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Eine multifunktionale Losung fiir zu ARne neigender Haut
mit einem einzigen natiirlichen Rosmetischen Wirkstoff

S. Hettwer, E. Besic Gyenge, B. Suter, S. Breitenbach, B. Obermayer

Einleitung

Die Vorbeugung gegen Akne und die Linderung fettiger Haut
stellen fur die Kosmetikindustrie herausfordernde Aufgaben
dar. Salicylsdure, Benzoylperoxid und Retinoide sind jeweils
spezialisierte Wirkstoffe zur Kontrolle der Desquamation, der
Mikroflora oder der Neuprogrammierung der Biochemie der
Zellen. Sie sind effiziente Spezialisten, aber keine Allrounder.
Bei der Entwicklung einer Akne gibt es jedoch mindestens vier
ausldsende Faktoren: Aktivitat der Sebozyten, Dihydrotestos-
teron-Spiegel, Entzindungen und Mikrobiota der Haut. Es ist
schwierig, kosmetische Wirkstoffe zu entwickeln, die geeig-
net sind, alle notwendigen Bedurfnisse zur Verbesserung fet-
tiger Haut abzudecken. Daher sind sie auf dem Markt auch
kaum zu finden. Dartber hinaus kénnen effektive Substan-
zen die Haut irritieren und sind wie Retinsdure in den meisten
Landern in wirksamer Konzentration nur als vom Hautarzt zu
verschreibende Medikamente erhaltlich.

Acne vulgaris betrifft rund 80 % der Jugendlichen und jungen
Erwachsenen im Alter von 11 bis 30 Jahren [1]. In den westli-
chen Zivilisationen ist auch unter dlteren Menschen eine hart-
nackige Akne weit verbreitet. Laut , The International Dermal
Institute” weisen 40 bis 55 Prozent der erwachsenen Bevolke-
rung im Alter von 20 bis 40 Jahren Anzeichen einer Akne und
fettiger Haut auf. Das ist ein gro-
Bes Problem, das zu verminderter
Selbstsicherheit und der Neigung
fuhrt, sich aus dem sozialen Leben
zurtickzuziehen. Die Entwicklung
der Akne wird von Entziindungen,
dem Hormonstatus, der Aktivitat
der Sebozyten und der Mikroflora
der Haut beeinflusst. Der Schlissel
zur Vorbeugung gegenlber Akne
liegt in der Normalisierung der fetti-
gen Haut. Fettige Haut wird haupt-
sachlich durch einen chronischen 0
subliminalen Entziindungsstatus

der Haut verursacht, der zu subtilen

100

80

60

20

From maximal sex hormone level (%)
— s

—_-_d-_ﬁ =

30

die im Gegenzug die Entzindung verstarken und die Sebum-
produktion noch weiter erhéhen [2]. Aber auch eine gestorte
Mikroflora kann das Auftreten von Akne auslosen. AuBerdem
spielt der Hormonstatus der Haut eine wichtige Rolle: ein
Uberschuss an Dihydrotestosteron, das aus Testosteron oder
17-Hydroxyprogesteron gebildet wird, treibt die Sebumpro-
duktion [3] und Entztindungen [4] an. Mit SEBOCLEAR™-MP
(INCI: Propanediol, Bioflavonoids) werden alle vier auslésen-
den Faktoren bei der Entwicklung einer Akne kontrolliert, um
eine bessere Wirksamkeit auf zu Akne neigender Haut zu er-
zielen.

Die Hauttypen: die Rolle der Steroid-5a-Reduktase

Ob wir trockene, normale oder fettige Haut haben, wird
durch die Sebumabscheidung auf die Hautoberflache be-
stimmt. Beim Erwachsenwerden steigt die Menge an Se-
bum. Ein Hauptausloser ist die Produktion des mannlichen
Sexualhormons Testosteron, die wahrend der Pubertat so-
wohl bei Jungen als auch bei Madchen ansteigt (Abb. 1).
Manner leiden im Allgemeinen starker unter fettiger Haut,
was in der Pubertdt beginnt und bis ins Alter um die 70

Sex hormone changes during lifetime
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Estradiol females
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Veranderungen des Expressoms der
Sebozyten fuhrt. Das fuhrt zu Uber-
schiissigem Sebum, dem idealen
Nahrboden fir unerwinschte Mik-

