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Glossar der verwendeten Abkiirzungen

CAS-Nr. engl. CAS Registry Number, CAS = Chemical Abstracts Service,
internationaler Bezeichnungsstandard flr chemische Stoffe

DEGBE Diethylenglykol-Monobuthylether

LDI Laser Doppler Imager, Gerat zur nicht invasiven Messung der
Hautdurchblutung

PSA Personliche Schutzausristung an Arbeitsplatzen (Handschuhe,
Hautmittel)

SLS Sodium Lauryl Sulfat = Natriumlaurylsulfat, anionisches Tensid welches
in wassrigen Verdinnungen als hydrophiles Standardirritans eingesetzt
wird

TEWL Transepidermaler Wasserverlust, hautphysiologischer Parameter

zur Untersuchung der epidermalen Barriere-Integritat
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ZUSAMMENFASSUNG

Hautschutzprodukte sind Kosmetika, die an Arbeitsplatzen zur Pravention irritativer
Kontaktekzeme eingesetzt werden, wenn eine Verwendung von Schutzhandschuhen
nicht angezeigt oder unmaoglich ist. lhre prinzipielle Wirksamkeit ist zwischenzeitlich
im Zusammenhang mit Feuchtarbeit und Kontakt zu wassrigen Irritantien, speziell
Tensiden wie SLS, wissenschaftlich positiv belegt worden. Hautschutzprodukte
werden aber auch bei multiplen Expositionen und Umgang mit lipophilen
Arbeitsstoffen von Herstellern empfohlen. Insbesondere bei Auslobung zum Schutz
gegen lipophile Arbeitsstoffe, zu denen auch organische Ldsemittel zahlen, fehlen
jedoch bisher positive Wirksamkeitsnachweise, zumindest was Ergebnisse aus
repetitiven in vivo-Testverfahren angeht, die von berufsdermatologischer Seite
empfohlen werden. Im Rahmen des vorgelegten Forschungsprojektes wurden an
einem berufsdermatologischen Zentrum wesentliche Entwicklungsarbeiten fir ein
transferfahiges  Testverfahren  zur  Wirksamkeitstestung  fir  berufliche
Hautschutzmittel gegen lipophile Substanzen geleistet. Das in vivo-Irritationsmodell
ermoglicht einen parallelen, intraindividuellen Vergleich von Wirksamkeiten mehrerer
Hautschutzexterna an der Rickenhaut. Zwei beruflich relevante Losemittel, darunter
ein aliphatischer Kohlenwasserstoff (KW) (n-Octan, CAS-Nr. 111-65-9) und ein
aromatischer KW (Cumol, Isopropylbenzol, CAS-Nr. 89-82-8, wurden als
Modellirritantien implementiert. Der induzierte Irritationsgrad wird anhand der
Zielparameter ,klinischer Grad der kumulativen Irritation im Summenscore® und
,Dehydratation des Stratum corneums® quantifiziert. Statistische Methoden wurden
zur Absicherung der Produktwirkung entwickelt. In zwei aufeinanderfolgenden,
verblindeten Studien zeigten sich bei 2 von 6 untersuchten Produkten allerdings nicht
nur eine fehlende Schutzwirkung, sondern signifikant irritationsverstarkende Effekte.
Eine isolierte Schutzwirkung vor Cumol-bedingter Dehydratation konnte im Modell fur
2 von 6 Produkten nachgewiesen werden. Keines der untersuchten Externa wirkte
ausreichend gegen Octan-bedingte Irritation. Aufgrund neuer Erkenntnisse zum
toxikologischen Profil von Cumol wird die Substanz zwischenzeitlich nicht mehr
uneingeschrankt als Modellsubstanz empfohlen. Das Projekt wurde daraufhin vor
einer optionalen Multicentervalidierung des Testmodells beendet. Anschlussarbeiten
auf dem Gebiet aulderhalb des Projektrahmens sind notwendig.
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SUMMARY

Skin protection products, or so-called pre-work creams, are cosmetics that are used
at workplaces to prevent or diminish irritant hand dermatitis, whenever gloves are
inappropriate. Such products have been proven to be effective against the irritant
impact of so-called wet work and contact to water solubile irritants such as
detergents. They are as well marketed with the claim to be beneficial against irritation
caused by lipophilic work substances, such as solvents. However, evidence of their
actual properties against lipophilic irritants is missing to date, at least as far as results
from repetitive in vivo efficacy tests are considered. In the scientific project presented
here, a repetitive irritation model with lipophilic irritants was developed, which
enables simultaneous efficacy testing of several preparations on human skin in vivo.
Two occupationally relevant organic solvents, one aliphatic (n-octane, CAS-Nr. 111-
65-9) and one aromatic (cumene, isopropylbenzene, CAS-Nr. 89-82-8), were chosen
as model irritants, after toxicological reviewing. Methods were implemented to
quantify the degree of irritation achieved by using capacitance measurements on the
skin surface together with clinical grading. Statistical parameters were developed that
allow to prove and compare the protection efficacy of preparations. Two subsequent
blinded studies using this test protocol with commercial products claimed to ,protect
against irritation from solvents” revealed that 2 out of 6 products did not only fail to
protect, but indeed aggravated skin irritation. Two other products offered significant
protection only against cumene-induced stratum corneum dehydration. Altogether,
none of the products offered satisfactory protection against octane. Meanwhile,
publications on the toxicological profile of cumene suggest that this substance can no
longer be recommended as a model irritant. The project was therefore terminated
and a multicentre validation study was cancelled. Subsequent work outside the given
project frame is needed to establish a new model irritant to replace cumene.
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1. PROBLEMSTELLUNG UND FORSCHUNGSZIELE

1.1. Problemstellung

Das berufsbedingte Kontaktekzem der Hande zahlt zu den haufigsten gemeldeten
berufsbedingten Erkrankungen. Das irritative Kontaktekzem nimmt dabei den
grofiten Anteil ein (1, 2). Neben Kontakt zu wasserloslichen Arbeitsstoffen, die als
Hautirritantien wirken, besteht an vielen Arbeitsplatzen Hautkontakt zu lipophilen
Substanzen mit potentiell irritativer Hautwirkung. Hierzu kénnen Bestandteile
technischer Ole und Fette, sowie Losemittel, aber auch Fettsduren, die in
u. a. Nahrungsmitteln vorkommen, gezahlt werden. Sogenannte organische
Lésemittel werden in flissiger Form zur Lésung anderer organischer Substanzen,
wie Olen, Fetten, Harzen und Wachsen, verwendet. Sie stellen eine chemisch
heterogene Substanzgruppe dar, deren Hauptgruppen von aliphatischen und
aromatischen Kohlenwasserstoffen (Alkanen, Alkylbenzolen), sowie Ketonen,
Fettsauren und Glykolethern gebildet werden. Ein beruflicher Umgang mit lipophilen
Arbeitsstoffen kommt in Bereichen der chemischen Industrie, in der Bau- und
Metallindustrie, sowie in der Papier- und Druckindustrie vor. Auch Mechaniker, Maler
und Lackierer kdénnen genannt werden (Ubersicht in: (3)). Beim Umgang mit
hautgefahrdenden Stoffen am Arbeitsplatz, zu denen auch organische Losungsmittel
zahlen, sind Arbeitsschutzvorschriften zu beachten. Die technische Regel fir
Gefahrstoffe ,Gefahrdung durch Hautkontakt* TRGS 401 unterstitzt den Arbeitgeber
im Hinblick auf seine Pflichten nach der Gefahrstoffverordnung zur
Gefahrdungsbeurteilung und bei der Auswahl und Bewertung von personlichen
Schutzausrustungen (PSA) und Hautschutzmitteln (4). Trotz Umsetzung technisch-
organisatorischer MalRRnahmen und der Vorschrift, bei Umgang geeignete
Schutzhandschuhe zu verwenden, besteht bei vielen Beschaftigten ein
wiederkehrender, ungeschutzter Hautkontakt zu verschiedenen Ldosemitteln. Dieser
kann indirekt, beispielsweise durch Kontakt zu kontaminierten Arbeitsmaterialien
oder Kleidung, versehentlich, oder auch durch unsachgemalien direkten Umgang
hervorgerufen werden.

