ORIGINALARBEIT

Der repetitive Waschtest als Modell
zur Beurteilung von Hautschutz-
praparaten am Beispiel einer
dexpanthenolhaltigen Formulierung

Zusammenfassung. Der repetitive Waschtest mit NLS stellt ein
Irritationsmodell dar, mit dem Hautschutzprdparate auf ihre
Wirksamkeit gegeniiber hydrophilen Reizstoffen iiberpriift wer-
den kénnen. An eine repetitive Waschphase mit vorheriger An-
wendung der Priifpraparate schlieRt sich eine Behandlungspha-
se mit alleiniger Applikation der Emulsionen ohne weitere Wa-
schungen an. In diesem Modell wurde ein hydrophiles Vehikel
mit und ohne Dexpanthenol getestet. Dabei konnte ein hydrati-
sierender und antiinflammatorischer Effekt von Dexpanthenol
nachgewiesen werden.

Evaluation of a Dexpanthenolcontaining Formulation in
the Repetitive Washing Test as a Model for the Investiga-
tion of Barrier Creams. The repetitive washing test with SLS
represents an irritation model for the evaluation of the efficacy
of barrier creams against hydrophilic irritants. Subsequently to
the washing period with previous application of the barrier
cream a treatment period without any washings followed. In
this model a hydrophilic emulsion with and without Dexpan-
thenol was investigated. The results demonstrated a hydrating
and an anti-inflammatory effect of Dexpanthenol.

Jeder Kontakt zu waschaktiven Substanzen fiihrt an der Haut
zu einer Storung der epidermalen Barrierefunktion [8,19], die
sich als Anstieg des transepidermalen Wasserverlustes und
als Reduktion der Hornschichtfeuchtigkeit dokumentieren
ldsst [11]. Dariiber hinaus kommt es zur Entfettung der Haut-
oberfldache [9,10]. Repetitive Waschungen bringen einen ku-
mulativ toxischen Effekt mit sich, der individuell unterschied-
lich in eine irritativ-toxische Kontaktdermatitis einmiindet
[15], die die Entwicklung einer spdteren allergischen Kontakt-
dermatitis begiinstigen kann [12]. Damit hat der Kontakt zu
Waschaktivsubstanzen eine grofle gesundheitsokonomische
Bedeutung mit ganz besonderer Relevanz in der Berufsderma-
tologie.

Von Hautschutzprdparaten wird eine Vermeidung oder Reduk-
tion des irritativen Wascheffektes erwartet. Ein zusatzlicher
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Vorteil wdre es, wenn das Hautschutzpraparat aufgrund seiner
Zusammensetzung die Repairmechnismen der irritativ ge-
schddigten epidermalen Barriere unterstiitzen koénnte. Vor
diesem Hintergrund haben wir am Beispiel eines hydrophilen
Vehikels mit Dexpanthenol als Inhaltsstoff im Rahmen einer
doppelblinden, vehikelkontrollierten, randomisierten Studie
den repetitiven Waschtest auf seine Aussagekraft hin unter-
sucht.

Material und Methodik
Prinzip des repetitiven Waschtestes

Das Prinzip des repetitiven Waschtestes ist es, den toxisch irri-
tativen Einfluss einer Waschung zu standardisieren und zu
maximieren. Damit werden vergleichende Untersuchungen
bei einem Status moglich, der der Situation nahe kommt, die
sich beim hdufigen Kontakt der Haut zu waschaktiven Sub-
stanzen einstellt. Dieses Testverfahren eignet sich ganz beson-
ders fiir die Priifung und Beurteilung von Hautschutzprédpara-
ten (barrier creams), von denen eine protektive Wirkung ge-
geniiber hydrophilen Reizstoffen erwartet wird.

Durchfiihrung des repetitiven Waschtestes

Die Untersuchungen erfolgen an der Volarseite beider Unterar-
me, die zuvor mit einem nicht abwaschbaren Marker in zwei
Quadranten eingeteilt werden. Somit entstehen an beiden Ar-
men insgesamt 4 Testfelder, die jeweils eine GroRe von etwa
24 cm? (6 cm x4 cm) aufweisen (Abb.1).

