem Basalwert, erst ab 120 Minuten
lagen sie Uber den Werten der Leer- und der Wasserkammer. Die Irritation
durch NLS 0,25 % scheint nicht stark genug zu sein, um ein deutlich starker
entzundliches Erythem zu verursachen als jenes der Leer- und der
Wasserkammer. Erst bei einer Konzentration von 0,5 % hat NLS die irritative
Potenz, eine signifikant starkere Rotung (evaluiert durch den Chromametrie-
a*-Wert) direkt nach Entfernung der Testpflaster hervorzurufen. Diese
Konzentrationsabhéangigkeit der a*-Werte wurde in verschiedenen Studien
zuvor beschrieben (Agner T & Serup J, 1990; Wilhelm KP et al., 1989).
Exemplarisch dafiur steht die Studie von Basketter et al. (Basketter DA et al.,
1998): Obwohl direkt nach Pflasterabnahme die a*-Werte der NLS 0,5 %-
Kammer tendentiell hoher waren als diejenigen der NLS 1,0 %-Kammer, lagen
bei der Messung 24 Stunden nach Abnahme der Testpflaster die a*-Werte der
NLS 1,0 %-Kammer dann hoher als die der NLS 0,5 %-Kammer, ebenso im
Verlauf nach 48 Stunden und 72 Stunden (Basketter DA et al., 1998). Dies
bestétigt die Ergebnisse der vorliegenden Studie, in der auch 24 Stunden nach
Abnahme der Testpflaster der a*-Wert der NLS 0,5 %-Kammer deutlich tber
dem der NLS 0,25 %-Kammer lag. Es féllt jedoch auf, dalR 24 Stunden nach
Pflasterabnahme die entzindliche Ro6tung auch bei der 0,25%igen NLS-
Applikation deutlich ansteigt. Dieses bekannte ,Crescendo-Phanomen® der
NLS-Irritation wird u. a. durch eine verzogerte Reaktion der Haut auf im Stratum
corneum gespeichertes NLS verursacht (Brasch J et al., 1999; Loffler H &
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Effendy I, 1997). Wie auch in der vorliegenden Studie zu sehen, treten diese
verzdgerten Reaktionen insbesondere bei Irritationen mit niedrigeren NLS-
Konzentrationen auf (Bruynzeel DP et al., 1982).

5. Ubergreifende Diskussion

Okklusionseffekte bei Epikutantestungen durch die Pflasterapplikation haben
EinfluR auf hautphysiologische Messungen, insbesondere auf die Messung des
TEWL. Durch die Okklusion mit den Testkammern wird die Abdiffusion von
Wasser durch die Epidermis behindert. Der Wassergehalt des Stratum corneum
steigt an und fihrt zu einer zusatzlichen artifiziellen Erhdhung der TEWL- und
Corneometrie-MeRRwerte unmittelbar nach Pflasterabnahme, die uber die
Abdiffusion dieses retinierten Wassers hinaus noch bis zum vollstandigen
Abklingen der durch die Okklusion verursachten Schadigung der WPB anhélt.

Die Retention von Wasser in der Epidermis durch die Okklusion zeigte sich in
der vorliegenden Studie sowohl in dem steilen, signifikanten Anstieg der
TEWL-Werte in allen Testkammern unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster
als auch in einem signifikanten Anstieg der Corneometrie-Werte in allen
Testkammern als Zeichen der Hyperhydratation der Epidermis. Direkt nach
Pflasterabnahme war eine Abnahme der Hautrétung zu beobachten, die durch
die massive Hyperhydratation bedingt war. Interessant ist dabei, daf? die Starke
der Irritation auch in der Phase des starksten Einflusses der
Okklusionsartefakte nachweisbar blieb. So war auch direkt nach
Testpflasterabnahme in allen Testverfahren eine Unterscheidung zwischen den
einzelnen Irritantien (NLS 0,5 %, NLS 0,25 %, Wasser und Leerkammer)

moglich.

Nach diesem initialen Anstieg der TEWL- und Corneometrie-MeRRwerte zeigte
sich ein deutlicher Abfall der Werte innerhalb der nachfolgenden 15 Minuten in
allen Testkammern, der sich aus der Abdiffusion eines Grof3teils des retinierten
Wassers aus der Epidermis ergibt. Im Vergleich aufeinanderfolgender TEWL-
Mel3zeitpunkte war eine signifikante Abnahme bei der Leerkammer noch bis
150 Minuten nach Pflasterabnahme, bei der Wasserkammer sogar bis
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180 Minuten, bei den NLS-Kammern hingegen nur bis 120 Minuten nach
Pflasterabnahme zu beobachten. Dies ist durch die wesentlich starkere
Schadigung der epidermalen Wasserschutzbarriere durch das Irritans NLS
bedingt, welche zunachst zu héheren TEWL-Werten fuhrt. Nachfolgend kommt
es dann jedoch zu einer schnelleren Abdiffusion des retinierten Wassers durch
die massiv gestorte epidermale Barriere bis zum Erreichen eines
Plateauwertes. Dieser Effekt ist konzentrationsabhéngig, die TEWL-Werte der
NLS 0,5 %-Kammer lagen durchgangig Gber denen der NLS 0,25 %-Kammer.