. . . gestellt aus [5-8].
roben wie Propionibacterium acnes,

50

Abb.1 Der Hormonstatus unseres Kérpers verdandert sich im Laufe des Lebens. Beginnend mit der
Pubertat steigen die Sexualhormone Ostradiol () und Testosteron (&) bei Frauen bzw. Mannern
drastisch an. Wahrend bei Mannern das Testosteron in der zweiten Lebenshalfte allmahlich
absinkt, reduziert sich Ostradiol bei Frauen wéhrend der Menopause schnell. Daten zusammen-
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Sebum production during lifetime
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Abb.2 Sebumproduktion im Laufe des Lebens. Die Menge an
Sebum korrespondiert grob mit den Sexualhormonspiegeln der
Androgene bei Mannern und der Ostrogene bei Frauen. Daten
zusammengestellt aus [5-8].

andauert (Abb.2). Dann sinkt parallel zum Absinken des
Testosterons auch die Sebumproduktion auf ein normales
Niveau. Im Gegensatz dazu kénnen Frauen im Laufe ihres
Lebens ein duales Sebumproblem haben: Beginnend mit
der Pubertdt kann die Haut bis zur Menopause fettig wer-
den. Dann kann die Sebumproduktion innerhalb sehr kurzer
Zeit parallel zur Ostrogenkonzentration absinken und ein so
niedriges Niveau erreichen, dass die Haut trocken wird. Das
steht im Gegensatz zu der bestehenden Annahme, Ostroge-
ne wuirden den Effekten des Testosterons entgegenwirken
[5-8]. Dennoch ist klar, dass die Steroid-5a-Reduktase eines
der wichtigsten Enzyme zur Sebumregulierung ist. Das En-
zym wandelt Testosteron in Dihydrotestosteron (DHT) um.
Dieses hoch aktive Steroid bindet an den Androgenrezeptor,
der die entsprechenden Gene zur Steigerung der Sebum-
produktion aktiviert. Daher leiden Manner normalerweise
unter fettiger Haut. Viele Frauen erleben das wahrend ihres
Menstruationszyklus, weil der Hormonspiegel dabei eben-
falls schwankt [9].

Ein erhohter Entziindungsstatus liegt der zu Akne
neigenden Haut zugrunde

Im Gegensatz zur friheren Auffassung ist es nicht die Be-
siedlung des Sebums mit P acnes, die die Entstehung der
Akne auslost [10]. Das verscharft die Situation nur. Es wird
angenommen, dass eine aufgrund des subliminalen Ent-
ziindungsstatus erhohte Sebumproduktion ursachlich  fiir
die Entwicklung einer Akne ist. In zu Akne neigender Haut
sind das induzierbare Enzym Cyclooxygenase 2 (COX-2) und
5-Lipoxygenase (5-LOX) in den Talgdrtsen erhéht [11]. Diese
Enzyme (einschlieBlich COX-1) wandeln Arachidonsaure in
die Entziindungsmediatoren Prostaglandine und Leukotriene
um, von denen Erstere vor allem Schmerzen und systemi-
sche Entziindungen verursachen und Letztere hauptsachlich
Immunzellen anziehen. Prostaglandin E2 ist bekannt dafur,
eine Hyperplasie der Talgdriisen und eine UberschieBende Se-
bumproduktion zu induzieren. Nicht-steroidale Anti-Entzin-
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dungsmedikamente (non-steroidal anti-inflammatory drugs
— NSAIDs) wie Aspirin, Ibuprofen oder Diclofenac blockieren
nur den Signalweg fuir COX. In der Folge wird Arachidonsdure
in Leukotriene umgewandelt, die hauptsachlich Immunzellen
an den Ort der Synthese ziehen. Das verschlimmert die Si-
tuation der zu Akne neigenden Haut noch weiter. Um den
Entzindungszustand vollsténdig zu unterdriicken, ist die In-
hibition beider Signalwege — COX und 5-LPO — erforderlich
(Abb.3).

