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Einfluf} der Bindung von Kohlenhydraten
an die Skleroproteine
auf die Wasserbindung der Hornschicht

GUNTER PADBERG*

Synopsis —Effect of the carbohydrate[scleroprotein interaction on water-binding by the
horny layer. A part of the e-amino groups of lysine of the scleroproteins in the horny
layer is normally bound to carbohydrates. The examined catbohydrates, administered to the
hotny layer, are bound at different rates to additional free e-amino groups of lysine. The increase
in OH-groups in the scleroprotein treated in this way enhances their water-retaining capacity.
The water-binding activity of the bound carbohydtates is, howevet, vety diffetent and depends
on the structute of the carbohydtates. The water-tetaining capacity of scrapings from the horny
layer reaches a maximum after incubation with a special carbohydrate conversion complex
(ZUK). This complex is very similar to the water-soluble neutral carbohydrate fraction (nKF)
in the horny layet. As a result of the binding of catbohydrates to the horny layet, the increased
water-retaining capacity is presetved even after exhaustive washing of the hotny layer. This effect
is different from that of othet water-soluble substances of the hotny layet. Thetefore, ZUK can
be expected to be capable of restoring and presetving the watet-retaining capacity of the hotny
layer of in vivo expetiments.

Nach den grundlegenden Untersuchungen von Blank (1), Griineberg
und Szakall (2) sowie Jacobi (3) ist der Wassergehalt der Hornschicht fur
die normale Funktionsfihigkeit und Flexibilitit der Hautoberfliche maB-
gebend. Diese Schicht mul3 etwa 109, Feuchtigkeit enthalten, um geschmei-
dig und widerstandsfihig zu sein. In dem MaBe, in dem die Feuchtigkeit
unter diesen Wert abfillt, verliert die Hornschicht diese Eigenschaft. Sie
wird sprode, rauh und kann sogar rissig werden. Diese Erscheinung ist
hauptsichlich im Winter zu beobachten, wenn die relative Luftfeuchtigkeit
in erwirmten Rdumen sehr niedrig ist. Trockenheitserscheinungen werden
ebenso in den Fillen beobachtet, in denen die Haut hiufig gewaschen wird,
ferner bei starker Sonneneinstrahlung, als konstitutionelle Eigenschaft und
beim ilteren Menschen. Wasserarme oder trockene Hornschicht 1dBt sich

* Byk Gulden Pharmazeutika, Institut fiir Pathologie und Toxikologie, D-2 Hambutg 70,
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durch Zufuhr verschiedener Ole oder Fette nicht wesentlich geschmeidig
machen, wohl aber durch Einschleusung von Wasser. Szakall (4) hat dies
experimentell an der isolierten Barriere, dem Stratum conjunctum der Horn-
schicht, nachgewiesen. Erst die Anfeuchtung dieser Membran erhoht ihre
Dehnbarkeit, nicht die Behandlung mit Fetten. Fette und Ole, in vivo auf
die Haut aufgetragen, hemmen lediglich die Wasserabdunstung (Abdeck-
effekt).

Nach Jacobi machen die wasserldslichen, hygroskopischen und obet-
flichenaktiven Inhaltsstoffe der Hornschicht (frither von diesem Autor ,,X-
Stoffe®, spiter ,,Natural Moisturizing Factor = NMF genannt) das Keratin
benetzbar. Schneider und Schuleit (5) haben dies bestitigt. Durch zu hiufiges
Waschen werden diese Stoffe aus der Hornschicht herausgezogen und die
Haut kann durch die Entfernung dieser Substanzen rauh und rissig er-
scheinen.

Eine weitgehende Bestimmung der chemischen Zusammensetzung von
NMF ist besonders eingehend von Spier und Pascher (6) vorgenommen
worden. Nach Szakall (7) waren Pentosen und Aminosiduren bzw. deten
Reaktionsprodukte hygroskopische Inhaltsstoffe der Hornschicht. Jacobi (8)
hat die Aminosédurenfraktion aus der Hornschicht als hygroskopisches Prinzip
nutzbar gemacht. Die im Gesamtepithel von Leonhardi, v. Glasenapp und
Briihl (9) und in der Hornschicht von Spier und Pascher (10) aufgefundene
a-Pyrrolidoncarbonsiure wurde als Na-Salz von Laden und Spitzer (11)
ebenfalls als wasserbindend erkannt. Auch dem in der Hornschicht vorhan-
denen Glycerin [Padberg (12)] und dem Harnstoff kommen hygroskopische
Eigenschaften zu.

