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Samenvatting 
 
Achtergrond 
De geboorte markeert een mijlpaal in het aanpassingsproces van een fetus. 
Tijdens de geboorte verandert de omgeving van een vochtige, warme en steriele 
naar een gasvormige, koudere omgeving vol met xenobiotica. Samen met andere 
organen van het lichaam, moet de huid zich aanpassen aan deze nieuwe 
omstandigheden [1]. De huid speelt een sleutelrol in het beschermen van het 
lichaam: het vormt de grens tussen de vitale organen en de externe omgeving. 
De buitenste huidlaag, de hoornlaag vormt de belangrijkste barrière voor het 
binnendringen van stoffen. De hoornlaag bestaat uit verhoornde cellen 
(corneocyten) ingebed in een lipiden matrix. Tijdens de geboorte wordt de huid 
bedekt door een extra laag, vernix caseosa (VC). Deze natuurlijke biofilm is een 
witte, vettige, smeerbare crème die tijdens het laatste trimester van de 
zwangerschap door de humane foetus wordt aangemaakt en zich over de hele 
huid verspreidt. De structuur van VC lijkt erg veel op de structuur van de 
hoornlaag en bestaat ook uit corneocyten omgeven door lipidendomeinen.  
VC bestaat uit ongeveer 80% water, 10% eiwitten en 10% lipiden [2, 3]. Het water 
bevindt zich voornamelijk in de corneocyten van deze natuurlijke biofilm. De 
cellen zijn polygonaal en vlak met een doorsnede van ongeveer 20 tot 40 µm [4]. 
De lipiden van VC zijn onder te verdelen in verschillende lipidenklassen met 
variërende polariteit. Zo zijn de meest voorkomende lipidenklassen 
sterolesters/waxesters (SE/WE), triglyceriden (TG) en dihydroxywaxesters 
(DIOL) [5]. Daarnaast zijn alle barrièrelipiden, d.w.z. cholesterol (CHOL), vrije 
vetzuren (FFA) en ceramides (CER) aanwezig in VC, maar in veel lagere 
hoeveelheden dan in de hoornlaag [2]. 
Uit de literatuur blijkt dat VC een aantal interessante biologische eigenschappen 
bezit. VC beschermt de hoornlaag tegen te hoge hydratatie in utero vóór de 
geboorte. Bovendien fungeert VC als glijmiddel tijdens de geboorte en beschermt 
het de hoornlaag tegen uitdroging na de geboorte [6, 7]. Genoemde 
eigenschappen maken VC interessant voor therapeutische toepassingen. Zo 
zouden b.v. prematuren, die door een te vroege geboorte nog geen volledige 
hoornlaag ontwikkeld hebben en dus beschermd moeten worden tegen 
uitdroging, gebaat kunnen zijn bij een extra beschermende laag. Omdat de 
structuur van VC veel lijkt op die van de hoornlaag, zou VC een uitstekende 
kandidaat hiervoor kunnen zijn. Tevens heeft men verondersteld dat VC de 
vorming van de barrièrefunctie stimuleert wat ook van voordeel voor de 
onderontwikkelde huid van prematuren zou kunnen zijn [7]. Tenslotte kan VC 
ook van toepassing zijn voor patiënten met een zieke huid. Zieke huid is meestal 
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gekenmerkt door een barrière deficiëntie [8]. Echter de klinische toepassing van 
VC is beperkt door de gelimiteerde beschikbaarheid en door het risico op 
overdracht van ziektes. 
 
Doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift 
Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift is het ontwikkelen van 
synthetisch VC biofilms, welke de unieken eigenschappen, samenstelling en 
structuur van VC zo veel mogelijk nabootsen.  
Om dit te bereiken worden de volgende onderzoeksstappen uitgevoerd 
I) De gedetailleerde karakterisering van VC, gericht op de 

lipidensamenstelling, ultrastructuur en fysisch-chemische eigenschappen. 
Deze informatie is cruciaal voor het ontwikkelen van de synthetische 
biofilms. 

II) De selectie van de juiste bron voor de apolaire lipiden. Na menging van 
deze apolaire lipiden met barrièrelipiden en TG moet de samenstelling 
van de biofilm zoveel mogelijk de samenstelling van VC lipiden 
nabootsen. Vervolgens worden deze mengsels fysisch-chemisch 
gekarakteriseerd. Hieruit wordt het mengsel geselecteerd, dat in 
samenstelling en lipidenorganisatie de natuurlijke VC lipiden het dichtst 
benadert .  

III) De ontwikkeling van kunstmatige corneocyten, die de natuurlijke cellen 
nabootsen. Dit onderzoek werd uitgevoerd door M.H.M. Oudshoorn 
(Universiteit Utrecht) en staat beschreven in haar proefschrift met als 
titel “Composite of microgels and lipids as biofilm to restore skin barrier 
function” [9]. 