SEBOCLEAR™-MP ist ein Extrakt aus Maclura cochinchinen-
sis, einer weit bekannten Heilpflanze aus Asien mit antimi-
krobiellen Eigenschaften. Rinde und Wurzeln der Maclura
enthalten verschiedene Bioflavonoide mit entsprechender
Wirkung. Wir haben zur Extraktion die Blatter verwendet,
was einen nachhaltigen Umgang mit der Ressource gewahr-
leistet. Wir konnten drei prenylierte Isoflavone als aktive
Wirkstoffe (Bioflavonoide) finden. Neben ihrer antimikro-
biellen Wirkung inhibieren solche Verbindungen auch die
Produktion von Entziindungsmediatoren aus Arachidonsau-
re. Wir konnten tatsachlich nachweisen, dass diese Biofla-
vonoide die Cyclooxygenasen COX-1 und COX-2 sowie
5-LPO blockieren kénnen. Das setzt den Entzindungsstatus
der Haut herab. DarUber hinaus inhibieren die prenylierten
Isoflavone die Steroid-5a-Reduktase. Das macht sie zu hoch
wirksamen Substanzen bei der Kontrolle der Sebumproduk-
tion in den Talgdrusen.

o Arachidonic acid
o & 5o
' \

Prostaglandins Leukotrienes

Y ¥
v \

Pain Inflammation

}

Neutral fatty acids synthesis
in sebocytes

}

Comedones

}

Acnhe

COX-1
COX-2

Abb.3 Die Inhibition der Arachidonsaureprozessierung wirkt der
Entwicklung einer Akne entgegen. Die Entziindungsmediatoren
Prostaglandine und Leukotriene werden von den Enzymen COX-1/
COX-2 und 5-LPO aus Arachidonsaure hergestellt. Um die Entzin-
dung herunterzufahren und einen fur Akne anfalligen Hautzustand
zu vermeiden, ist die Inhibition beider Signalwege erforderlich.

52

E Inhaltsverzeichnis

Substanzen und Verfahren
Inhibition der Steroid-50-Reduktase

LC-MS-Analyse von 5a-Androstendion, das durch rekombi-
nanter humaner 5-a-Reduktase aus 4-Androsten-3,17-Dion
gebildet wurde, siehe [12]. Kurz gesagt wurden Zellhomoge-
nate von HEK-293 Zellen, die die Isoform | der menschlichen
Steroid-5a-Reduktase dauerhaft exprimieren, in Probepuffern
mit 4-Androsten-3,17-Dion in unterschiedlichen Konzentrati-
onen der Wirkstoffe inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zu-
gabe der gleichen Menge Acetonnitril gestoppt und die Kon-
zentration von 5a-Androstendion mithilfe der LC-MS-Analyse
ermittelt.

Inhibition von Arachidonsaure-produzierenden Enzymen

Fluorimetrischer Enzyminhibitionstest mit rekombinanten
humanen COX-1, COX-2 und 5-Lipoxygenase (5-LOX oder
ALOX5; 5-LPO) Enzymen. Fur COX-1 und COX-2 wurde
10-Azetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin (ADHP) als Detektormo-
lektl verwendet. Die Arachidonsaure wird durch COX-1 und
COX-2 in Prostaglandin G2 (PGG2) umgewandelt. Die Peroxi-
dase-Reaktion zwischen PGG2 und ADHP wird ebenfalls von
den COX-Enzymen katalysiert und erzeugt die hoch fluores-
zente Verbindung Resorufin aus supplementiertem Dihydro-
resofurin, das mit einer Erregungswellenldnge von 530 bis
540 nm und einer Emissionswellenldnge von 585 bis 595 nm
analysiert wird [13].

Zur Bestimmung der 5-LOX-Wirkung wurde fluoreszen-
tes Rhodamin-123 auf gleiche Weise verwendet wie fur die
COX-Enzyme beschrieben. 5-LOX wandelt Arachidonséure
Uber einen Zwischenschritt der Peroxidation in Leukotrien A,
(LTA,) um, wobei aus Dihydrorhodamin-123 fluoreszierendes
Rhodamin-123 gebildet wird [14].

In-vivo-Studie

Die in-vivo-Studie wurde im Einklang mit den Prinzipien der
guten Laborpraxis (GLP), der guten klinischen Praxis (good
clinical practice — GCP) und entsprechend den Anforderun-
gen des Qualitatssicherungssystems durchgefihrt. Die Stu-
die stimmte mit der Deklaration von Helsinki des Weltarzte-
bundes (World Medical Association’s Declaration) Uberein.
Alle Teilnehmer der Studie haben zu Beginn der Studie eine
schriftliche Einwilligungserklarung unterzeichnet.