Im Gegensatz zu den NLS-Kammern sind bei der Leerkammer und der
Wasserkammer die TEWL-Okklusionsartefakte noch langer nachweisbar. Dies
liegt an der noch intakteren WPB, durch die das aufgenommene Wasser nicht

so schnell abdiffundieren kann.

Der Einflu? von Okklusionseffekten auf die Corneometrie ist eher als kurzzeitig
zu bewerten, spater als 30 Minuten nach Pflasterabnahme scheint er (mit
Ausnahme einer durch die Okklusion verursachten Irritation) in den
Testergebnissen nicht mehr nachweisbar. Dies bedeutet, dal3 eine durch die
Okklusion artifiziell erhéhte Hautoberflachenfeuchtigkeit nur bis zu 30 Minuten
nachweisbar ist. Bei einer hohen intraindividuellen Variabilitat der
Corneometrie-Messungen und einer hohen Storanfalligkeit mit z.T. geringer
Reproduzierbarkeit der MelRergebnisse erscheint die Messung des TEWL zur
Beurteilung von Okklusionseffekten insgesamt besser geeignet.

Die in der vorliegenden Studie beobachtete signifikante Abnahme der
Hautrotung unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster mit einer erneuten
Zunahme innerhalb der folgenden 15 Minuten ist durch eine Mazeration der
oberflachlichen Hautschichten mit einem Aufquellen der Korneozyten durch die
Hyperhydratation unter Okklusion und anschlieBender Abdiffusion des
Uberschissigen Wassers zu erklaren. Erst 24 Stunden nach Abnahme der
Testpflaster war erneut ein verstarktes Erythem bei allen Testkammern,
besonders jedoch bei den NLS-Kammern, zu beobachten. Der Einflu3 der
Okklusion auf das entziindliche Hautcolorit erscheint damit kurzzeitig und nach
15 Minuten weitgehend abgeschlossen. Die Chromametrie eignet sich folglich
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zur Erfassung der spater einsetzenden, entzindlichen Hautreaktionen auf

Irritantien weitaus besser als zur Beurteilung friher Effekte.

Aufgrund der vorliegenden Untersuchungen und den Ergebnissen
vorhergehender Studien kann daher davon ausgegangen werden, dal3 die
reinen Okklusionseffekte bei Epikutantestungen, d. h. ohne dal ein Irritans der
Testkammer zugefiigt wurde, innerhalb der ersten 30 Minuten nach
Pflasterabnahme stark abnehmen aber bis zu 180 Minuten nach Abnahme der
Testpflaster noch nachweisbar sind. Bei Epikutantestungen mit NLS ist davon
auszugehen, dal nur TEWL-Wert-Veranderung, die langer als 3 Stunden
anhalten, auf eine direkte oder indirekte Wirkung des Irritans zurtickgefihrt

werden kénnen.

In einem korrekten Testdesign bei Epikutantestungen mit Irritantien sollte die
Erfassung des TEWL daher spater als 3 Stunden nach Pflasterabnahme
erfolgen.  Dartber  hinaus  mussen  naturlich  auch  vorhandene
irritantienspezifische Effekte mit einbezogen werden. Da in dem Zeitintervall
zwischen 180 und 240 Minuten nach Abnahme der Testpflaster keine weitere
Anderung der TEWL-Werte mehr nachweisbar war, kann davon ausgegangen
werden, dal3 Okklusionseffekte bei Messungen innerhalb dieses Zeitraums
weitgehend vermieden werden kdnnen. Eine Auswertung ist daher in diesem

Zeitfenster zu empfehlen.

Aus praktischen Grunden ist auch eine Evaluation der Testergebnisse
24 Stunden nach Entfernen der Testpflaster mdglich. Hierbei ist jedoch eine
Beeinflussung der Testergebnisse durch beginnende Regenerationsprozesse
und durch verzdgerte Testreaktionen der Irritantien (,Crescendo-Effekt*) zu
beachten.
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6. Zusammenfassung

In der Bestimmung der Hautempfindlichkeit bei Epikutantestungen mit dem
anionischen Detergens Natriumlaurylsulfat (NLS) werden verschiedene nicht-
invasive hautphysiologische MelRverfahren eingesetzt. Weit verbreitet sind die
in der vorliegenden Studie eingesetzten Messungen der Hautdurchfeuchtung
mittels Corneometrie, des Hauterythems mittels Chromametrie und des
transepidermalen Wasserverlustes (TEWL), der die durch die Haut pro
Zeiteinheit abgegebene Wassermenge erfal3t. Diese setzt sich zusammen aus
der passiven Diffusion von Wasser durch die Epidermis und der Wasserabgabe
Uber die Schweil3drisen und ermdglicht so eine Aussage Uber die
Wasserpermeabilitatsbarriere der Epidermis.

