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Wissen und Wissenslicken zum Thema Hautpenetration von Nanopartikeln in

Sonnenschutzmitteln

T. Butz, Koordinator des NANODERM-Consortiums
Universitat Leipzig, Fakultat fur Physik und Geowissenschaften, Linnéstr.5, 04103 Leipzig

In vielen Sonnenschutzmitteln werden Titandioxid (TiO2) Nanopartikel als physikalische UV-Filter
verwendet. Der sogenannte Weil3-Effekt von TiO; in Pigmentform, d.h. mit Partikelgré3en deutlich
Uber 1 um, der flr den Verbraucher unerwinscht ist, verschwindet bei Nanopartikeln mit typischen
PrimarteilchengréRen um 20 nm. Die physikalischen Filter sind gegeniber chemischen UV-Filtern
besser hautvertraglich und ermdéglichen Sonnenschutzfaktoren von bis zu etwa 60. Kristallines
TiO. ist photokatalytisch aktiv, d.h. durch Absorption von UV-Quanten werden Elektronen
freigesetzt, die zur Oberflache wandern kénnen und dort Radikalreaktionen ausldsen. Dieser Effekt
wird z.B. bei der Abwasserreinigung verwendet, ist aber bei Sonnenschutzmitteln unerwinscht.
Deshalb werden die Nanopartikel gecoated, d.h. z.B. mit einer amorphen Schicht aus SiO:
Uberzogen, die die freien Elektronen einfangt.

Seit geraumer Zeit wird diskutiert, ob TiO»-
Nanopartikel Uber die Haut in vitales Gewebe
eindringen kénnen. Die Haut besteht — sehr verein-
facht, siehe Abb. 1 — aus einer 10 — 15 pm dicken
Hornhautschicht (stratum corneum), die aus
Corneozyten, d.h. abgestorbenen Keratinozyten,
besteht. Darunter liegt das stratum spinosum, das
aus noch vitalen Keratinozyten besteht, allerdings
ohne Blutgefal3e. Die Unterseite des stratum

spinosum hat eine papillare Morphologie, es

schlie3t sich die Dermis mit Blutgefaf3en an.

Abb.1: Streuung und Absor tion von UV-

Darliber hinaus gibt es Schweilldriisen sowie Strahlung  durch  TiO.-Nanopartikel in
Sonnenschutzmittel

Haarfollikel mit Talgdrisen.

TiO: gilt als chemisch inert, d.h. unter physiologischen Bedingungen als unléslich. Sollte es also
eine Hautpenetration der Nanopartikel in vitales Gewebe geben, sind durchaus gesundheitliche
Konsequenzen im stratum spinosum mdoglich. Erreichen die Nanopartikel sogar die Blutbahn ist die
Translokation in sekundéare Organe und auch Akkumulation denkbar.

Es gibt eine ganze Reihe von Methoden zur Untersuchung der Hautpenetration von Nanopartikeln.
Dies sind beispielsweise das Tape-Stripping und die Franz-Diffusionszelle. Bei ersterem Verfahren
wird die Hornhaut lagenweise abgetragen und auf Titan analysiert. Da die Haut aber faltig ist und
Haarfollikel aufweist, liefert diese Technik keine Tiefenprofile, selbst dann nicht, wenn man auf die

abgetragene Corneozytenmenge normiert. Bei der zweiten Methode wird ein Stick Haut
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explantiert und als Membran verwendet, auf deren Oberseite die Formulierung mit Nanopartikeln
aufgetragen wird und auf deren Unterseite mit Pufferlosung gespult wird und regelméaRig gezogene
Proben analysiert werden. Die Ergebnisse stehen und fallen mit der Integritdt der Hautmembran,
und zwar auf einer Skala von 20 nm. Beide Methoden sind integrale Methoden, d.h. sie
visualisieren die moglichen Penetrationspfade nicht.

Dafur sind Mikroskopiemethoden und Hautquerschnitte erforderlich, allen voran die
Hochauflésende Transmissions-Elektronenmikroskopie (HRTEM) sowie die lonen-Mikroskopie.
z.B. 60 nm dick,

Praparationsschritte. lhr Hauptvorteil ist die Visualisierung einzelner Nanopartikel sowie Uber

Die erstere Methode erfordert Ultradiinnschnitte, und umfangreichere
energiedispersive Analytik die Bestimmung ihrer Zusammensetzung. In der Regel liegen die
Nanopartikel als Agglomerate vor. lhr Nachteil ist das eingeschrénkte Gesichtsfeld und die Gefahr
von Praparationsartefakten. Bei der lonenmikroskopie — Abb. 2 gibt eine Ubersicht (ber die
wichtigsten lonenstrahlanalysemethoden - verwendet man hauptsachlich Protonen-induzierte
Rontgenstrahlung (PIXE) zur simultanen Erzeugung von element-spezifischen Bildern. Diese
Methode wird ergénzt durch Techniken wie Rutherford-Ruckstreu-Spektrometrie (RBS) zur
(STIM)  far
Dichtekontrast. Hierfur verwendet man Hautschnitte von ca. 10 um Dicke. Die Praparation ist sehr