Die Waschungen werden an 7 aufeinander folgenden Tagen 5-
mal tdglich mit 0,01n NLS durchgefiihrt. Durch den Versuchs-
ablauf bedingt wird am 1. und letzten Tag des Waschtestes nur
3-mal gewaschen. Zur Standardisierung des Waschvorganges
benutzen die Probanden einen Schaumstoffroller, der eine
Schwammwalze mit einem Durchmesser von 3,5 cm und einer
Linge von 5 cm tragt. Der Hohlstiel des Rollers ist mit Blei aus-
gefiillt, so dass der Schaumstoffroller ein Gewicht von 200 g
besitzt. Fiir die Waschung taucht man den Schwamm in die
Waschlésung. AnschlieBend wird die Rolle mit dem Auflage-
druck ihres Eigengewichtes 50-mal iiber die Testfelder hin
und her gerollt. Im Anschluss daran werden die Unterarme in
lauwarmem Wasser kurz abgewaschen, um Tensidreste von
der Hautoberfldche zu entfernen. Danach werden die Unterar-
me mit einem fusselfreien Tuch vorsichtig getrocknet. Inter-
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Abb.1 Durchfiih-
rung des standardi-
sierten Waschvor-
ganges mit einem
Schaumstoffroller.

mittierend zu den Waschungen konnen Priifprdaparate appli-
ziert werden, deren Anwendung {iber die siebentdgige Wasch-
phase hinaus fortgesetzt werden kann.

Anwendung der Priifprdparate intermittierend zu den
Waschungen

Etwa 30 min vor den Waschungen kamen jeweils 50l der
Priifpraparate auf den entsprechenden Testfeldern zur Anwen-
dung. Zur Erleichterung der Dosierung waren die Testsubstan-
zen in durchsichtigen 1 ml-Plastikspritzen mit Skalierung ab-
gefiillt. Ein Teilstrich entspricht 10pul. Diese Menge sollte
gleichmdfig durch leichte Massagebewegungen auf das ge-
samte Testfeld verteilt werden. Dabei waren die Probanden ge-
halten, bei jedem Priifpraparat einen anderen Finger zu ver-
wenden, um Vermischungen der Testformulierungen zu ver-
meiden. Ein Testfeld wurde zur Kontrolle nur gewaschen und
blieb ansonsten unbehandelt.

Behandlungsphase nach Beendigung der repetitiven
Waschungen

An die Waschphase schloss sich ein 4-tdgiger Behandlungs-
zyklus ohne weitere Irritation durch Waschung an. Wahrend
dieser Periode kamen die Priifpraparate 3xtgl. zur Anwen-
dung. In dieser Nachbehandlungsphase kénnen Repair-Me-
chanismen erfasst werden.

Uberblick iiber den Versuchsablauf

Aus praktischen Griinden begannen die Untersuchungen am
Montag, so dass der gesamte Versuch zeitlich folgendermaf3en
ablief (Tab.1):

Beurteilung der Testreaktionen

Vor der ersten Anwendung der Priifpraparate und der ersten
Waschung wurden in jedem Feld die Hornschichtfeuchtigkeit
mit dem Corneometer CM 820 (Courage und Khasaka) und der
transepidermale Wasserverlust mit dem Tewameter TM 210
(Courage und Khasaka) als Ausgangswert bestimmt. Die Ver-
laufsmessungenwurdenam 5., 8.,9. und 12. Tag vorgenommen.
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Abb.2 Beurteilung
einer Testreaktion
mit der Laser-Dopp-
ler-Flowmetrie. Der
Messkopf wird in
direkten Kontakt
zur Haut gebracht.

/d

Das Messprinzip der Corneometrie basiert auf einer kapaziti-
ven Bestimmung der unterschiedlichen Dielektrizitdtskon-
stanten von Wasser und anderen Stoffen [20].

Der transepidermale Wasserverlust gilt als ein wichtiger
Parameter fiir die epidermale Barrierefunktion. Das Messprin-
zip beruht darauf, dass ein hautnah aufgebrachter Messkopf
zwei Fiihlerpaare enthdlt, von denen eines die Feuchtigkeit
und das andere die Temperatur misst. Daraus ermittelt ein im
Gerdt integrierter Kleincomputer den Partialdruck des Wasser-
dampfes fiir die zwei verschiedenen {ibereinander liegenden
Ebenen jedes Fiihlerpaares und iiber den Gradienten des Par-
tialdruckes die Verdunstungsrate. Die Messwerte driicken die
Verdunstungsrate in g/m2h aus [17].