IV) De bereiding van de synthetische biofilms. De synthetische corneocyten 
en lipiden mengsels worden met elkaar gemengd in verschillende 
verhoudingen. De eigenschappen van de ontstane synthetische biofilms 
worden vervolgens vergeleken met die van natuurlijke VC. Dit betreft 
homogeniteit, stabiliteit, smeereigenschappen, (ultra-) structuur en 
dehydratatiesnelheid van VC.  

V) Het onderzoek naar het effect van de synthetische biofilm op het herstel 
van de barrière functie. Uit dit onderzoek wordt tenslotte de meest 
belovende biofilm geselecteerd.  

 
Het onderzoek, dat beschreven wordt in onderdeel IV en V werd uitgevoerd in 
samenwerking met M.H.M. Oudshoorn [9]. 
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In Hoofdstuk 1 is een uitgebreide inleiding over het onderwerp van dit 
proefschrift gegeven. Verder is het proefschrift uit 3 experimentele hoofdstukken 
opgebouwd.  
 
Deel I – Gedetailleerde karakterisering van vernix caseosa  
In Hoofdstuk 2, is een gedetailleerde analyse van de lipiden in VC uitgevoerd. 
Dit betreft zowel de analyse van de verschillende lipidenklassen alsook de 
ketenlengtes van de vetzuurstaarten. Er werd een breed spectrum van lipiden 
met verschillende polariteit geïdentificeerd. De lipidenklassen SE/WE en TG met 
een alkyl-staartlengte tot 32 koolstof atomen komen het meeste voor in VC. De 
barrièrelipiden (CHOL, FFA, CER) zijn slechts in kleine hoeveelheden aanwezig 
in VC. De samenstelling van de CER in VC lijkt erg veel op de CER samenstelling 
in de hoornlaag. Echter, de FFA in VC bevatten in vergelijking met FFA in de 
hoornlaag meer vertakte, korte en onverzadigde staarten. Tevens bleek dat in VC 
nog een andere groep lipiden aanwezig is, namelijk lipiden die covalent aan de 
buitenkant van de corneocyten gebonden zijn. De samenstelling van deze 
gebonden lipiden (d.w.z. vetzuren, ω-hydroxyzuren and ω-hydroxy-CER) lijkt 
ook erg veel op de samenstelling van de gebonden lipiden in de hoornlaag. Met 
behulp van elektronenmicroscopische technieken en röntgendiffractie werd de 
structuur van VC onderzocht. Het bleek dat water zich voornamelijk in de 
corneocyten bevindt samen met een netwerk van keratinefilamenten. De lipiden 
tussen de corneocyten zijn minder regelmatig georganiseerd dan in de hoornlaag. 
In het onderzoek beschreven in Hoofdstuk 3 werden de fysisch-chemische 
eigenschappen van VC onderzocht niet alleen bij kamertemperatuur, maar ook 
bij 37°C (de temperatuur van babyhuid). Uit waterafgifte en wateropname 
metingen bleek dat zowel bij kamertemperatuur als bij 37°C het dehydratie-
rehydratie proces irreversibel te zijn. Tevens bleek dat de opname- en 
afgiftesnelheid van water in VC sterk temperatuursafhankelijk is. De 
dehydratatie van VC gaat bij 37°C 3.7 keer sneller dan bij kamertemperatuur. Er 
werd onderzocht of dit veroorzaakt zou kunnen zijn door een verandering in de 
lipidenorganisatie. Met behulp van thermische analyse werden twee 
overlappende lipidenovergangen gemeten rond 20°C en rond 26°C. Bovendien 
bleek uit röntgendiffractiemetingen dat de lipiden meer geordend zijn bij 
kamertemperatuur dan bij 37°C. Tevens bleek de temperatuursafhankelijkheid 
van de lipidenorganisatie reversibel te zijn. Deze resultaten illustreren dat de dat 
VC zich aanpast aan de sterke wisselingen van omstandigheden (temperatuur, 
luchtvochtigheid) tijdens de bevalling: een lagere omgevingstemperatuur 
resulteert in een minder snelle dehydratatie van VC mogelijk veroorzaakt door 
een verandering in de lipidenorganisatie. 
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Zoals beschreven voor de hoornlaag zijn CHOL, FFA en CER - de zogenoemde 
barrièrelipiden - ook aanwezig in de VC-lipiden. De barrièrelipiden vormen in 
de hoornlaag een zeer geordende structuur, namelijk twee lamellaire fasen met 
repeterende afstanden van 6 en 13 nm. Vooral de 13 nm structuur is heel 
karakteristiek voor de hoornlaag en wordt ook wel de lange periodiciteitfase 
(LPP) genoemd. Om te onderzoeken of deze fase ook in VC-lipiden gevormd kan 
worden, zijn monsters met verschillende methodes bereid (Hoofdstuk 4). Een 
VC-lipiden–oplossing, opgebracht op een drager met behulp van of sprayen of 
smeren na vriesdrogen, vormden een structuur met een repeterende afstand van 
4.7 nm. Indien de VC-lipidenoplossing met behulp van stikstof werd gedroogd 
en opgesmeerd op een drager, was de LPP met een repeterende afstand van 
13 nm wel aanwezig. In deze studies werd voor het eerst aangetoond dat de LPP 
ook bij lichaamstemperatuur (37°C) kan worden gevormd.  
 