Ziel dieser Studie war es, bei der Epikutantestung mit NLS unterschiedlicher
Konzentrationen im Vergleich zu Wasser und einer Leerkammer den Zeitpunkt
nach der Abnahme der Testpflaster zu ermitteln, an dem diese
Okklusionseffekte auf die Erfassung der Hautreaktion mittels TEWL,
Corneometrie und Chromametrie weitgehend abgeklungen sind.

Wir fuhrten bei 45 hautgesunden Probanden im Alter zwischen 18 und
70 Jahren an jeweils einer Unterarmbeugeseite einen Epikutantest mit NLS
0,25 %, NLS 0,5% sowie zum Vergleich mit einer mit Wasser beflllten
Testkammer und einer Leerkammer durch. Bei 15 Probanden wurden die
Testpflaster nach 12 Stunden, bei weiteren 15 Probanden nach 24 Stunden und
bei den Ubrigen 15 Probanden nach 48 Stunden entfernt. Die Messungen
erfolgten unmittelbar nach Abnahme der Testpflaster, alle 15 Minuten nach
Pflasterabnahme innerhalb der ersten Stunde, anschlie3end alle 30 Minuten bis

3 Stunden sowie erneut 24 Stunden nach Pflasterabnahme.

Signifikante Unterschiede der MelRwerte bezlglich der unterschiedlichen
Applikationsdauer waren nicht nachweisbar; daher erfolgte eine gemeinsame
Auswertung der Testergebnisse. Unmittelbar nach Entfernen der Testpflaster
zeigte sich bei allen Testkammern zunéchst eine steile Zunahme der TEWL-
und der Corneometrie-MeRRwerte, welche durch die Hyperhydratation unter
Okklusion mit starkerer Schadigung der Wasserpermeabilitatsbarriere bedingt
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ist. Innerhalb der ersten 15 Minuten nach Pflasterabnahme fielen die MelRwerte
deutlich ab aufgrund der Abdiffusion eines Groliteils des Uberschissigen
Wassers. Daruberhinaus war jedoch eine weitere signifikante Abnahme der
TEWL-Werte im zeitlichen Verlauf aufeinanderfolgender Messungen bis zum
Ubergang in eine Plateauphase fiir die Leerkammer bis 150 Minuten, fir die
Wasserkammer sogar bis 180 Minuten nach Pflasterabnahme sichtbar. Fir
beide NLS-Kammern war eine weitere signifikante Abnahme der TEWL-Werte
nur bis 120 Minuten nach Entfernen der Testpflaster noch nachweisbar. Dies ist
durch die wesentlich starkere, konzentrationsabhangige Schadigung der
epidermalen Wasserschutzbarriere durch das Irritans NLS bedingt mit
nachfolgend rascher Abdiffusion des retinierten Wassers. Bei der Leerkammer
und der Wasserkammer sind aufgrund der geringer geschadigten
Wasserpermeabilitdtsbarriere (durch die das retinierte Wasser langsamer
verdampft) diese TEWL-Okklusionsartefakte noch langer sichtbar. Beztglich
der Hautoberflachenfeuchtigkeit war nach dem intitalen Anstieg der
Cornemoetrie-Werte durch die Hyperhydratation ein signifikanter Abfall durch
Abdiffusion des retinierten Wassers nur bis 15 Minuten nach Pflasterabnahme
nachweisbar, sodafld der Einflul? von Okklusionseffekten auf die Corneometrie
eher als kurzzeitig zu bewerten ist. Ebenso erscheint der Einflul3 der Okklusion
auf das entzundliche Hautcolorit nur kurzzeitig mit einer voribergehenden
Abnahme der Hautrétung bis 15 Minuten nach Abnahme der Testpflaster. Dies
ist in erster Linie durch eine tempordre Mazeration der oberflachlichen
Hautschichten aufgrund der Hyperhydratation unter Okklusion zu erklaren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dal3 die Erfassung der
Hautreaktionen bei Epikutantestungen mit dem Irritans NLS - insbesondere
mittels TEWL - spéater als 3 Stunden nach Entfernen der Testpflaster erfolgen
sollte, um Okklusionseffekte auf die Melergebnisse zu vermeiden. Aus
praktischen Grinden ist auch eine Evaluation der Testergebnisse 24 Stunden
nach Entfernen der Testpflaster unter Beachtung des Einflusses beginnender
Regenerationsprozesse und auftretender ,,Crescendo-Effekte” des Irritans NLS
moglich. Aufgrund dieser Ergebnisse sollten international weit verbreitete
Testprotokolle (mit einem Intervall von nur 30 Minuten nach Pflasterabnahme)
dringend Uberarbeitet werden.
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