Schichtdickenbestimmung sowie Raster-Transmissions-lonen-Mikroskopie den
einfach: die Proben werden gefriergetrocknet und mit einem Cryo-Mikrotom geschnitten.
Fixierungen und Farbungen sind nicht erforderlich. Die Gefahr von Praparationsartefakten ist
dadurch deutlich geringer. Zudem kann man in der Regel unterscheiden, ob sich
Nanopartikelagglomerate auf dem Hautquerschnitt oder in dem Hautquerschnitt befinden. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode ist das grof3e Gesichtsfeld und die Mdglichkeit, in interessante
Areale hineinzuzoomen. Schlie3lich kann man mit PIXE auch titanhaltige molekulare Spezies
nachweisen. Die minimalen Nachweisgrenzen liegen dabei etwa bei einem 20 nm grof3en TiO»-
Partikel in einem Volumen von ca. 10 pm®. Ein Nachteil der lonenmikroskopie ist, dass die laterale

Ortsauflésung von 100 — 300 nm nicht ausreicht um einzelne Nanopartikel zu visualisieren.
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Bevor man sich der Beantwortung der Frage zuwendet, ob Nanopartikel Uber die Haut in vitales
Gewebe eindringen koénnen, sollte man sich Klarheit Gber mdgliche Transportmechanismen
verschaffen. Die TiO.-Nanopartikel sind in den Sonnenschutzmitteln mit Ublicherweise bis zu 5
Gewichtsprozent in viskose Formulierungen eingearbeitet. Sie liegen dabei im wesentlichen als
Agglomerate vor. Die Diffusion der Partikel und schon gar der Agglomerate in diesen
Formulierungen ist in stationdrem Zustand viel zu gering um in ca. 30 Tagen, d.h. der Zeit fur die
Hautproliferation, eine Strecke von 10-15 um zurtickzulegen. Die Corneozytenlagen, die im oberen
Bereich kurz vor dem Abschilfern nur lose verbunden sind (stratum corneum disjunctum) und im
tieferliegenden Bereich kompakt sind (stratum corneum compactum) behindern den diffusiven
Transport noch zusétzlich. Ublicherweise nimmt man an, dass Molekille hautgangig sind, die
kleiner als 0,5 — 1 kDa sind. Ein 20 nm groRRes TiO: Partikel hat aber etwa ein MDa. Es ist also
schwer denkbar, dass diese Nanopartikel durch diffusiven Transport in vitales Gewebe gelangen
kénnen. In vitalem Gewebe gibt es allerdings die Mdglichkeit, dass Hautzellen die Partikel
internalisieren und transportieren. Als plausibler Transportmechanismus bleibt die mechanische
Einbringung der Formulierungen inklusive der Nanopartikel beim Einreiben. Diese Hypothese wird
durch folgende Beobachtungen unterstitzt (Gontier et al. 2008):

1) Mit HRTEM und PIXE findet man Ti in den obersten 3-5 Corneozytenlagen im stratum corneum
disjunctum (siehe Abb. 3); bei partiell gestrippter Haut bis zum stratum corneum compactum

beobachtet man keinerlei tiefere Penetration (siehe Abb. 4).

wi O 1
Abb.4: HRTEM-Aufnahme eines Hautquer-

schnitts mit entferntem stratum corneum
disjunctum undanschlieRender Exposition.
Die Dicke der Corneozytenlagen betrégt ca.
0,5 um. Man findet keine Penetration in
tiefere Lagen.

schnitts mit einer tiefen Hautfalte. Unten be-
findet sich das stratum corneum compactum,
oben das stratum corneum disjunctum. TiO,-
Nanopartikel findet man in der Hautfalte
sowie im stratum corneum disjunctum (ca.
20um x 20um).
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2) Man findet Ti in Haarfollikeln bis zu einer Tiefe
von etwa einem halben mm (siehe Abb. 5); es ist
vollig undenkbar, dass die Formulierung mit
Nanopartikeln in diese Tiefe diffundiert ist. Beim
Einreiben wird das Haar aber makroskopisch hin-
und herbewegt und nimmt das Material dann in
grolRere Tiefen mit.

3) Die Form der Nanopartikel — eher scheibchen-
formig oder lanzettférmig — spielt keine Rolle.

4) Die Expositionszeit hat keinen Einfluss auf die

Penetrationstiefe.

5) Uberraschenderweise ist die Spreitung der

) ) ) ) Abb.5: Schnitt durch einen Haarfollikel.
Nanopartikel meist sehr inhomogen, ganz im PIXE-Falschfarbenbild (380um x 400 um).

; ; : Blau: Titan
Gegensatz zu Abb. 4 bei partiell gestrippter Haut. Rot:  Phosphor (hohe Konzentration im
Das bedeutet, dass die nicht geschitzten Areale stratum spinosum)
) Grun: Schwefel (hohe Konzentration im
durchaus der UV-Strahlung ausgesetzt sind, auch Haar, schrag durchschnitten)

wenn dies nicht zu einem Sonnenbrand fihrt.