Als Parameter der durch den Waschvorgang hervorgerufenen
Entziindungsreaktion galt die Laser-Doppler-Flowmetrie (Pe-
riflux, Fa. Servomed) (Abb. 2).

Die LDF spiegelt die Hautdurchblutung wider und ist zur Beur-
teilung aller Faktoren geeignet, von denen ein Einfluss auf die
Hautdurchblutung zu erwarten ist, und ist somit geeignet, Ent-
ziindungsreaktionen zu beurteilen. Dabei tritt ein Laserstrahl
niedriger Leistung in die Haut ein. Es handelt sich um einen
Helium-Neon-Laser der Wellenldnge 632,8 nm mit einer Aus-
gangsleistung von 2 mW. Der Brenn- und Messpunkt des La-
serstrahles liegt in 0,5-1,0 mm Tiefe. Die Messung basiert auf
dem Prinzip der Doppler-Verschiebung, d.h. der Frequenz-
bzw. Wellenldngendnderung, wenn das Licht von vorbeistro-
menden Teilchen reflektiert wird. In diesem Fall spiegelt die
LDF die Stromungsgeschwindigkeit der Erythrozyten wider
und gibt aufgrund ihrer Eindringtiefe Aufschluss {iber den re-
lativen Grad der Durchblutung bis etwa zum mittleren Corium
[16].

Fiir weitere methodische Einzelheiten verweisen wir auf die
Literatur [1,3,18].
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Tab.1 Zeitplan des Versuchsablaufs
Montag Freitag

vormittags Messung* Messung**

nachmittags

* Behandlung ohne Waschung; ** Behandlung mit Waschung

Priifprdparate

Zur Verfiigung standen 3 Priifformulierungen’:

1. Vehikel

2. Vehikel plus 2,5% Dexpanthenol
(entspricht Bepanthol® Roche Handbalsam)

3. Vehikel plus 5,0% Dexpanthenol

4. ein Testfeld wurde nur gewaschen und diente unbehandelt
als Kontrolle

Die Zusammensetzung des Vehikels ist nach INCI folgender-
maflen deklariert:

Aqua, Octyldodecanol, Propylene Glycol Dicaprylate/Dicapra-
te, Cetyl Alcohol, Glyceryl Stearate, Stearyl Alcohol, Ceteareth-
12, Ceteareth-20, Dimethicone, Pantolactone, Parfum, Chlorhe-
xidine Dihydrochloride.

Probandenkollektive

In die Studie wurden 20 gesunde Probanden mit einem Min-
destalter von 18 Jahren nach dem Zufallsprinzip eingeschlos-
sen. Akute Hauterkrankungen oder die Verwendung von Exter-
na im Bereich der Testareale innerhalb der letzten 3 Wochen
galten als Ausschlusskriterium. Ebenso konnten schwangere
und stillende Frauen nicht an der Studie teilnehmen. Alle Pro-
banden waren {iber den Testablauf genau unterrichtet und hat-
ten ihr ausdriickliches Einverstdndnis erkldrt. Vor Beginn der
Studie ist das Votum der Ethik-Kommission der Landesdrzte-
kammer Baden-Wiirttemberg eingeholt worden.

Die Priifpraparate kamen bei folgendem Kollektiv zur Anwen-
dung (Tab. 2):

Tab.2 Alter- und Geschlechtsverteilung der Probanden

N Durchschnittsalter Altersgrenzen
Manner 3 29,7 Jahre 18-46 Jahre
Frauen 16 34,6 Jahre 24-58 |ahre

Ein Proband hat ohne Nennung von Griinden die Studie vorzei-
tig abgebrochen.

! Die Priifpraparate wurden von Roche Nicholas, Deutschland GmbH
zur Verfiigung gestellt.

Montag Dienstag Freitag

Messung™** Messung*

*

Messung

Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden nach vorheriger Varianzanalyse mit
dem Friedman-Test nach dem Wilcoxon-Test fiir verbundene
Stichproben statistisch ausgewertet. Die Darstellung der Er-
gebnisse in den Abbildungen bezieht sich auf die Mittelwerte.
Zur genauen Charakterisierung unserer Daten werden Mittel-
werte, Standardabweichung, Median und BOX tabellarisch an-
gegeben (Tab. 3-5).