Bioflavonoide reduzieren die Anzeichen von Akne
(in-vivo-Studie)

In einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten, randomisier-
ten Studie am Gesicht haben 21 weibliche Probanden mit
gesunder, fettiger kaukasischer Haut im Alter von 16 bis 24
Jahren (Durchschnitt 19,4) eine Emulsion mit 3 % oder 0%
(Placebo) Maclura-cochinchinensis-Extrakt zweimal taglich
auf das halbe Gesicht aufgetragen. Die Rotungen wurden mit
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Inhibition of 5a-reductase by SEBOCLEAR™-MP
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Abb.4 Das Extrakt aus Maclura cochinchinensis blockiert die Wir-
kung der Steroid-5a-Reduktase. Es verhindert die Bildung von hoch
aktivem Dihydrotestosteron aus Testosteron.

dem Rotkanal eines VISIA Fotografiesystems ausgewertet; im
UV-Kanal wurden Porphyrine gemessen.

Lasionen im Gesicht wurden nach 28 und nach 84 Tagen der
Anwendung von einem Dermatologen beurteilt. Die Anzahl
der offenen Komedonen (Blackheads) und geschlossenen Ko-
medonen (Whiteheads) sowie der Papeln und Pusteln wurde
ermittelt.

Ergebnisse

Sebozyten exprimieren die Typ-I- 50
Isoform der Steroid-5a-Redukta-
se stark [15]. Das Enzym wandelt
Testosteron in Dihydrotestosteron 0
(DHT) um, das die androgenen

E Inhaltsverzeichnis

Das Extrakt aus Maclura cochinchinensis inhibiert die Ste-
roid-5a-Reduktase (Abb.4). Mit steigender Konzentrati-
on wird die Wirkung der Enzyme vollstandig blockiert. Bei
0,1 % betragt die Inhibition 32 %, bei 0,5 %-igem Extrakt
aus Maclura cochinchinensis schon 90 %. Der ICs, liegt bei
0,12 %.

Zur Untersuchung der antientzindlichen Wirkung der
Bioflavonoide aus Maclura cochinchinensis auf die Schlis-
selenzyme der Arachodinsaure-produzierenden Entzin-
dungssignalwege wurden die Enzyme COX-1, COX-2 und
5-LOX untersucht. COX-2 ist ein induzierbares Enzym, das
insbesondere bei Aknezustanden und alternder Haut herauf
reguliert ist.

Die Bioflavonoide inhibieren beide Signalwege zur Erzeugung
von Entztindungsmediatoren aus Arachidonsaure durch direk-
te Inhibition der beiden Schlisselenzyme (siehe auch Abb.3).
Der 0,1 %-ige Extrakt aus Maclura cochinchinensis verursacht
eine signifikanten Inhibition von COX-1, COX-2 und 5-LOX
zwischen 71 % und 91 % (Abb.5).

Inhibition of arachidonic acid processing enzymes

COX-2 5-LOX

B SEBOCLEAR™-MP 0.1%
SEBOCLEAR™-MP 0.01%

Rezeptoren (AR) aktiviert. Die er-
hohte DHT-Konzentration auf der
Kopfhaut fuhrt zu Alopezie. In
Sebozyten fordern aktivierte AR
die Uberproduktion von Sebum.

Latest Product Innovations

Economic Trends

54

Abb.5 Maclura-Bioflavonoide inhibieren beide Signalwege der Produktion von Entziindungsmedi-
atoren aus Arachidonsaure. Bei einer Konzentration von 0,1 % inhibiert das Extrakt aus Maclura
cochinchinensis signifikant das exprimierte formulierte COX-1 ebenso wie das induzierbare COX-2,
die in zu Akne neigender und alternder Haut erhoht sind. Die Wirkung von 5-Lipoxigenase (5-
LOX) wird ebenfalls nahezu vollstandig blockiert.
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Abb.6 Maclura-Bioflavonoide verringern die Anzahl der aktiven
Talgdrusen. Im Vergleich zum Placebo war die Anzahl der aktiven
Talgdrusen nach 84 Tagen signifikant verringert. Wilcoxon-Vorzei-
chen-Rang-Test.