Die SchluRfolgerung aus der gro3 angelegten EU-Studie NANODERM (http://uni-

leipzig.de/~nanoderm) lautet daher: “We do not expect any health effects for the topical application

of sunscreens containing TiO. nanopatrticles (especially when coated) on healthy skin which are
related to the particulate state; wir erwarten keine Gesundheitseffekte bei der topischen
Anwendung von Nanopartikel-haltigen Sonnenschutzmitteln (speziell wenn gecoated) auf
gesunder Haut, die mit dem Partikelstatus zu tun haben.” Weitere Arbeiten, die zu derselben
Schlussfolgerung kommen, sind Pfliicker et al. 1999, 2001 und Cross et al. 2007.

Naturlich gibt es eine Reihe von Publikationen, in denen tber Penetration von Nanopartikeln in
vitales Gewebe berichtet wird. Die Publikationen, in denen zwar einzelne Partikel, z.B.
Quantendots, in vitalem Gewebe gefunden werden, aber keine Penetrationspfade sichtbar sind,
sollten aber mit Vorsicht betrachtet werden. Man sieht immer das, was man prapariert hat. Und
jede Methode liefert ihre eigenen Resultate. In diesem Zusammenhang ist es auf3erst wichtig,
dieselbe Fragestellung mit verschiedenen Methoden und Praparationsschritten zu bearbeiten, wie
dies in einer vergleichenden Studie mit HRTEM und PIXE/STIM/RBS gezeigt wurde (Gontier et al.
2008). Zwar wurden in dieser Arbeit leichte morphologische Unterschiede zwischen den Bildern
der Elektronen- und lonenmikroskopie festgestellt, die Schlussfolgerungen waren aber dieselben.
Naturlich gibt es noch eine Reihe von offenen Fragen. Zum einen gibt es Hinweise, dass
mechanisch gestreckte/gestauchte Haut zu einer besseren Penetration von Partikeln fliihren kann
(Tinkle et al. 2003, Rouse et al. 2007). Beide Arbeiten sind aber nicht gut auf 20 nm TiO»-
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Nanopartikel Ubertragbar. Die Arbeit von Tinkle et al. hatte Dextrankigelchen verwendet, die
deutlich groRRer als 100 nm waren und wohl eher in die Kategorie ,Mikrolasionen” gehdrt. Die Arbeit
von Rouse et al. hat funktionalisierte Fullere verwendet, d.h. hautgangige Molekiile, die durch die
.Fuifessel* des C60-Molekills mit einem Durchmesser von knapp 1 nm nicht essentiell behindert
wurden. Dennoch lohnt es sich, weitere Untersuchungen mit gestreckter/gestauchter Haut
durchzufihren.

Eine weitere offene Frage ist die Hautpenetration bei Haut mit gestorter Barrierenfunktion, z.B.
psoriatischer Haut oder atopischer Haut. Es konnte durchaus sein, dass es hier Uberraschungen
gibt. Eine kirzlich erschienene Arbeit hat sich mit Sonnenbrand-geschéadigter Maushaut befasst
(Mortensen et al. 2008). Dort wurden Quantendots verwendet. Man hat Partikel in vitalem Gewebe
gefunden, weil3 allerdings nicht, wie sie dorthin gelangt sind. Solange man nicht weil3, wie diese
Partikel an diesen Ort gelangt sind, ist Skepsis angezeigt.

SchlieRlich ist auch die Frage nach der TeilchengrofRenverteilung und der mdglichen besseren
Loslichkeit von Nanopartikeln mit GréRen unter ca. 2 nm noch offen. Die flammenpyrolytische
Herstellung von TiOz-Nanopartikeln vermeidet sehr wahrscheinlich die Herstellung von Partikeln
mit deutlich unter 20 nm Primérteilchengrof3e, da diese extrem kleinen Teilchen schon in der
Flamme mit gro3eren Teilchen verschmelzen. Wir haben im NANODERM-Projekt in der Tat auch
keine Hinweise auf extrem kleine Nanopartikel gefunden, obwohl wir bis ca. 2 nm groRe Teilchen
mit HRTEM hatten sehen kénnen. Demgegentiber sind Verfahren bei tieferen Temperaturen eher
anféllig, breitere und bis zu 1 - 2 nm hinab reichende TeilchengréRenverteilung herzustellen.
Interessanterweise kann pigmentares TiO,, wie es z.B. in Farben, Zahnpasta, Lippenstift,
Kaugummi und Tabletten verwendet wird, durchaus eine Teilchenfraktion im Nanometerbereich
enthalten. Die damit verbundenen Fragestellungen fuhren natirlich etwas weiter weg von der
dermalen Penetration und mehr in Richtung Resorption im Magen-Darm-Trakt, Uber die noch sehr

viel weniger bekannt ist.
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