Der Hautkontakt zu Losemitteln fuhrt klinisch zu einer erkennbaren Trockenheit und
Entfettung der Haut, die sich bei wiederholtem Kontakt bis hin zu einem chronisch
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irritativen Kontaktekzem verstarkten konnen. Die tatsachliche pathogenetische
Bedeutung von lipophilen Irritantien fir die Entwicklung berufsbedingter Handekzeme
ist bisher nicht ausreichend geklart. Es wurden weit weniger wissenschaftliche
Studien mit diesen Substanzen durchgefiuhrt, als es flr die Untersuchung der
Wirkung wasserldslicher Irritantien auf die menschliche Hautbarriere der Fall ist (5-
15). Dies betrifft sowohl human-experimentelle Studien als auch epidemiologische
Untersuchungen. Demzufolge finden sich fir Deutschland keine zuverlassigen
Zahlen zur Epidemiologie von Kontaktekzemen, die durch lipophile Irritantien
verursacht werden. In einer alteren skandinavischen Studie rangierten Lésemittel als
Ausloser beruflicher Kontaktekzeme auf Rang 5 hinter anderen heterogenen
Faktoren wie Feuchtarbeit, Detergentien, Nickel, Handreinigern und Seifen. In nur
3,6 % der untersuchten Falle identifizierten die Autoren Ldésemittel als relevante
Ausloser berufsbedingter Handekzeme (16). In einer britischen Erhebung wurden
Lésemittel als Ausloser fur irritative Kontaktekzeme in 8% der Falle genannt
(Detergentien 22%, Feuchtarbeit 19,8%, Petroleumprodukte 8,7%) (17). In einer
regionalen epidemiologischen Untersuchung in Bayern fanden sich Berufe mit
potentiellen Losemittelkontakten, wie u.a. Maler, Metallarbeiter, Mechaniker,
Monteure und Lackierer, in etwa im Mittelfeld auf einer Liste von 21
Hautrisikoberufen. Die jahrlichen Inzidenzen berufsbedingter Handekzeme lagen in
diesen Berufen zwischen 5,8 — 6,6 Fallen pro 10.000 Beschaftigten — weit niedriger
als in den Hautrisikoberufen an der Spitze (Friseure, Backer, Floristen mit Inzidenzen
von 97, 33 bzw. 24 Fallen pro Jahr) (18). Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass gerade
in diesen Berufen von multiplen Expositionen auszugehen ist, sodass Loésemittel
bzw. generell lipophile Irritantien hier nicht die alleinigen Noxen fir die Haut
darstellen. Die vorhandenen Daten aus Deutschland weisen zumindest indirekt
darauf hin, dass auch der berufliche Hautkontakt zu Losemitteln einen Risikofaktor
fur die Entwicklung von Handekzemen darstellt.

Der Umstand, dass die betroffenen Berufszweige mit potentiellen Kontakten zu
Lésemitteln oder anderen lipophilen Arbeitsstoffen haufig durch zusatzliche Co-
Expositionen zu wasserloslichen Hautirritantien gekennzeichnet sind, erschwert nicht
nur epidemiologische Untersuchungen, sondern ist auch in experimentellen Studien
nicht einfach zu berlcksichtigen. Multiple Expositionen kénnen zu Interaktionen von
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Irritantien mit der Folge moglicher Irritationsaggravation fihren. Anhand des Modells
der sogenannten Tandem-lIrritationstests (19), Ubersicht bei (20), wurde dies bereits
exemplarisch fur Toluol bei gleichzeitiger Exposition zu Natriumlaurylsulfat (SLS) als
wassrigem lIrritans belegt (15). Fir andere lipophile Irritantien wurde dieser
Zusammenhang bisher nicht untersucht. Uberhaupt wurde in humanen
experimentellen Studien nur eine begrenzte Auswahl von Substanzen untersucht.
Haufig wurde das aromatische Toluol verwendet (12, 13, 21, 22). Die moglichen
reproduktionstoxischen Effekte von Toluol (EU-Einstufung: Repr.Cat.3; R63) lassen
jedoch die uneingeschrankte Verwendung als Modellsubstanz fraglich erscheinen.
Andere  Autoren untersuchten Aceton (7, 23, 24), oder Glykolether (25-27),
abgesehen von Propylenglykol, welches auch als Kontaktallergen gilt (Ubersicht bei:
(28). Bei Nonansaure ist zu berlicksichtigen, dass es sich um eine Fettsaure handelt
(29-35). Grinde fiur die nur begrenzte Anzahl der Untersuchungen am Menschen
liegen in der Absorptionsfahigkeit der Haut flr Losemittel, die es notwendig macht,
potentielle systemische toxikologische Effekte zu berlcksichtigen, die in
Abhangigkeit von Substanz, Kontaktflache und Expositionsdauer (dosisabhangig)
auftreten (36-38). Ferner ist die experimentelle Handhabung der bei Raumtemperatur
flichtigen und potentiell explosiven Losemittel anspruchsvoll, da die Entwicklung von
Dampfen und deren Inhalation vermieden werden muss, und die Notwendigkeit einer
standardisierten  Applikation auf die Haut besteht. Untersuchungen zur
Hautresorption und Hautirritabilitdt wurden mit Losemitteln und deren Gemischen
daher vielfach in Tiermodellen durchgeflhrt.