Ergebnisse
Hornschichtfeuchtigkeit

An unbehandelter Haut hat der repetitive Waschvorgang zu ei-
nem starken Verlust an Hornschichtfeuchtigkeit gefiihrt, der
auch am Ende der Nachbehandlungsphase ohne weitere
Waschanwendungen noch nicht kompensiert war. Alle Priiffor-
mulierungen haben der Austrocknung durch NLS entgegenge-
wirkt. Sowohl wdhrend der Waschphase als auch im Nachbe-
handlungsintervall heben sich 2,5% und 5% Dexpanthenol sta-
tistisch signifikant vom Vehikel ab. Damit ist ein Wirkungs-
nachweis fiir Dexpanthenol erbracht und die aus den vorheri-
gen Untersuchungen bekannte hydratisierende Wirkung von
Dexpanthenol bestdtigt (Abb. 3, Tab. 3).

Statistische Unterschiede zwischen den beiden Konzentratio-
nen sind nicht erkennbar. Jedoch heben sich tendenziell und
gemessen am Signifikanzniveau gegeniiber dem Vehikel 5%
gegeniiber 2,5 % vorteilhaft ab.

Transepidermaler Wasserverlust

An unbehandelter Haut hat der repetitive Waschvorgang zu ei-
nem starken Anstieg des TEWL gefiihrt, der die gestorte epider-
male Barrierefunktion widerspiegelt. Sofort nach Ende der Wa-
schungen beginnt auch an unbehandelter, nur gewaschener
Haut eine Restitution. Jedoch ist am Ende der Nachbehand-
lungszeit das Ausgangsniveau noch nicht wieder erreicht. Wah-
rend des gesamten Testes — sowohl wdhrend der repetitiven
Waschungen als auch beim Nachbehandlungsintervall - wurde
der TEWL durch alle Priifpriparate reduziert. Ahnlich wie bei
der Beeinflussung der Hornschichtfeuchtigkeit wurde - auch
gemessen am TEWL - ein Wirkungsnachweis fiir Dexpanthenol
erbracht. Dabei unterscheiden sich beide Konzentrationen
nicht voneinander; jedoch heben sich auch hier 5% Dexpan-
thenol gegeniiber 2,5% tendenziell und gemessen am Signifi-
kanzniveau gegeniiber dem Vehikel vorteilhaft ab. Das Ergebnis
spiegelt einen stabilisierenden Effekt von Dexpanthenol auf die
epidermale Barrierefunktion wider (Abb. 4, Tab. 4).
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Tab.3 Effekt von Dexpanthenol im repetitiven Waschtest - Corneometer (Differenzwerte zum Status vor Behandlung [T0])

Corneometer Tag MW ST
Vehikel T5 -1,23 8,52
T8 -2,18 6,06
T9 -1,7 6,96
T12 -4,04 8,33
Dexpanthenol 2,5% T5 -0,8 8,4
T8 1,46 7,64
T9 1,93 8,05
T12 0,88 8,17
Dexpanthenol 5% T5 1,66 9,7
T8 2,05 7,96
T9 3,63 8,08
T12 1,9 9,48
unbehandelt T5 -7,2 6,64
T8 -10,3 8,42
T9 -10,91 11,26
T12 -11,72 13,53

Median Box N
-2,2 -6,6/4,4 19
-2,2 -5/2,2 19
-2,1 -9,2/2 18
4.6 -10,6/1 19
-1,8 -5,4/5 19
0 -4,8/7,4 19
3,2 -5/8,8 18
-1,2 -5,2/8,8 19
0,6 -3/10,2 19
1 -2/6,2 19
3,9 -0,6/11,6 18
0,6 -2,6/10,6 19
-6,6 -12,2/-5 19
-10 -14/-6,6 19
-10,3 -19/-4 18
-8,6 -20,8/-5 19

Tab.4 Effekt von Dexpanthenol im repetitiven Waschtest - Tewameter (Differenzwert zum Status vor Behandlung [T0])