Die Ergebnisse hautphysiologischer Untersuchungen gaben der Kosmetik
neue Moglichkeiten, Priparate zu entwickeln, die durch FEinschleusung
hygroskopischer Wirkstoffe den Wassergehalt der Hornschicht erhdhen.

Hygroskopische Substanzen ziehen bei hoher rel. Luftfeuchtigkeit viel
Feuchtigkeit an, geben sie aber bei niedriger rel. Luftfeuchtigkeit schnell
wieder ab. Aus diesem Grunde sind wassertetinierende Substanzen, die augh
bei niedriger rel. Luftfeuchtigkeit Wasser festhalten, von groBerer Bedeu-
tung. EBinen wasserretinierenden Faktor hat schon Jacobi (13) deutlich
postuliert. :

Unter den wasserloslichen Inhaltsstoffen der Hornschicht wurde eine
neutrale Kohlenhydratefraktion isoliert und niher untersucht [Padberg (12)].
Die Fraktion besteht aus 46,79, Glucose, 31,19, Fructose, 6,5%, Lactose,
3,0% Mannose, 2,1% Galaktose, 2,29, Ketohexosen, 0,2%, Psicose (2-Ketohex-
ose) und anderen Kohlenhydraten. Sie zeichnet sich in vitro durch eine wesent-
lich stirkere Wasserretention aus als die tibrigen Fraktionen des Hornschicht-
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extraktes. Nach Zugabe der dreifachen Menge an Wasser, bezogen auf die T'rok-
kengewichte, enthalten im Vakuum 100 mg Aminosiurenfraktion nach einer
Trocknungszeit von 3 Stdn 5 mg Wasser, wihrend eine gleich groe Menge
det neutralen Kohlenhydratefraktion noch 21 mg Wasser festgehalten hat.
Nach 7,5 Stdn betrigt der Wassergehalt noch 0,4 mg bzw. 13 mg. So ist es
auch zu verstehen, dafl der wasserl6sliche lipidfreie Gesamtextrakt nach
3 Stdn nur 10 mg, nach 7,5 Stdn nur 4,7 mg Wasser enthilt. Die Wasset-
retention ist bei Glycerin nur wenig stirker als bei dem Aminosdurengemisch.

Die Komponenten det neutralen Kohlenhydratefraktion entstehen in der
Hornschicht, wie experimentell wahrscheinlich gemacht wurde, aus Glucose
und Lactose unter dem Einflu} von Aminosiuren im Verlauf einer Maillard-
Reaktion [Padberg (14)]. Die neutrale Kohlenhydratefraktion wurde spiter
mit der Kurzbezeichnung nKF versehen [Hopf, Konig und Padberg (15)].

Von groBtem Interesse war es, die Wirksamkeit der nKF in der mensch-
lichen Hornschicht zu untersuchen. Die Gewinnung gréBerer nKF-Mengen
aus der Hornschicht ist sehr aufwendig. Fir alle weiteren Untersuchungen
iber die Wirksamkeit der nKF wurde deshalb ein aus Glucose und Lactose
unter dem Einflul} von Alkalilaugen hergestelltes Produkt verwendet. Dieset
sogenannte Zucker-Umwandlungskomplex (ZUK) ist fast von gleicher
Zusammensetzung wie die nKF der Hornschicht und besitzt auch die gleiche
Wasserretention [Konig und Padberg (16)].

Von einigen Proteinen ist bekannt, da3 sie Kohlenhydrate an die e-Amino-
gruppe des Lysins binden. So sind z.B. die Reaktionen Casein mit Glucose
[Lea und Hannau (17)], Pferdeserum und Gelatine mit pD-Glucose [Micheel
und Klemer (18)] und Gelatine mit Fructose [Heyns und Rolle (19)] ge-
priift worden. Wir haben deshalb untersucht, ob das Strukturprotein Keratin
der menschlichen Haut Kohlenhydrate gebunden enthilt, ob es, da es ja auch
Lysin-Bausteine besitzt, imstande ist, datiiber hinaus Kohlenhydrate, insbe-
sondere ZUK, zu binden, und ob das in vitro wasserretinierende ZUK in
der Bindung an Keratin in der Lage ist, weiterhin wasserretinierend zu wir-
ken. Aus theoretischen Griinden miiite ein an OH-Gruppen angereichertes
Keratin zumindest hydrophiler wirken.