Als Bestandteile der PSA werden Hautschutzprodukte auch an Arbeitsplatzen mit
Umgang mit lipophilen Arbeitsstoffen eingesetzt. Hautschutzmittel sollen vor und
wahrend der Arbeit auf die Haut aufgetragen werden und die Einwirkung von
schwachen Irritantien auf die Hautbarriere vermindern. Sie kdnnen ferner die
Hautreinigung erleichtern und damit dazu beitragen, unnétig aggressive
Reinigungsprozeduren zu vermeiden (39, 40). (Die Problematik der beruflichen
Hautreinigung wurde separat im  Projekt ,In  vivo-Evaluierung von
Hautreinigungsprodukten®, DGUV-Kennzeichen FP 276, bearbeitet).
Hautschutzpraparate konnen tatsachlich im Arbeitsalltag eine irritationshemmende
Wirkung entfalten. Jedoch wurde dieser Nachweis wissenschaftlich nur fir
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wasserlosliche Irritantien wie SLS und fir Hautrisikoberufe mit Feuchtarbeit erbracht,
und zwar sowohl in experimentellen Studien, als auch in einzelnen Feld- und
Interventionsstudien (41, 42). Far fettlésliche Irritantien fehlen
Wirksamkeitsnachweise aus in vivo  Studien bisher. Zwar werden
Wirksamkeitsnachweise von Herstellern auch in der Praventionsleitlinie
Hautschutzmittel generell gefordert (4). Jedoch existieren keine gesetzlichen
Vorgaben fur spezifische Wirksamkeitsnachweise, weder fir Produkte zum Schutz
vor wasserloslichen, noch vor lipophilen Irritantien, da es sich bei
Hautschutzprodukten gemal der EU-Kosmetikdirektive um Kosmetika handelt. Fur
diejenigen Hautschutzprodukte auf dem Markt, die von den Herstellern als geeignet
zum Schutz vor fettléslichen Arbeitsstoffen ausgelobt werden, werden positive
Claims aus Ergebnissen unterschiedlicher in vitro- oder ex vivo-Verfahren,
uberwiegend mit Einzelexposition, abgeleitet (43, 44). Aus berufsdermatologischer
Sicht sind die gangigen Verfahren vielfach als unzureichend zu bewerten, da sie
keine Aussagen zur Wirksamkeit an der lebenden Haut zulassen. Der Arbeitsalltag
ist durch repetitive Expositionen zu Irritantien gekennzeichnet, bei der es zu einer
schleichenden Entwicklung subtoxisch-kumulativer Kontaktekzeme kommt. Diese
naturlichen pathogenetischen Bedingungen an Arbeitsplatzen lassen sich weder
durch in vitro-, ex vivo-Untersuchungen, noch durch Modelle mit einmaliger in vivo-
Exposition an der humanen Haut imitieren. Berufsdermatologen haben sich daher fir
realitatsnahere in vivo-Studien an Probanden ausgesprochen, die naturgemal einen
héheren zeitlichen und finanziellen Aufwand flr Hautschutzmittelhersteller erfordern
(40). Unter den zu wissenschaftlichen Zwecken und nicht zum Claimsupport
durchgefiihrten Studien mit repetitiver Exposition haben einzelne nicht nur Zweifel an
einer Wirksamkeit gegen lipophile Irritantien aufkommen lassen, sondern sogar eine
Tendenz zu einer bedenklichen Irritationsverstarkung erkennen lassen (8, 12).

Vor dem Hintergrund, dass Hautschutzpraparate als wirksam zum Schutz vor
Losungsmitteln vermarktet werden, ohne dass bisher standardisierte und
realitatsnahe Wirksamkeits-Testmodelle existieren, die eine entsprechende
Auslobung rechtfertigen und die eine nachvollziehbare Produktvergleichbarkeit flr
den Anwender ermoglichen, wurde ein Projektantrag gestellt, dessen
berufsgenossenschaftliche Relevanz wesentlich auf den Inzidenzzahlen flr beruflich
bedingte Kontaktekzeme in den genannten Branchen grundet.
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1.2 FORSCHUNGSZIELE

Das beantragte wissenschaftliche Forschungsprojekt hatte zum Ziel, in mehreren
Projektschritten ein transferfahiges humanes in vivo-Modell far
Wirksamkeitstestungen von Hautschutzpraparaten zu entwickeln, die zur Pravention
von beruflichen Kontaktekzemen bei Hautkontakt zu lipophilen Irritantien eingesetzt
werden.

Konkret beinhaltete dies zunachst auf dem Weg zur Modellentwicklung die
Identifikation geeigneter, toxikologisch unbedenklicher Modellirritantien. Aufgrund der
bisher nur eingeschrankten experimentellen Erfahrungen mit dieser Substanzgruppe
sollten diese nachfolgend im Hinblick auf ihr Hautirritationspotential in vivo evaluiert
werden, um unter den potentiell als geeignet bewerteten Substanzen diejenigen
mit einem ausreichenden Hautirritationspotential zu identifizieren. In diesem Schritt
war es erforderlich, sowohl das akute, als auch das kumulative Irritationspotential
und dasjenige bei kombinierter Exposition zu wassrigen Irritantien an Probanden
unter Einsatz nicht-invasiver hautphysiologischer Testmethoden zu quantifizieren.
Nach Einengung der Auswahl der Modellirritantien war anschlielend ein
Humanmodell mit repetitiver Exposition zu den Substanzen fir die
Wirksamkeitstestung von Hautschutzprodukten zu entwickeln. Durch die repetitive
Exposition kommt es zu einer allmahlichen Entwicklung einer irritativen
Hautschadigung, die damit die arbeitsplatzrealistische Entwicklung kumulativ-
subtoxischer Kontaktekzeme experimentell nachahmen sollte. Als letzter
Projektschritt nach dem Zwischenbericht beinhaltete der Projektantrag die optionale
Modellvalidierung in einer Multicenterstudie unter Einbeziehung weiterer
berufsdermatologischer Zentren in Deutschland.
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2. ALLGEMEINE METHODEN UND PROJEKTABLAUF

An dieser Stelle wird die allgemeine Methodik des Projektes dargelegt. Spezielle
Einzelheiten werden in den Abschnitten 3.1.ff behandelt Dem Projektplan
entsprechend waren folgende Schritte als Arbeitspakete vorgesehen:

1. Identifikation mdglicher Modellsubstanzen

2. Evaluation des Irritationspotentials der Modellsubstanzen

a) Planungsphase
b) Durchfihrungsphase

3. Entwicklung des Prufverfahrens flr Hautschutzmittel mit den evaluierten
Modellsubstanzen

a) Planungsphase
c) Durchfliihrungsphase

4, Validierung des Prufverfahrens flr Hautschutzmittel in einer
Multicenterstudie

a) Planungsphase
d) Durchfiihrungsphase

Der erste Zwischenbericht zum Projekt wurde von den Forschungsnehmern im
Dezember 2006, der zweite im Mai 2010 vorgelegt.

Insgesamt fanden zu dem Projekt 6 Forschungsbegleitkreistreffen statt.

Insgesamt wurden in den Projektschritten 2-4a 15 einzelne in vivo-Untersuchungen
mit Ethikantragen durchgefiihrt, in die 239 Probanden einbezogen wurden (Anhang
).

Die Identifikation geeigneter Modellsubstanzen (Projektschritt 1) erfolgte anhand
einer Literaturrecherche, die durch das Institut fir Arbeitsschutz der Deutschen
Gesetzlichen Unfallversicherung, IFA, vertreten durch Herrn Dr. E. Nies und Frau Dr.
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A. Moller, durchgefihrt wurde. Die Ubrigen Projektschritte wurden an der Klinik fir
Hautkrankheiten des Universitatsklinikums Jena bearbeitet.

In thematischem Zusammenhang wurden Uber die im Projekt vorgesehenen
Arbeitspakete hinaus aus projektunabhangigen Drittmitteln weitere Untersuchungen
durchgefuhrt. Hierbei handelte es sich zum einen um Untersuchungen zur
sensorischen Irritation im Rahmen einer Dissertation (,Klinische Studie zur kutanen
sensorischen Irritation durch die lipophilen Irritantien Cumol und Octan im
kumulativen Irritationstest bei Probanden mit und ohne Stingingreaktion auf
Milchsaure 5%"). Die Ergebnisse der Dissertation wurden zwischenzeitlich bereits
publiziert (45, 46).