Deel II –Nabootsen van vernix caseosa (lipiden) 
VC bestaat uit hydrofiele corneocyten die zijn ingebed in een lipidenmatrix. De 
corneocyten zijn verantwoordelijk voor de waterbindende eigenschappen van 
VC en uit het onderzoek beschreven in het proefschrift van M.H.M. Oudshoorn 
blijkt dat hydrogeldeeltjes de rol van de corneocyten uitstekend kunnen 
nabootsen. Echter, ook de lipidenmatrix moet nagenoeg dezelfde eigenschappen 
hebben als de lipiden in VC. Om dit te kunnen bereiken moest eerst een 
geschikte bron voor de lipiden gevonden worden (Hoofdstuk 5). Qua 
samenstelling bleek dat anhydrous lanoline (schapen wolvet) de meest optimale 
bron was voor de apolaire lipiden in VC (d.w.z. SE, WE en DIOL). Bovendien 
bevatten de lipiden in lanoline grotendeels vertakte vetzuurstaarten, zoals is 
waargenomen in VC (Hoofdstuk 2). Drie verschillende lipidenfracties werden 
geïsoleerd uit lanoline. Ieder van deze fracties werd gemengd met TG, squaleen 
(SQ) en de barrièrelipiden. De lipidenmengsels werden met behulp van 
thermische analyse, röntgendiffractie en infrarood-spectroscopie 
gekarakteriseerd. Het lipidenmengsel, dat de fysisch-chemische eigenschappen 
van VC-lipiden het dichtst benaderde, werd geselecteerd voor verder onderzoek 
(Hoofdstuk 6). De meest optimale lipidenmengsels bevatten onverzadigde TG, 
SQ, CHOL, FFA en CER, DIOL, SE en WE. Uit het onderzoek van M.H.M 
Oudshoorn bleek dat hydrogelen, gemaakt van het gecrosslinkt polymeer 
hyperbranched polyglycerol methacrylaat, de eigenschappen van de corneocyten 
het dichtst benaderden. In Hoofdstuk 6 is beschreven hoe deze hydrogel deeltjes 
met de lipiden gemengd werden. Diverse formuleringen met verschillende 
verhoudingen deeltjes/lipiden (d.w.z. 2:1, 5:1) werden bereid. De deeltjes 
hadden variërende watergehaltes (d.w.z. 50% of 80% ) en soms was ook een 
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additionele lipidencoating aangebracht. Na het mengen met een micromenger 
waren de formuleringen homogeen en minstens een maand stabiel bij 4°C. Het 
mengsel met een verhouding van 5:1 (deeltjes/lipiden) toonde een grote 
overeenkomst met natuurlijke VC wat betreft de structuur en de 
deeltjesverdeling. Verder konden de smeerbaarheid, thermische eigenschappen 
en dehydratatiesnelheid van de biofilms veranderd worden door de 
samenstelling te veranderen. De meest optimale biofilm benaderde de 
eigenschappen van VC zeer dicht.  
 