Wir haben die Untersuchungen am isolierten, gereinigten, menschlichen
Hornschichtmaterial durchgefithrt. Zum Nachweis der Bindung der Kohlen-
hydrate an die Skleroproteine wurden deren Bestimmungen sowie Bestim-
mungen der freien e-Aminogruppen des Lysins der Skleroproteine der Horn-
schicht durchgefiihrt. Weiterhin wurden Wasserbestimmungen bei verschie-
dener rel. Luftfeuchtigkeit an den Kontrollskleroproteinen sowie an den
Skleroproteinen durchgefiihrt, die vorher mit ZUK und auch mit anderen
Kohlenhydraten wie Desoxyribose, Arabinose, Xylose, Rhamnose, Sorbose,
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Maltose und Glucosamin unter physiologischen Bedingungen behandelt
worden waren.

METHODIK

Gewinnung und Reinigung des Hornschichtschabsels

Das mit einem Mikrotommesset gewonnene Hornschichtschabsel von
Versuchspersonen in einem Durchschnittsalter von etwa 30 (22-43) Jahren
wurde zur Entfernung der 16slichen Inhaltsstoffe griindlich mit Wasser und
nachfolgend mit Athanol und Ather gereinigt und im Exsikkator getrocknet.

Kondensation: Hornschichtschabsel + Koblenbydrate

Die Hornschichtschabsel wurden jeweils mit den gleichen Mengen an
Kohlenhydraten (ZUK, Desoxyribose, Glucosamin, Xylose, Arabinose,
Maltose, Rhamnose, Sotbose) mit wenig Wasset zu einem Brei verriihrt und
1 Woche bei 37° und 659, rel. Luftfeuchtigkeit stehengelassen. Anschlie-
Bend wurden alle Ansitze (inklusive Kontrolle) etwa 2 Tage lang gegen
Wasser dialysiert. Nach einer weiteren Reinigung mit 70 vol.-%, igem Athanol
wurden die Substanzen im Exsikkator getrocknet.

Koblenhydratebestimmungen

wurden an Kontroll-Hornschichtschabsel und Hornschichtschabsel, das
mit ZUK behandelt wat, vorgenommen. Am geeignetsten erschien die
modifizierte K3[Fe(CN)g]-Methode [Park und Johnson (20)], die sehr emp-
findlich ist und auch Kohlenhydrate der Kohlenhydrate-Aminosduren-Ver-
bindungen mitetfaBt [Heyns und Rolle (19)]. Dieser Bestimmung ging
jedoch eine Hydrolyse voraus, um das Hornmaterial zur Erfassung aller
Kohlenhydrate aufzuschlieBen.

Bestimmungen der freien e- Aminogruppen des Lysins der Skleroproteine der Hornschicht

Die Bestimmung der freien e-Aminogruppen wurde in Anlehnung an die
DNP-Methode durchgefiihrt [Sanger (21), Heyns und Konigsdorf (22),
Heyns und Wolf (23), Heyns und Legler (24)].

ERGEBNISSE

Nachweis einer Skleroprotein-Koblenbydrate-Bindung und Nachweis der Bindung von
ZUK an Skleroproteine

Es ergab sich, daB} die isolierten Skleroproteine der Hornschicht normaler-
weise bereits 2,739, Kohlenhydrate gebunden enthalten. Nach 7tigiger
Einwirkungszeit von ZUK auf Hornschichtschabsel stieg der Kohlenhydrate-
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gehalt auf 4,049, an. Dal3 die Kohlenhydrate des ZUK an freie e-Amino-
gruppen des Lysins der Skleroproteine der Hornschicht gebunden sind, zeigt
Tabelle I. Threr Spalte 1 ist zu entnehmen, daf3 an die unbehandelten Sklero-

Tabelle 1

Ergebnisse detr Bestimmungen det Kohlenhydrate, der gebundenen und freien e-Aminogruppen
des Lysins der Skleroproteine der Hornschicht.