Die in den Projektabschnitten 2-4 durchgeflhrten Untersuchungen fanden an
volljahrigen, hautgesunden Probanden statt, die sich freiwillig zur Teilnahme bereit
erklarten. Entsprechend der Deklaration von Helsinki wurden die Probanden zuvor
muandlich und schriftlich Uber die Studien aufgeklart und unterzeichneten eine
schriftliche Einverstandniserklarung. Schwangere und Stillende waren von den
Untersuchungen ausgeschlossen. Alle Einzelversuche wurden vorab in Form eines
Studienprotokolls sowie der dazugehérigen Dokumente der lokalen Ethikkommission
des Universitatsklinikums Jena vorgelegt und durch diese jeweils genehmigt. Die
nach Applikation auf die Haut induzierten irritativen Reaktionen wurden taglich
klinisch durch einen Arzt und mittels hautphysiologischer Methoden beurteilt. Nach
Abschluss der Untersuchung erhielten die Probanden eine zuvor festgelegte
Aufwandsentschadigung. Eine erneute Teilnahme war einzelnen Probanden nach
frihestens 6 Wochen gestattet.

Die hautphysiologischen Messungen im Forschungsprojekt wurden gemalfly den
gangigen Qualitatsstandards unter Beachtung der in den einschlagigen Guidelines
genannten Bedingungen durchgefihrt (47-50). Die Messungen fanden nach
mindestens 20 minutiger Akklimatisation an die standardisierten Klimabedingungen
des Messlabors (21+/- 1 Grad C, RLF 45% +/- 5) unter ungestérten Bedingungen
statt und wurden innerhalb einer Versuchsserie stets von demselben Untersucher
durchgefuhrt. Die Einhaltung der Klimabedingungen wurde mittels Datenlogger
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kontinuierlich dokumentiert. Hautphysiologische Gerate wurden den Erfordernissen
und Geratevorschriften entsprechend regelmallig kalibriert. Die Messergebnisse
wurden digital im PC erfasst und zur zusatzlichen Sicherung ausgedruckt. Im Fall der
klinischen Bewertungen erfolgte die Erfassung stets manuell auf Papierbégen. Die
weitere statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung von gangiger
Auswertungssoftware wie Excel und SPSS Version 16.0.

Bei den in vivo-Untersuchungen in den Projektabschnitten 2-4 hatte die Sicherheit
von Probanden und Personal oberste Prioritat. Zur Vermeidung intensiver irritativer
Hautreaktionen wurden klinische Abbruchkriterien entwickelt (s.d.), die es
ermoglichten, eine Exposition einzelner Hautareale jederzeit vorzeitig zu beenden.
Unter intensiven Hautreaktionen waren Erosionen, Krustenbildung sowie
nachfolgende Narbenbildung zu verstehen. Postinflammatorische
Hyperpigmentierungen kénnen nach Hautirritationen auftreten und mehrere Wochen
andauern, bevor sie spontan abblassen. Uber die Méoglichkeit derartiger
Pigmentverschiebungen wurden die Probanden ausdricklich aufgeklart. Eine
Narbenbildung oder eine bleibende Pigmentverschiebung am Testareal wurde bei
keinem der Probanden beobachtet. Ferner stand es den Probanden frei, die
Teilnahme jederzeit ohne Angabe von Grinden vorzeitig zu beenden. Dies war
vereinzelt aufgrund von sensorischer Irritation (Brennen) wahrend der Applikation der
Irritantien der Fall. Eine inhalative Exposition gegentber Lésemitteldampfen wahrend
der Applikation und Durchfihrung wurde durch Anwendung einer geeigneten mobilen
Absaugung (Terfu-Punktabsauger = Fumex®, Skelleftea, @ Schweden) mit
austauschbarem Aktivkohlefilter verhindert (L50®, Asecos GmbH, Grindau).

3. ERGEBNISSE

3.1. Arbeitspaket 1

Potentiell geeignete Substanzen wurden anhand einer Literaturrecherche
begutachtet. Insgesamt wurden in den Begutachtungsprozess 35 Substanzen
einbezogen. Alle Substanzen kommen in der Arbeitswelt als potentielle Kontaktstoffe
vor. Folgende Substanzgruppen wurden berucksichtigt: Alkane (3), Alkylbenzole (5),
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Ketone (2), Fettsauren (2), Glykolether (21) sowie sonstige Substanzen (2). Es wurde
abschlieRend ein 74seitiges Gutachten verfasst, das Bestandteil des
Zwischenberichts war und der DGUV vorliegt.

Die Evaluierung der Substanzen erfolgte analog der im Antrag formulierten
Anforderungen an ein lipophiles Modellirritans. Die Voraussetzungen flir eine
modgliche positive Bewertung beinhalteten, dass die Substanz keine relevante
systemische Toxizitat, keine Kanzerogenitat, kein nennenswertes
Sensibilisierungspotential und keine Korrosivitat aufweisen durfte und nicht
hautverfarbend war. Ferner musste es sich um eine chemisch definierte, bei
Raumtemperatur flissige oder feste Substanz handeln. Die Bewertung der
Substanzen stand dabei unter der Pramisse einer mehrfachen (repetitiven)
Anwendung auf einzelnen umschriebenen Testfeldern der Rickenhaut von
hautgesunden Probanden.

AbschlieRend wurden die nachfolgend aufgezahlten Substanzen flir humane in vivo-
Versuche auf umschriebenen Hautarealen als potentiell geeignet bewertet und fir
weitere Untersuchungen vorgeschlagen. Bei den Aromaten (Alkyl-Benzole) wurde
darauf geachtet, dass Ersatzsubstanzen fir Toluol aufgrund maoglicher
reproduktionstoxischer Effekte einbezogen wurden, die Toluol nicht mehr als
uneingeschrankt geeignet erscheinen lassen als Modellsubstanz. Neben Toluol
(CAS-Nr. 108-88-3), welches als Vergleichssubstanz in die Testungen zumindest am
Anfang in die Modellentwicklung einbezogen werden sollte, wurden Cumol
(Isopropylbenzol, CAS-Nr. 89-82-8) sowie das stofflich verwandte p-Isopropyltoluol
(p-Cymol, CAS-Nr. 99-87-6) positiv bewertet, ferner Xylol (CAS-Nr. 1330-20-7). Unter
den aliphatischen Kohlenwasserstoffen (Alkanen) wurden Octan (CAS-Nr. 111-65-9)
und Nonan (CAS-Nr. 111-84-2) vorgeschlagen, ferner das Keton Aceton (CAS-Nr.
67-64-1), sowie zwei Glykolether, 1-Methoxypropanol-2 (syn. 2-Propylenglykol-1-
methylether, CAS-Nr. 107-98-2, Glykolether basierend auf Propylenglykol) und
Diethylenglykolmonobutylether (DEGBE, CAS-Nr. 112-34-5, Glykolether basierend
auf Ethylenglykol). Als Fettsdure wurde n-Nonansaure (Pelargonsaure, CAS-Nr. 112-
05-0) positiv bewertet. Fur die Untersuchungen wurde ein besonders hoher
Reinheitsgrad der Chemikalien gefordert, um Verunreinigungen mit anderen
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Isomeren auszuschlielen. Fur Octan und Nonan wurde ferner gefordert, nur
unverzweigte (n-)-Verbindungen einzusetzen.