Extrakt aus Maclura cochinchinensis reduziert
die Anzeichen von Akne (in-vivo-Studie)

Neben der Reduzierung von DHT und entziindlichen Reaktionen
ist das Extrakt aus Maclura cochinchinensis auch in der Lage, P
acnes und Coryneforme-Bakterien in der Microbiota der Haut
selektiv zu reduzieren [16], wovon Erstere durch Besiedlung des
Sebums in Komedonen fir die Verschlimmerung der Akne und
die Potenzierung des Entziindungszustands verantwortlich ist.
Blackhead-Komedonen, die haufig durch die Wirkung der 5a-Re-
duktase (Sebum-Uberproduktion) geférdert werden, sowie White-
head-Komedonen stellen bereits einen Aknezustand dar. In einer
doppelblinden, Placebo-kontrollierten, randomisierten Studie am
Gesicht haben 21 weibliche Probanden 84 Tage lang ein Placebo
oder ein 3 %-iges Extrakt aus Maclura cochinchinensis aufgetra-
gen. Die Komedonen wurden von einem Dermatologen evaluiert.
AuBerdem wurden Rotungen untersucht. Die Sebumproduktion
wurde als Anzahl der aktiven Driisen mit Sebufix gemessen.

Comedones count at D84

Relative to initial condition (%)

50 Placebo
M SEBOCLEAR™-MP 3%
25
0
25 ¥ Mean + SEM;
n=21;
-50 ¥
* L *: =p<0.05
=i =p<0.01
Blackheads Whiteheads

Abb.7 Maclura-Bioflavonoide sind gegen offene und geschlosse-
ne Komedonen wirksam. Nach 84 Tagen waren die offenen und
geschlossenen Komedonen signifikant reduziert. Wilcoxon-Vorzei-
chen-Rang-Test. Die statistischen Werte in Schwarz beziehen sich
auf den Vergleich mit dem Initialwert und die Werte in Blau auf
den Vergleich mit dem Placebo.
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Abb.8 Maclura-Bioflavonoide reduzieren die Porphyrine. Nach 84
Tagen waren die Porphyrine signifikant reduziert was eine Redukti-
on des Sebums und Besiedlung mit P acnes andeutet.

In der gesamten Gruppe sank die Anzahl der aktiven Drisen
nach 28 Anwendungstagen um 40 %, wobei die Anzahl auf der
mit dem Placebo behandelten Gesichtshalfte stieg. Nach 84 Ta-
gen hat sich die Reduzierung der Anzahl der aktiven Driisen um
33,5 % signifikant gegentber dem Placebo nivelliert (Abb. 6). Im
Ergebnis war die Anzahl der Komedonen signifikant um 38 %
gegeniber Initialwert und Placebo reduziert, was von einem Der-
matologen beurteilt wurde (nicht gezeigt). Nach 84 Tagen wa-
ren 41 % der offenen (Blackheads) und 36 % der geschlossenen
(Whiteheads) Komedonen verschwunden (Abb.7). Der Effekt
lag signifikant oder nahezu signifikant (p = 0,08) gegentber Pla-
cebo. Das zeigte sich auch in der Reduzierung der Porphyrinmen-
ge (Abb. 8), einer MessgroBe fur die Stoffwechselaktivitat von P
acnesim Sebum. Nach 84 Tagen betrug die Reduzierung der nich-
tentzindlichen und entzindlichen Lasionen zusammen 35,4 %,
was signifikant gegentber Initialwert und Placebo (Abb.9)

Total lesions count

Relative to initial condition

(%)
0 l Placebo
10 M SEBOCLEAR™-MP 3%
20 l
-30 x
40 Mean + SEM;
FR¥

n=21;
[

*=p<0.05
60 **% = p<0.001
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Abb.9 Die Gesamtzahl an Lasionen war nach der Anwendung eines

3 %-igen Extrakts aus Maclura cochinchinensis signifikant reduziert.
Nach 84 Tagen waren die Gesamtldsionen einschlieBlich der Rétungen
um 35 % reduziert. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Die statistischen
Werte in Schwarz beziehen sich auf den Vergleich mit dem Initialwert
und die Werte in Blau auf den Vergleich mit dem Placebo.
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lag und sich mit den Beobachtungen durch das VISIA-Gerat
deckt. Nach 28 Anwendungstagen haben die Bioflavonoide
die Anzahl der gertteten Flecken bereits um 8% verringert.
Nach 84 Tagen waren diese Flecken gegenuber Initialwert und
Placebo um 22 % signifikant reduziert, wobei sich der Zustand
beim Placebo nicht signifikant gedndert hat (Abb. 10).