1 2 3 4 5 6
mMol besetzte Kohlen- | Freie e-Amino- Freie analy-
Kohlen- | e-Amino- | hydrate an gruppen e-Amino- | tisch**
hydtate*/ | gruppen Sklero- in gruppen etfalltes
100 g des Lysins proteine mMol/100g | des Lysins Lysin
Skleto- gebunden Sklero-
proteine in % proteine in 9% in %
Skleroproteine 15,2 27,5 100 40,0 72,5 8,08
Nach 7tigiger
Einwirkung von
ZUK auf die
Skleroproteine 22,4 41,6 151 31,5 58,4 7,88

* bezogen auf Glucose
** Lysingehalt des Keratins: 7,99, (25)

proteine der Hornschicht beteits Kohlenhydrate gebunden sind. Nach Ein-
wirkung von ZUK steigt der Kohlenhydrategehalt der Skleroproteine an.
In Spalte 2 sind die durch Kohlenhydrate besetzten e-Aminogruppen des
Lysins in Prozenten der insgesamt vorhandenen e-Aminogruppen des Lysins
angegeben. Spalte 3 gibt die durch die Behandlung der Hornschicht mit
ZUK 2zusitzlich gebundenen Kohlenhydrate wieder, wenn man den Kohlen-
hydratgehalt der unbehandelten Skleroproteine der Hornschicht = 100 setzt.
In Spalte 4 sind die freien e-Aminogruppen des Lysins, bestimmt nach
der DNP-Methode, in mMol/100 g Skleroproteine der Hornschicht ange-
fithrt. Hier besitzen die unbehandelten Skleroproteine die meisten freien
e-Aminogruppen des Lysins, wihrend nach Einwirkung von ZUK dieser
einen Teil der freien e-Aminogruppen besetzt. Diese Werte stehen in guter
Kotrelation zu den in Spalte 1 angegebenen Kohlenhydratewerten. Aus
Spalte 6 ist die gute Ubereinstimmung des erfaBten Gesamtlysins der Sklero-
proteine der Hornschicht mit den in der Literatur angegebenen Lysingehalt-
werten des Keratins zu ersehen.

Freie - Aminogruppen des Lysins der Skleroproteine nach Bebandlung mit anderen
Koblenhydraten

Bestimmungen der freien e-Aminogruppen des Lysins der Skleroproteine
wurden auch nach Behandlung mit Desoxyribose, Arabinose, Xylose, Rham-
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nose, Glucosamin, Sorbose und Maltose durchgefithrt. Tabelle ] enthilt
diese Ergebnisse in mMol/100 g Hornschichtschabsel. Es zeigt sich, daB
die Kohlenhydrate in unterschiedlichem MaBle an weitere e-Aminogruppen
des Lysins gebunden werden. Die Reihenfolge der Kohlenhydrate in Tabelle 11

Tabelle 11

Ergebnisse det Bestimmungen der freien e-Aminogruppen des Lysins det Skleroproteine det Horn-
schicht nach 1wéchiger Behandlung mit den angegebenen Kohlenhydraten in mMol/100 g
Hotnschichtmaterial.

freie e-Aminogruppen

des Lysins zum Vergleich

(mMol/100 g Skletoproteine) (aus Tab. 1)
Desoxyribose 23,5
Xylose : 254
Arabinose 25,8
Rhamnose 29,6
ZUK 31,5
Sotbose 37,1
Glucosamin 38,5
Maltose 41,8
Kontroll-Skletoproteine* 41,9 Konttoll-
Skleroproteine
40,0

* Das hietfur verwendete Hornschichtmaterial wurde zu einer andeten Jahteszeit gewonnen als
das in Tab. I angefithrte Material.

ist nach der Quantitit der Bindung mit dem Lysin der Skleroproteine geord-
net. Es ist ersichtlich, daBl Pentosen in groBeren Mengen als ZUK und
Rhamnose und Sorbose, Glucosamin und Maltose in relativ geringem Malle
gebunden werden.