In die nachfolgenden Projektschritte wurden die genannten Substanzen in die in vivo-
Untersuchungen bis auf p-Cymol einbezogen. Letztgenannte Substanz wurde
aufgrund der strukturell engen Verwandtschaft zu Cumol und der besseren
Datenlage zur Toxizitat von Cumol bisher nicht berlcksichtigt.

3.2. Arbeitspaket 2

Von den in Projektschritt 1 positiv bewerteten Substanzen wurden Cumol, Xylol,
Octan, Nonan, und die beiden Glykolether zuvor noch nicht systematisch in humanen
in vivo Studien verwendet. Im folgenden Projektschritt wurde das Irritationspotential
der Substanzen zunachst schrittweise evaluiert.

Zunachst erfolgten Untersuchungen zum akuten Irritationspotential der
Substanzen in vivo (Einzelversuche 1 und 2, s. Anhang).

Methoden

Die hier angefihrten Materialien und Methoden wurden in allen nachfolgenden
Projektschritten, sofern nicht anders angegeben, verwendet und werden
anschlielRend im Einzelnen nicht redundant aufgefihrt. Folgende Chemikalien und
Konzentrationen wurden verwendet:

1. Sodium Dodecyl Sulfat (SLS) ultrarein (> 99%), Carl Roth GmbH, 5% in Aqua
dest.

n-Nonan N 95%, Carl Roth GmbH, Deutschland, unverdinnt

n-Octan (99,2%), VWR, Deutschland, unverdiinnt

Pelargonsaure reinst (> 95%), Sigma Chemie, Deutschland, unverdinnt
Toluol (99,5%), Carl Roth GmbH, Deutschland, unverdinnt

Aceton (99,8%), Carl Roth GmbH, Deutschland, unverdinnt

Cumol 99%, Merck Chemie, Deutschland, unverdinnt

p-Xylol, Merck Chemie, Deutschland, unverdinnt

© N hs WD
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9. DEGBE Diethylenglykol- monobuthylether (>99,0%), Fluka Chemie,
Deutschland, unverdinnt
10.1-Methoxy-2-propanol (>99,0%), Carl Roth GmbH, Deutschland, unverdinnt

Folgende hautphysiologische Gerate wurden verwendet:

i. TEWL
Tewameter MPA9/TM 300 (Fa. Courage & Khazaka, Kdln) in gm2/h,
Zweifachmessung, Verwendung des arithmetischen Mittelwertes fir
Endberechnungen

ii. Corneometrie
MPA9/Corneometer® CM 825 (Fa. Courage & Khazaka) in arbitraren Einheiten,
Dreifach-Messung, Verwendung des arithmetischen Mittelwertes fur
Endberechnungen

iii. Chromametrie
Chromameter® CR 300 (Konica Minolta, Japan) in arbitraren Einheiten, Dreifach-
Messung, Verwendung des arithmetischen Mittelwertes flir Endberechnungen

iv. Laser Doppler Imaging (LDI)
Moor LDI Mk1 (Moor Instruments, Millwey Axminster, GB), als arbitrare Flow
Einheiten (Flux), Software Moor LDI V2.3 Research (Lawrenz Medizin-Elektronik
Vertriebs GmbH, Sulzbach/Taunus)

Folgender klinischer Irritationsscore wurde verwendet:
Visueller Score

* FUr akute Irritation (51)
Erythem: 0 = keine Rétung
1 = leichte Rétung, punktférmig und/oder diffus
2 = moderate, gleichmaRige Rétung
3 = intensive Roétung
4 = feurig rot
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Trockenheit: 0 = keine Schuppung
1 = leicht rau, leicht unregelmafiges Hautrelief
2 = malig rau, etwas schuppig, leicht faltig
3 = deutliche Schuppung, tastbare Faltenbildung
4 = starke Schuppung, intensive Faltenbildung

Das akute Irritationspotential wurde an der Unterarmhaut von insgesamt 2x 20
hautgesunden Probanden geprift (Einzelversuche 1-2, s. Anhang). Im ersten
Kollektiv wurden Toluol, Aceton, Octan, Nonan, und Nonansaure im Vergleich zu
einer 5%igen wassrigen Natriumlaurylsulfat-Losung (SLS) als Standard getestet. Im
zweiten Kollektiv wurden im gleichen Versuchsaufbau Xylol, Cumol, DEGBE und 2-
Methoxypropanol im Vergleich zu SLS untersucht. Hierzu wurden jeweils 6ml der
Substanzen einmalig in offenen Glasringen unter einem Abzug flr zunachst 10
Sekunden (Fraktion verworfen, zur Entfernung von Oberflachenlipiden) und
anschlieRend flir jeweils 10 Minuten offen auf die Unterarmhaut appliziert und dann
der Uberstand wieder abpipettiert (Abb. 1). Im Falle von Toluol wurde die
Applikationsdauer aufgrund von lokaler Missempfindungen (Brennen) bei den
Probanden auf 5 Minuten begrenzt. Vor und nach der Exposition (vor, nach 1h, 24
und 48h) wurden die Hautfeuchtigkeit (Corneometrie) und der TEWL
(transepidermaler Wasserverlust) gemessen. Ferner wurde eine visuelle Beurteilung
(Global Irritation Score) durchgefiihrt. Der Uberstand der Lésungsmittel bei
- 20 Grad C eingefroren und spater einer Analyse der darin geldsten wesentlichen
Hautgruppen von epidermalen Lipide (freie Fettsauren, Cholesterol, Ceramide)
mittels High-Performance Duinnschichtchromatografie zugeleitet (in Kooperation mit
dem Institut fir Pharmazie in Halle, Prof. Dr. Neubert, Universitat Halle).

Ergebnisse
In Bezug auf die subjektiven Symptome verursachte Toluol die deutlichste Akut-

Reaktion mit schmerzhaftem Brennen Uber das Applikationsareal hinaus und
deutlichem Erythem, gefolgt von Xylol und Cumol. Xylol induzierte etwas schwachere
Reaktionen. Nach Cumol zeigten sich deutliche Stinging-Reaktionen und
schwacheres Brennen mit wenig Erythem, wobei die Intensitat von den Probanden
unterschiedlich empfunden wurde. Ferner wurde ein sogenanntes ,Whitening“ (52)
beobachtet. Hierunter versteht man eine weillliche Verfarbung der Hautoberflache,



Wissenschaftlicher Abschlussbericht FP 243 19

Universitatsklinikum
Jena

die unmitttelbar nach Verdampfen von der Lésemittel von der Hautoberflache auftritt.
Diese Reaktionen traten bei den Aromaten unmittelbar wahrend und nach der
Applikation auf und klangen nach ca. 1h ab. Octan induzierte gelegentlich
schwaches Brennen und Erytheme. Vereinzelt wurde nach 24h ein Erythem und
Odem beobachtet (53). Nach Aceton-Exposition trat ausschlieBlich ein deutliches
Whitening auf, begleitet von einem ,Kaltegefuhl®. Keine subjektiven und klinischen
Reaktionen wurden nach Nonan, Nonansaure (Pelargonsaure), DEGBE und 2-
Methoxypropanol (fur letztere 2 Substanzen: vereinzeltes Whitening) verzeichnet.