Tewameter Tag MW ST
Vehikel T5 3,27 2,25
T8 4,36 3,22
T9 4,03 2,71
T12 2,73 1,99
Dexpanthenol 2,5% T5 2,93 2,36
T8 3,99 3,33
T9 3,01 2,51
T12 2,1 1,8
Dexpanthenol 5% T5 2,93 3,49
T8 3,21 3,45
T9 2,51 2,8
T12 1,94 1,89
unbehandelt T5 6,27 6,57
T8 9,55 7,96
T9 7,32 4,71
T12 4,52 2,37

Laser-Doppler-Flowmetrie

An unbehandelter Haut hat der repetitive Waschvorgang zu ei-
ner starken Erh6hung der Hautdurchblutung gefiihrt, die die
Entziindungsreaktion widerspiegelt. Sofort nach Ende der Wa-
schungen beginnt auch an unbehandelter, nur gewaschener
Haut eine Restitution. Jedoch ist dhnlich wie beim Verlauf des
TEWL am Ende der Nachbehandlungszeit das Ausgangsniveau
noch nicht wieder erreicht. Wahrend des gesamten Testes —
sowohl wahrend der repetitiven Waschungen als auch beim
Nachbehandlungsintervall - wurde die Entziindungsreaktion
durch alle Priifpraparate reduziert. Dabei wurde wiederum
ein Wirkungsnachweis fiir Dexpanthenol erbracht. Dexpan-
thenol hat aufgrund der vorliegenden Beobachtung einen anti-

Median Box N
33 1,9/4,6 19
53 2,2/7.2 19
4,5 2,6/6,3 18
2,8 1,5/4,3 19
2,2 0,9/4,8 19
3 2,1/6 19
2,5 1,1/4,1 18
1,7 1,3/3,2 19
2.2 1,1/3,5 19
3.2 1,4/3,8 19
2,55 133 18
1,4 0,9/3,1 19
3,3 1,9/9,6 19
6,8 2,9/16,4 19
7,45 4/11,2 18
4,2 2,2/6,8 19

entziindlichen Effekt. Diesbeziiglich scheinen 5% gegeniiber
2,5% eindeutig iiberlegen zu sein. Nur am 8. Tag, am Ende des
Waschtestes, waren beide Konzentrationen gegeniiber dem
Vehikel statistisch signifikant. In der Nachbehandlungsphase
waren nur noch 5% Dexpanthenol vom Vehikel statistisch si-
gnifikant abgrenzbar. Am 9. Tag unterschieden sich sogar 5%
von 2,5% signifikant voneinander (Abb. 5, Tab. 5).

Diskussion

Der repetitive Waschtest stellt ein Irritationsmodell dar, mit
dem das individuelle Ekzemrisiko einschdtzbar ist [8], mit
dem aber auch Hautschutzprdparate, die vor den Waschungen
aufgetragen werden, auf ihre Wirksambkeit hin gegeniiber hy-
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Tab.5 Effekt von Dexpanthenol im repetitiven Waschtest - Laser-Doppler-Differenzwerte zum Status vor Behandlung (T0)

Laser-Doppler Tag MW ST
Vehikel T5 7,6 9,4
T8 19 38,9
T9 10,7 17,4
T12 6,7 9,8
Dexpanthenol 2,5% T5 6,1 7.5
T8 9,2 16,3
T9 6,2 6,9
T12 4,6 6,8
Dexpanthenol 5% T5 6,8 10,8
T8 6,4 10,7
T9 41 7.3
T12 2,7 7,7
unbehandelt T5 21,6 33,5
T8 45,9 61,1
T9 16,4 22,2
T12 9,9 8,7

drophilen Reizstoffen {iberpriift werden kénnen. Der Wasch-
test zielt darauf ab, eine Situation zu simulieren, wie sie beim
tdglichen Umgang mit Waschaktivsubstanzen im hduslichen
Bereich und am Arbeitsplatz gegeben ist. Damit unterscheidet
sich dieses Verfahren grundlegend von Testmodellen, bei de-
nen die Waschaktivsubstanz und zu tiberpriifende Haut-
schutzpraparate okklusiv aufgetragen werden [4,5].