Die dermatologische Untersuchung unterschiedlicher Haut-
parameter in Verbindung mit fettiger und zu Akne neigender
Haut erbrachte ein hervorragendes Ergebnis fur das Extrakt aus
Maclura cochinchinensis gegentiber dem Placebo. Die Sicht-
barkeit der Poren war nach 84 Tagen um 15,6 % reduziert, die
Sebummenge und der Glanz jeweils um 5,4 % bzw. 4,3 %.

Diskussion

Fettige Haut ist anfallig fir die Entwicklung von Rétungen und
Pickeln. Die Pubertdt, ein unausgeglichener Hormonstatus oder
die westliche Erndhrungsweise kénnen eine erhéhte Sebumpro-
duktion, Hyperkeratinisierung und das Verstopfen der Poren mit
Sebum verursachen. Das Auftragen von komedogenen Kosmetika
verstopft die Poren und schafft eine anaerobe Umgebung, die fir

Red spots count (papules)

Relative to initial condition (%)

10 T

Placebo
M SEBOCLEAR™-MP 3%

20 Mean + SEM;
n=21;
40 % *=p<0.05
40 **=p<0.01
D28 D84

20 Da4

Abb.10 Maclura-Bioflavonoide reduzieren die Rétungen. Nach

84 Tagen waren die gertteten Flecken um 22 % gegenUber der
Grundlinie und dem Placebo signifikant reduziert. Wilcoxon-Vorzei-
chen-Rang-Test. Die statistischen Werte in Schwarz beziehen sich
auf den Vergleich mit dem Initialwert und die Werte in Blau auf
den Vergleich mit dem Placebo.
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die Besiedlung mit P acnes geeignet ist. Stress, UV-Strahlung und
intrinsische Hautalterung fuhren zu einem erhéhten Entziindungs-
status aufgrund der Uberexpression von COX-2. Dabei verschlim-
mern Prostaglandine und Leukotriene den Entziindungsstatus
noch und erhéhen die Sebumproduktion und die Hyperkeratinisie-
rung. Ist eine Pore verstopft, induziert P acnes eine gesteigerte An-
ziehung von Immunzellen, was zu Roétungen fihrt. Das Ergebnis
ist eine unreine und fettige Haut. Die prenylierten Isoflavone in SE-
BOCLEAR™-MP inhibieren nicht nur COX-1 und COX-2, sondern
blockieren auch den méglichen Umweg Uber 5-LOX. Die Bildung
der Pro-Entziindungsmediatoren Prostaglandine und Leukotriene
wird somit blockiert. Dariiber hinaus wird die Steroid-5a-Redukta-
se inhibiert. Das Ergebnis ist eine Normalisierung der Talgdrusen-
aktivitat. Die Retinoid-artige Wirkung der Maclura-Bioflavonoide
fordert die nachhaltige Neuprogrammierung der Sebozyten und
Keratinozyten zu einem normalen proliferativen Status (nicht ge-
zeigt, [17]). AuBerdem wird aufgrund der regulierenden Wirkung
des Hautmikrobioms Propionibacterium acnes daran gehindert,
verstopfte Poren zu besiedeln, was wiederum der Bildung von
Aknepusteln vorbeugt (nicht gezeigt, [16]).

Insgesamt reduziert SEBOCLEAR™-MP Rétungen und Komedo-
nen bei zu Akne neigender Haut. Die Anzahl der Porphyrine —
eine MessgroBe fur die Besiedlung der Poren mit P acnes — sowie
die der aktiven Talgdrisen wird ebenfalls reduziert. Das fihrt zu
einer geringer belasteten Haut und einer Verringerung der Ent-
wicklung der unasthetischen Anzeichen der Akne.
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