In Bezug auf die Abnahme der Stratum corneum-Hydratation verursachten alle
Substanzen eine nachweisliche Hauttrockenheit nach einer Stunde, die geringer
ausgepragt war als fir das Referenztensid SLS. Dies traf insbesondere fur Xylol, 2-
Methoxypropanol, und Aceton und Cumol zu, gefolgt von Toluol, Octan, Nonan und
Nonansaure, mit reine deutlichen Reduktion der Corneometer-Werte nach 1 h. Noch
nach 24 h waren starkere Differenzen zum Ausgangswert bei SLS und
geringflgigere Differenzen bei Cumol und 2-Methoxypropanol nachweisbar, wahrend
sich die Werte fir die anderen Substanzen wieder nahezu dem Ausgangswert
angeglichen hatten.

In Bezug auf den TEWL wurden keine signifikanten Anderungen zu den
Ausgangswerten registriert.

Die durch die Lésungsmittel im Uberstand gelésten Hautlipide wurden untersucht,
wobei fur alle Lésungsmittel eine in etwa gleichartiges Losungsvermoégen fur freie
Fettsduren und Cholesterol festgestellt wurde In Bezug auf die fir die
Barrierefunktion wichtigen Ceramide wies Aceton das grofte
Lipidextraktionspotential auf (Abb. 2).

Zusatzlich wurden an einem kleinen Probandenkollektiv n 5
Untersuchungen zur Kinetik des sogenannten ,,Whitenings“ durchgefihrt
(Einzelversuch 7, s. Anhang).

Methoden

Zur Dokumentation des Verlaufes des Whitenings sowie des Erythems und der
Mikrodurchblutung nach Irritantienapplikation wurden nach Akklimatisation des
Probanden am Unterarm Aceton, Octan und Cumol in der nachfolgend fir die
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Einzelversuche 3-4 (Untersuchungen zur Evaluation des kumulativen Irritations-
Potentials im repetitiven offenen und okklusiven Irritationstest) beschriebenen Weise
jeweils einmalig okklusiv fir 15 (Aceton, Octan) bzw. 10 Minuten (Cumol) appliziert.
Nach Entfernung der Testpflaster verblieb das Testfeld offen in der Raumluft. Die
Reaktionen wurden vor Applikation und zu den Zeitpunkten t5 (nach 5 Minuten), 110,
t15, t30 und tx (Zeitpunkt des Abklingen des Whitenings) Minuten sowie nach 24 h
(auRer bei Aceton) fotografisch, mittels LDI (flux), sowie Chromametrie (a*- und L-
Werte) dokumentiert.

Ergebnisse
Es zeigte sich, dass das Phanomen des Whitenings nach etwa 30 Minuten bei den

Probanden spontan abklang, ohne dass die Testfelder berlhrt worden waren.
Wahrend die Acetonapplikation ausschlieRlich ein Whitening erzeugte (Abb. 3),
fuhrte Octan sowohl zu einem Whitening, als auch zu einem lebhaften Erythem als
Ausdruck einer gesteigerten kutanen Perfusion. Es konnte gezeigt werden, dass die
beschriebene voriibergehende Abblassung nicht durch Anderungen der kutanen
Mikrodurchblutung, etwa einer Abnahme derselben, hervorgerufen wird. Vielmehr
zeigten die Fluxmessungen mit dem LDI, dass sich die kutane Mikrodurchblutung
unmittelbar nach Entfernung der Octan- und Cumolpflaster, nicht jedoch nach
Aceton, zeitgleich zunachst deutlich steigerte war und dann stetig wieder abnahm. 30
Minuten nach Abnahme der Pflaster waren die Ausgangswerte nahezu wieder
erreicht. Aceton induzierte nahezu keinen Fluxanstieg. Nach 24h lagen die Fluxwerte
bei Cumol wieder im Ausgangsbereich, wahrend bei Octan ein erneuter Anstieg
verzeichnet wurde, so wie es auch in den anderen Untersuchungen in den
Projektphasen beobachtet wurde, (biphasischer Erythemverlauf bei Octan) wieder
leicht angestiegen waren (Abb. 4). Die Chroma-a*-Werte zur Erythemquantifizierung
zeigten einen ahnlichen Verlauf. Es handelt sich daher beim Whitening
wahrscheinlich um ein optisches Phanomen, welches durch eine fliichtige Anderung
der Lichtbrechung, hervorgerufen durch eine starke Austrocknung und
Strukturanderung des normalerweise korbgeflechtartig konfigurierten Stratum
corneums, verursacht wird. Eine Restitution tritt nach Kontakt zur Umgebungs-
Luftfeuchtigkeit innerhalb von 30 Minuten ein. Die bekannte Fahigkeit der
Substanzen zur Lipidextration scheint hingegen fir dieses optische Phanomen eher
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eine untergeordnete Rolle zu spielen (52), da hierdurch die beobachtete spontane
Restitution innerhalb von 30 Minuten nicht zu erklaren ist.

Untersuchungen zur Evaluation des kumulativen Irritations-Potentials im
repetitiven offenen und okklusiven Irritationstest (Einzelversuche 3-4, s.
Anhang).

Methoden

Es wurden die Substanzen Cumol, Toluol, Octan, Nonan, 2-Methoxypropanol und
DEGBE im Vergleich zum Positiv- bzw. Negativstandard (SLS und Aqua dest.) in
einem permutierenden Randomisierungsschema an der rechten bzw. linken
paravertebralen Rickenhaut (jeweils 4 pro Reihe, d.h. je 2 paravertebral) von 20
Probanden getestet. Die Applikationen erfolgten 2xtgl. fir jeweils 10 Minuten im
Abstand von 3 +/- 1h an 11 Tagen, mit Abschlussmessungen an Tag 12 und mit
Pause am Wochenende und somit maximal 18 Einzelapplikationen. Aufgrund der
Vielzahl der Applikationen und der Aufwandigkeit der Messungen konnten jeweils
maximal 6 Probanden in einem Durchgang a 2 Kalenderwochen getestet werden.

Die Substanzen wurden im Falle der offenen Applikation auf Filterplattchen mit 18
mm Durchmesser in einer Menge von 240ul Mikrolitern mittels einer geeichten
Eppendorfpipette aufgebracht. Aufgrund des unterschiedlichen Dampfdruckes bei
Korpertemperatur war ein Nachpipettieren in unterschiedlichem Ausmal} erforderlich
(Octan und Toluol zweimal, alle anderen 1x pro 10 Minuten). Im Falle der okklusiven
Applikation wurden entsprechende Mengen der Substanzen auf der kontralateralen
Ruckenseite auf Filterpapierscheiben unter gro3en Finnkammern appliziert, die
ihrerseits durch Deckpflaster fixiert wurden (Abb 5). Der visuelle Score (s.u.) wurde
taglich vor der ersten Applikation erhoben. An den Tagen Montag, Mittwoch und
Freitag erfolgten ferner hautphysiologische Messungen: Hautfeuchtigkeit
(Corneometrie), TEWL und Chromametrie.