Deel III – In vivo studies om de biologische effecten van (natuurlijke) biofilms te 
onderzoeken 
Nadat biofilms ontwikkeld waren, die de eigenschappen van natuurlijk VC goed 
nabootsten, werden de verschillende synthetische biofilms in vivo getest. Hierbij 
werd gefocusseerd op de herstelsnelheid van de barrièrefunctie. Echter een 
geschikt diermodel was niet voorhanden en moest daarom ontwikkeld worden. 
In Hoofdstukken 7 en 8 zijn verschillende muis-modellen geëvalueerd om een 
betrouwbaar diermodel voor het herstel van beschadigde huid te ontwikkelen. 
Verschillende niveaus van barrièrebeschadiging met behulp van herhaald “tape-
strippen” van haarloze muizen en het herstel van de barrière staan beschreven in 
Hoofdstuk 7. Een matig beschadigde huidbarrière herstelde zich binnen 72 uur 
terwijl bij ernstig beschadigde huidbarrière het herstel pas na 200 uur volledig 
was. Opbrengen van VC op het laatste model (d.w.z. ernstig beschadigde huid) 
versnelde aanzienlijk het herstelproces en al na 100 uren werd een volledig 
herstel van de huidbarrière waargenomen. Hieruit blijkt dat natuurlijk VC het 
herstelproces bevordert, zoals reeds werd gesuggereerd in de literatuur, maar 
nooit was aangetoond. In Hoofdstuk 8 werd een ander model onderzocht, 
namelijk een verlaging van de huidbarrière door middel van acetonextractie. De 
huid herstelde binnen 72 uur na acetonbeschadiging. Uit histologisch onderzoek 
bleek dat tijdens het gebruik van acetonextractie niet alleen lipiden geëxtraheerd 
werd, maar ook zoals bij tape-strippen corneocyten mechanisch verwijderd 
worden. Vooral apolaire lipiden werden geëxtraheerd met aceton, maar de 
verhouding van de barrièrelipiden CER, CHOL and FFA veranderde niet. 
Bovendien kon geen verandering in de lipidenorganisatie vastgesteld worden. 
Deze resultaten zijn niet in overeenstemming met literatuurgegevens. In de 
literatuur wordt een significante lipidenextractie gerapporteerd en geen 
verwijdering van corneocyten. Uit het snellere herstel van de met aceton 
beschadigde huid blijkt, dat dit muismodel minder geschikt is om het effect van 
biofilms op barrièreherstel te onderzoeken.  



Appendix 

200 

In het vervolgonderzoek werd de tape-strip methode gebruikt om de 
synthetische biofilms te evalueren (Hoofdstuk 9). Diverse formuleringen, zoals 
beschreven in Hoofdstuk 6, werden opgebracht op gestripte huid met een sterk 
verminderde huidbarrière. Het effect van deze biofilms op het barrièreherstel 
werd onderzocht. Alle formuleringen bevorderden het herstel van de 
barrièrefunctie van de huid. Het sterkste effect werd waargenomen voor biofilms 
bestaande uit ongecoate hydrogeldeeltjes met 50% watergehalte en een 
deeltjes/lipiden-verhouding van 2:1. Deze resultaten wijzen op het belang van 
een optimale lipiden samenstelling en de optimale verhouding deeltjes/lipiden. 
Voor een effectieve werking van de biofilm werd duidelijk, dat de aanwezigheid 
van barrièrelipiden van groot belang is. De resultaten laten bovendien zien dat in 
dit diermodel de lipiden belangrijker zijn voor het versnelde herstel van de huid 
dan de waterhoudende corneocyten. Het barrièreherstel na behandeling met de 
meest optimale biofilm was vergelijkbaar met het barrièreherstel na behandeling 
met VC. 

  
Conclusie 
Dit proefschrift beschrijft het succesvol ontwikkelen en bereiden van nieuwe, 
synthetische biofilms, die de natuurlijke VC in structuur, samenstelling en 
eigenschappen nabootsen. De resultaten van de in vivo studies tonen een 
duidelijk positief, biologisch effect aan. De toekomst zal uitwijzen of het effect 
van deze biofilms ook in de kliniek zijn meerwaarde zal bewijzen. 
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List of abbreviations 
 
AUC  area under the curve 

CER  ceramides (for nomenclature of CER see introduction) 

CHOL  cholesterol 

CLSM  confocal laser scanning microscopy 

Cryo-SEM cryo-scanning electron microscopy 

DIOL  dihydroxy wax ester 

DOPC  dioleyl phosphatidylcholine 

DOTAP dioleyl trimethylammoniumpropane 

DSC  differential scanning calorimetry 

Euc  eucerin cum aqua 

FAME  fatty acid methyl ester 

FFA  free fatty acids 

FFEM  freeze-fracture electron microscopy 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

FTIR  Fourier transform infrared spectroscopy 

G’  storage modulus 

G”  loss modulus 

GC  gas chromatography 

HPTLC  high-performance thin-layer chromatography 

HyPG  hyperbranched polyglycerol 

HyPG-MA  methacrylated hyperbranched polyglycerol 

i.p.  intraperitoneal 

LanSE, X, DI isolated fractions from lanolin (wool wax) 

LPP  long periodicity phase 

RT  room temperature 

SAXD  small-angle X-ray diffraction 

SC  stratum corneum 

SD  standard deviation 
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SE  sterol esters 

SQ  squalene 

SSLM  semi-synthetic lipid mixtures 

TEWL  transepidermal water loss 

TG  triglycerides 

TGA   thermogravimetric analysis 

Vas  Vaseline 

VC  vernix caseosa 
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