Durch die intermittierenden Anwendungen der Priifpraparate
zwischen den Waschungen des repetitiven Waschtestes kon-
nen bereits Repairmechanismen durch die Priifprdparate in
den Test mit eingehen. Die Nachbehandlungsphase ohne wei-
tere Irritation durch Waschung ist ausschlieBlich darauf aus-
gerichtet, Repairmechanismen zu erfassen. Der Waschtest hat
sich anhand der untersuchten Priparate als geeignet erwiesen,
eine Hautschutzwirkung zu untersuchen und zu dokumentie-
ren. Bereits das Vehikel allein war effektiv. Auf diese Tatsache
haben wir bei dlteren Untersuchungen schon hingewiesen [2].
Insbesondere bestatigt sich unsere Beobachtung, dass auch ein
hydrophiles Vehikel Schutz vor einem hydrophilen Reizstoff
bieten kann. Die damalige Beobachtung bezieht sich auf hy-
drophile Emulsionen mit Urea oder Glycerin oder einer Kom-
bination von beiden [13]. Bei der vorliegenden Studie konnte
eine diesbeziigliche Schutzwirkung durch ein hydrophiles Ve-
hikel ohne Harnstoff oder Glycerin erreicht werden.

Der giinstige Effekt des Vehikels konnte durch Dexpanthenol
noch gesteigert werden. Damit ist ein Wirkungseffekt fiir Dex-
panthenol erbracht, der vorausgegangene Untersuchungen be-
stdtigt, bei denen wir fiir Dexpanthenol einen hydratisieren-
den Einfluss und eine stabilisierende Wirkung auf die epider-
male Barrierefunktion festgestellt haben [7].

Besonders bemerkenswert sind die Ergebnisse der Laser-
Doppler-Flowmetrie, da sie eine antientziindliche Wirkung
von Dexpanthenol belegen. Ein derartiger Effekt von Dexpan-
thenol hatte sich bereits bei einer vorausgegangenen Untersu-
chung angedeutet, die allerdings methodisch nicht ganz mit
der vorliegenden Studie vergleichbar ist [5]. Die vorausgegan-

Median Box N

4 2/13 19

6 2/20 19

2,5 0/19 18

3 0/10 19

4 0/10 19

5 0/11 19

45 3/9 18

2 0/9 19

4 0/11 19

4 110 19

3 -2/10 18

0 -3/6 19

6 2/27 19
14 2/68 19

8 4/27 18

9 6/16 19
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Abb.3 Hydratisierender Effekt von Dexpanthenol (Corneometer).

gene Untersuchung unterscheidet sich dadurch, dass die Priif-
prdparate nicht prophylaktisch, sondern nach den Waschun-
gen aufgetragen worden sind. Eine Nachbehandlungsphase
gab es nicht. In der Nachbehandlungsphase der aktuellen Un-
tersuchungen wurde der antiinflammatorische Effekt von Dex-
panthenol besonders ersichtlich.

Der repetitive Waschtest in der vorliegenden Form hat sich als
geeignet erwiesen, die Hautschutzwirkung eines Praparates zu
beurteilen und Aussagen iiber die Unterstiitzung von Repair-
mechanismen durch das Priifprdparat zu machen. Dabei konn-
te ein Nutzeffekt von Dexpanthenol im Hinblick auf den hydra-
tisierenden, barrierestabilisierenden und antiinflammatori-
schen Effekt gezeigt werden.
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Abb. 4 Stabilisierender Einfluss von Dexpanthenol auf die epiderma-
le Barrierefunktion (Tewameter).
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Abb.5 Antiinflammatorische Wirkung von Dexpanthenol (LDF).

Die Ergebnisse sind auf empfindliche, atopische Haut iiber-
tragbar, da bei dieser Gruppe effektiver Hautschutz gegeniiber
hydrophilen Reizstoffen unabdingbar ist und beziiglich der
Hornschichtfeuchtigkeit und der epidermalen Barrierefunk-
tion ein vergleichbarer Zustand besteht, wie er durch die repe-
titiven Waschungen experimentell hervorgerufen wird [14].

Ein weiterer Aspekt unserer Untersuchungen ist die Dosis-
Wirkungs-Beziehung zwischen 2,5% und 5% Dexpanthenol.
Im Hinblick auf den hydratisierenden Effekt und die stabilisie-
rende Wirkung auf die epidermale Barrierefunktion sind 5%
Dexpanthenol gegeniiber 2,5% nur tendenziell, beziiglich der
antientziindlichen Wirkung statistisch signifikant {iberlegen.

Gehring W, Gloor M
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