An den Tagen 5 und 12 wurde ferner die Mikrodurchblutung mittels Laser Doppler
Imaging (LDI) gemessen.

Sofern ein Einzelkriterium eines Testfeldes im klinischen Score den Wert 3 erreichte,
wurden die Applikationen vorzeitig beendet und die Abschlussmessungen
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durchgefiihrt, die nachfolgend fir das betreffende Feld fortgetragen wurden (,last
value carried forward“). Die Abbriche wurden gezahlt und gingen ebenfalls in die
Endbewertung ein.

Es wurden folgende Testkammern flr die okklusive Applikation verwendet:
FinnChambers® extra large (Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finnland, Innendurchmesser
18 mm) mit zugehdrigen Filterpapierscheiben, diese mit einem Volumen von 240
Mikrolitern der unverdinnten Irritantien beflliten Kammern wurden mit einem
Deckpflaster (Fixomull stretch®, BSN medical GmbH, Hamburg) wahrend der
Applikationszeit fixiert.

Es wurde der folgende klinische Irritationsscore fur kumulative Irritation verwendet:

ESCD Score fur kumulative Irritation (50)

Erythem
0 kein
0,5 sehr schwach/fraglich
1 schwach, fleckférmig oder diffus
2 mafig
3 deutlich
Trockenheit/Oberflache
0 keine Reaktion
0,5 glanzende Oberflache
1 leichte Rauhigkeit/Trockenheit und/oder Texturveranderung
2 mafige Rauhigkeit/Trockenheit
3 deutliche Rauhigkeit/Trockenheit
Schuppung
0 keine
1 angedeutet/leicht
2 mafig
3 deutlich, groRe Schuppen
Odem

0 kein
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angedeutet/leicht
mafig
deutlich

WN —~

Fissuren

keine

feine/angedeutete

breite

deutliche Fissurenbildung mit Hamorrhagie und/oder
Exsudation

WN -0

Die Punktwerte werden addiert und bilden den Summenscore.

Klinisches Abbruchkriterium: Sofern ein Einzelkriterium eines Testfeldes im
klinischen Score den Wert 3 erreichte, wurden die Applikationen nur in dem
betroffenen Feld vorzeitig beendet und die Abschlussmessungen durchgefihrt. Die
letzten Werte wurden nachfolgend flr das betreffende Feld fortgetragen (,last value
carried forward“) mit Ausnahme der Versuche 9 und 11 (hier Berechnung von
,missing values®). Die Abbriche werden gezahlt und gingen ebenfalls in die
Endbewertung ein.

Ergebnisse
Insbesondere Cumol, aber auch Octan induzierte bei der Mehrzahl der Probanden

wahrend der Applikation unangenehmes Brennen und Juckreiz, bei okklusiver
Applikation deutlicher als bei offener, welches am Ende der Applikationszeit von
einem Uber das Areal hinausreichenden Erythem begleitet war (Abb. 6). Die akuten
subjektiven Missempfindungen waren interindividuell deutlichen Unterschieden
unterworfen. Eine urspriinglich angestrebte Applikationsdauer von 15 Minuten erwies
sich als nicht tolerabel, da fur ca. 30% der Probanden die Missempfindungen nach
10 Minuten zunahmen und als unangenehm empfunden wurden. In geringerem
Ausmald induzierten auch Toluol und Nonan ahnliche Missempfindungen, wahrend
die Glykolether keine Akutwirkungen erkennen lielen. Die akuten Reaktionen
klangen innerhalb der nachfolgenden 30 bis 60 Minuten vollstandig ab und waren
anschlielend, je nach Empfindlichkeit und Applikationshaufigkeit, von klinischen
Zeichen der kumulativen Irritation wie auf das Testraeal begrenztes Erythem,
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Trockenheit und nachfolgend Schuppung gekennzeichnet. Bei Octan war der
Erythemverlauf typischerweise biphasisch (s. Ergebnisse zu Einzelversuch 7).

Bezlglich der kumulativen Irritationswirkung zeigte Octan das deutlichste
Irritationspotential, gefolgt von Nonan, sowohl bei offener als auch bei geschlossener
Applikation, mit interindividuellen Unterschieden in der Empfindlichkeit. Bei der
offenen Anwendung gab es deutlich weniger Unterschiede zwischen den Substanzen
als bei der geschlossenen Anwendung. Octan und Nonan waren auch am starksten
Erythem-induzierend. Auch konnte bei diesen beiden Substanzen vereinzelt eine
Odembildung beobachtet werden. Octan und Nonan fiihrten beide zu einer auch
corneometrisch quantifizierbaren Hautaustrocknung, die Uber derjenigen von SLS
lag, was sowohl aus den Ergebnissen des klinischen Scores (Abb. 7) als auch aus
den Ergebnissen der Corneometrie (Abb. 8) hervorging. Einzelne vorzeitige
Abbriiche der Irritation waren vornehmlich bei Octan, gefolgt von SLS, notwendig.
Cumol und Toluol trockneten ahnlich stark aus wie SLS. Im Summenscore (Abb. 9)
war zu erkennen, dass Octan und Nonan deutlich starker irritieren als SLS und die
beiden Aromaten. Die Ergebnisse der Chromametrie (a*-Werte) korrelierten mit
denjenigen des isolierten Erythemscores als Bestandteils des kumulativen
Irritationsscores. Bei den TEWL-Messungen zeigten sich bei offener Applikation
keine nennenswerten Veranderungen. Bei geschlossener Applikation wurden nur fir
Octan und Nonan an Tag 12 geringfugige Anstiege ggu. den Ausgangswerten
verzeichnet, die allerdings von SLS deutlich Ubertroffen wurden. Die beiden
Glykolether zeigten bis auf eine leichte Austrocknung keine Irritationswirkung.

Deshalb wurde bei 8 weiteren Probanden nur mit den beiden Glykolethern noch ein
ebensolcher orientierender okklusiver Irritationstest mit einer 2xtgl. 30 mindtigen
Applikationsdauer durchgeflihrt. Dieser hatte das Ziel zu prifen, ob sich unter
verlangerten Expositionszeiten nur fir diese beiden Substanzen eine geeignete
Irritationswirkung induzieren lasst. Auch nach dieser verlangerten Applikationszeit
kam es nur zu Austrocknung, die klinisch von einem Whitening unmittelbar nach
Applikationsende und corneometrisch in einer leichten und stetigen Abnahme der
Hydratationswerte (AU) des Stratum corneum zeigten (Abb. 10). Die beiden
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Glykolether wurden daraufhin als nicht ausreichend irritierend bewertet und von
weiteren Versuchen ausgeschlossen.