Die Beeinflussung der Wasserbindung der Hornschicht nach ibrer Bebandlung mit
Koblenbydraten

In der Abbildung (p. 277) ist aus der Wasserbindung durch gereinigte Horn-
schichtschabsel (Skleroproteine) in Abhingigkeit von der rel. Luftfeuchtig-
keit ersichtlich, dall der Wassergehalt geringer ist als der in der Literatur
angegebene Wassergehalt von etwa 109, bei ungereinigtem Hornschicht-
material. Die Entfernung der 16slichen Inhaltsstoffe bewirkt einen Riickgang
des Wasserbindevermdogens. ,

Die an die e-Aminogruppen des Lysins der Skleroproteine gebundenen
Kohlenhydrate erh6hen in unterschiedlicher Weise das Wasserbindevermogen
des behandelten Hornschichtmaterials. Aus der Abbildung geht hervor, dal3
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die in den groBten Mengen gebundenen Kohlenhydrate (z.B. Pentosen) nicht
auch notwendigerweise das Wasserbindevermogen am meisten erhéhen.
Bedeutungsvoller als die Erhéhung der Zahl der OH-Gruppen in den Sklero-
proteinen diitfte offensichtlich die sterische Anordnung der Kohlenhydrate
fur die Zunahme des Wasserbindevermogens des behandelten Hornschicht-
materials sein. Hierfiir spricht u.a. der Befund, daB3 die in gréBeren Mengen
an die Skleroproteine gebundenen Pentosen ein erheblich geringeres Wasser-
bindevermégen — das wiederum auch unter den Pentosen differenziert ist —

[04]
T
[SJIE SNV V]

H,0 mg/100mg Hornschichtmaterial

1 I
20 40 60 80
rel. Luftfeuchtigkeit [%]

Abbildung

Wassetbindung des mit Kohlenhydraten behandelten Hornschichtmatetials als Funktion der rel.

Luftfeuchtigkeit bei 22+ 1 °C. Es bedeuten: 1 ~ ZUK, 2 — Desoxytibose, 3 — Glucosamin, 4 -

Xylose, 5 — Skleroprotein (Kontrolle). Die Kutven fiir Arabinose, Maltose, Rhamnose und Sot-
bose liegen zwischen den Kurven 4 und 5. Ubersichtshalber wurden sie weggelassen.

besitzen als z.B. ZUK, das bei einer rel. Luftfeuchtigkeit von 509, einen
um 809, bei 209, rel. Luftfeuchtigkeit einen um 869, und bei 109, rel.
Luftfeuchtigkeit einen um 1179, erhdhten Wassergehalt gegentber dem
unbehandelten Hornschichtmaterial aufweist.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Man kann annehmen, dal} die in vitro nachgewiesene Bindung von ZUK
an die Skleroproteine und die dadurch bewirkte Erhchung des Wasserbinde-
vermdgens sich auch in vivo an der Hornschicht vollzieht, da zwischen der
isolierten und nicht isolierten Hornschicht hinsichtlich dieser Vorginge
keine wesentlichen Unterschiede bestehen diirften. Die Ergebnisse der in
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vitro-Versuche erkliren bereits jene der klinisch-experimentellen Untet-
suchungen. Nach 6—10tigiger Behandlung der Haut mit einer ZUK-haltigen
Emulsion und anschlieBender Elution der Hornschicht mit einem Netz-
mittel wird der Rauhigkeitsgrad der Haut gegentiber einer mit Placebo be-
handelten Haut wesentlich herabgesetzt, und zwar um so mehr, je rauher die
Haut vor der Behandlung war. Der modifizierte Methylenblau-Test (Haut-
oberflichenzustands-Test) wurde zur Bestimmung des Rauhigkeitsgrades der
Haut #ach Elution der Haut mit einem Netzmittel durchgefithrt [Padberg
(26)].

Nach 14tigiger Behandlung der Haut mit einer ZUK-Emulsion und Elu-
tion der wassetloslichen Inhaltsstofle mit einem Netzmittel ist der Wasser-
gehalt der Hornschicht (bestimmt mit dem Bingmer-Gerit) nur wenig
gegeniiber dem Ausgangswert herabgesetzt, wihrend die mit Placebo be-
handelten Hautpartien hochsignifikante Differenzen zeigen [Hopf, Konig
und Padberg (15)].

Die Ergebnisse der in vivo-Versuche stiitzen also die Annahme, dal} sich
die in vitro nachweisbaren Vorginge auch in der Hornschicht in vivo
abspielen.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Untersuchungen haben ergeben, daB ein Teil der e-Aminogruppen des
Lysins der Skleroproteine der menschlichen Hornschicht mit Kohlenhydraten
verknipft ist. Die untersuchten incorporierten Kohlenhydrate werden unter
physiologischen Bedingungen in einer Kondensationsreaktion in unter-
schiedlichem MaBe an weitere freie e-Aminogruppen des Lysins gebunden.
Hierdurch erfolgt eine Zunahme der OH-Gruppen in den Skleroproteinen
und eine Erhohung des Wasserbindevermogens dieser Strukturproteine.
Die Stirke der Wasserbindung ist allerdings sehr unterschiedlich und richtet
sich offensichtlich nach der Struktur der gebundenen Kohlenhydrate. Der
Zucker-Umwandlungskomplex (ZUK), der der neutralen Kohlenhydrate-
fraktion (nKF) der wassetloslichen Inhaltsstoffe der Hornschicht weit-
gehend gleicht, erhoht — im Vergleich mit andeten untersuchten Kohlen-
hydraten — den Wassergehalt der Strukturproteine der Hornschicht mit Ab-
stand am meisten. Es handelt sich dabei vorwiegend um einen starken
Retentionseffekt, der — als Funktion der rel. Luftfeuchtigkeit — wiederge-
geben wird. Durch diesen physiologisch-chemischen Vorgang wird eine
echte Wasserbenetzung und eine erhebliche Erhchung der Wasserretention
in der menschlichen Hornschicht erzielt. Die erhohte Wasserbindungs-
kapazitit des mit ZUK angereicherten Keratins bleibt wegen der chemischen
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Bindung der Kohlenhydrate an die Skleroproteine auch nach griindlicher
Extraktion der Hornschicht ethalten, im Gegensatz zu den anderen wasser-
16slichen hygroskopischen Substanzen der Hornschicht.
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Die Bedeutung des Zucker-
Umwandlungskomplexes (ZUK)

fiir die Wasserbindung

und die Beschaffenheit der Altershaut

GUNTER PADBERG* und TIBOR BIELICKY **

Synopsis—The importance of the catbohydrate convetsion complex (ZUK) for watet-
binding and condition of a aging skin. The horny layer of aged petsons contains mote free
e-amino groups of lysine than the hotny layer of younger persons. On an average, the binding
of ZUK to the e-amino groups of lysine of older skin takes place at the same rate as that in the
younget skin. After the administration of a ZUK-containing lotion, the water-holding capa-
city of the horny layer of aged persons is increased, and the degree of roughness of the skin
sutface is reduced.

Kohlenhydrate sind fiir das Wasserretentionsvermogen der Hornschicht
von besonderer Bedeutung. Es wurde frither gezeigt (1), dall in der Horn-
schicht eine neutrale Kohlenhydrateftaktion (nKF) vorhanden ist, die sich
gegeniiber den anderen wassetlgslichen Inhaltsstoffen durch ein starkes
Wasserretentionsvermogen auszeichnet.

Es wurde nachgewiesen, dall Skleroproteinhydrolysate der Hornschicht
Kohlenhydrate enthalten. Sie sind an die e-Aminogruppen des Lysins ge-
bunden und darum mit keinem Losungsmittel zu eluieren. Ein in vitro her-
gestellter Zucker-Umwandlungskomplex (ZUK), der seiner Zusammen-
setzung und seiner Wasserretentionskraft nach weitestgehend mit der nKF
ibereinstimmt, wird von einem Teil der freien e-Aminogruppen gebunden,
wenn man ihn in groBeren Konzentrationen auf die Hornschicht einwirken
laBt. Die hierbei eintretende Erhshung der OH-Gruppenzahl in den Sklero-
proteinen fiithrt in Abhingigkeit von der Struktur der Kohlenhydrate zu

* Byk Gulden Pharmazeutika, Institut fiir Pathologie und Toxikologie, D-2 Hamburg 70,
Friedrich-Ebert-Damm 101.
** Universitits-Hautklinik, D-4 Diisseldorf 1, Moorenstralle 5
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