Basierend auf der Beobachtung, dass die Lésungsmittel neben Veranderungen im
Summenscore vornehmlich zu einer Abnahme der Stratum corneum-Hydratation
fuhren, wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Austrocknung mdglicherweise der
entscheidende Faktor sein konnte, der die Haut bei Co-Exposition zu wassrigen
Irritantien besonders fur deren Irritationswirkung empfindlich macht. Um dies zu
untersuchen, wurde ein zusatzlicher Pilotversuch unternommen, in welchem bei 11
Probanden in bekannter Weise tber 5 Tage 2x tgl. 10 Minuten okklusiv ggi. Octan,
Nonan, Cumol und Toluol im Vergleich zu Aqua als Negativkontrolle exponiert
wurden, gefolgt von einer einmaligen Applikation von 0,2% SLS an Tag 8 auf diesen
Feldern fir 21h (Einzelversuch 5, s. Anhang). 3h nach Pflasterabnahme erfolgten
Bewertung und Messungen. Hierbei zeigte sich jedoch im Vergleich zum nur mit
Aqua vorbehandelten Feld auf den mit Lésungsmitteln vorirritierten Feldern nicht ein
starkerer, sondern schwéacherer Irritationseffekt, sowohl anhand des Summenscores,
als auch anhand der Corneometer-Werte. Der Versuch wurde daraufhin nicht an
einer groReren Probandenanzahl fortgefuhrt. Die eingangs gestellte Vermutung liel3
sich in dem gewahlten Design dieses Pilotversuchs somit nicht bestatigen.

Die offene Applikation erbrachte eine weniger gute Diskrimination der Substanzen
wegen nur geringer Irritationseffekte. Sie erwies sich auch als wenig standardisierbar
aufgrund des durch den unterschiedlichen Dampfdruck und die leicht variable
Hautoberflachentemperatur ~ unterschiedlichen =~ Verdampfungsverhaltens  der
verschiedenen Substanzen. Die Methode der repetitiven offenen Applikation wurde
daher fur die weitere Methodenentwicklung verlassen (Ausnahme Einzelversuche 13
und 14). Zu beobachten war ferner, dass es durch die ,Wochenendpause“ im Modell
an Tag 8 im Vergleich zu Tag 5 zu einem voribergehenden Abfall der Parameter
kam, da die bereits induzierte kumulative Irritation teilweise wieder abklang. Da eine
nicht-kontinuierliche Irritationsentwicklung weniger gunstig fur die Beurteilung der
Schutzwirkung von Externa war, wurde fortan eine Modifikation des Modells
dahingehend vorgenommen, dass die Applikationen nunmehr durchgangig an 11
Tagen erfolgten. Des weiteren wurde die Modellentwicklung auf Wunsch des
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Forschungsbegleitkreises auf Octan und Cumol als Standardirritantien fokussiert, da
fur das Projekt ausschlieldlich rein lipophile Substanzen (organische Losungsmittel)
gewulnscht wurden. Demgegenuber wurden amphiphile Substanzen wie Aceton, oder
die Carbonsaure Pelargonsaure nicht favorisiert, sondern allenfalls als
Vergleichssubstanzen in der Modellentwicklung empfohlen. Fur Toluol galt, dass es
nur zu Vergleichszwecken noch in einigen Untersuchungen verwendet werden sollte,
aufgrund der eingangs erwahnten EU-Einstufung der Substanz.

Es folgte im Rahmen der Modelloptimierung ein ausschliel3lich okklusiver
repetitiver Irritationstest iiber 11 Tage ohne Unterbrechung
(Einzelversuch 6, s. Anhang)

Methoden

Es wurden die Substanzen Octan und Cumol, sowie Aceton im Vergleich zu SLS und
Aqua in beschriebener Weise verwendet (n = 20). Zusatzlich wurde im Sinne eines
Pilotversuches exemplarisch ein fir den Schutz vor Lésungsmitteln ausgelobtes
Hautschutzprodukt eines bekannten Herstellers (willklirliche Auswahl durch die
Projektnehmer) in einem Volumen von 0,05 ml pro Testfeld fur 10 Minuten vor der
anschlielRenden Irritation auf zusatzlichen Testarealen offen appliziert und einwirken
lassen.

Ergebnisse
Im Wesentlichen wurden die Ergebnisse des vorangehenden Versuches in Bezug

auf das Irritationsranking der Loésungsmittel reproduziert. Die kumulative
Irritationswirkung von Cumol war erneut deutlich geringer als diejenige von Octan. Es
wurde das Ziel eines kontinuierlicheren Anstieges der Parameter erreicht (Abb.11).

Bezuglich des verwendeten Hautschutzproduktes zeichnete sich kein Nachweis einer
Schutzwirkung ab. Vielmehr kam es zu einer verstarkten Irritationswirkung sowohl fur
Octan als auch fur Cumol. Die Probanden klagten auf den vorbehandelten Feldern
bereits wahrend der Applikation Uber verstarkte Missempfindungen, was mit einer
vergleichsweise deutlicheren Auspragung des Soforterythems korrelierte. Auch die
kumulative Irritationswirkung war auf den vorbehandelten Lésungsmittelfeldern
deutlicher ausgepragt als auf den ausschlieBlich irritierten Vergleichsfeldern. Es
waren daher vermehrt vorzeitige Abbriche im Vergleich zu den ,ungeschutzten®
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Feldern erforderlich. Als mdgliche kunftige Zielparameter wurden in erster Linie der
klinische Summenscore und die Hornschichthydratation in der Corneometrie
diskutiert. Der TEWL wurde hingegen bereits als ungeeignet bewertet. Es zeigte sich
erstmals, dass Hautschutzmittel die Irritationswirkung auch verstarken konnen.

Um das kumulative Irritationspotential einer alternierenden Exposition zu lipophilen
und hydrophilen Irritantien mit derjenigen einer jeweils ausschliel3lichen Exposition zu
den einzelnen Irritantien zu vergleichen, wurde ein verkurzter repetitiver okklusiver
Tandem-Irritationstest mit den lipophilen Standardirritantien Octan bzw. Cumol
und SLS durchgefluhrt (Einzelversuch 12, s. Anhang).

Methoden

In einem okklusiven repetitiven Tandem-Irritationstest (19) wurden die Substanzen
Cumol (C) und Octan (O) entweder ausschliellich jeweils 2x taglich oder alternierend
mit SLS (SLS vor-, C/O nachmittags) in einem permutierenden
Randomisierungsschema an der paravertebralen Ruckenhaut von 29 Probanden
getestet. Die Ergebnisse wurden mit denjenigen von ausschlielBlich 2x taglich mit
SLS bzw. mit C/O irritierten Testfeldern verglichen. Ein mit Aqua dest. behandeltes
Testfeld diente als Negativkontrolle (K). Hieraus resultierten auf 6 Testarealen
folgende Behandlungen: SLS/SLS, C/C, O/O, SLS/C, SLS/O, K/K. Die Applikationen
erfolgten 2xtgl. fur jeweils 10 Minuten, im Abstand von 3 +/- 1h, an 4
aufeinanderfolgenden Tagen, sodass daraus 8 Einzelapplikationen resultierten. Nach
Entfernung der Testkammern wurden die Testareale wie Ublich offen gelassen und
von Kleidung bedeckt. Die kumulative Irritation wurde an den Tagen 1-4 vor der
ersten Irritation und an Tag 5 mit den genannten hautphysiologischen
Standardparametern und dem o.g. klinischen Irritationsscore quantifiziert. Die
statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Version 16.0 unter Verwendung des nicht-
parametrischen Friedman- bzw. Wilcoxon Tests. Aufgrund multipler Paarvergleiche
erfolgte eine Alphaadjustierung nach Holm-Bonferroni.

Ergebnisse:
Die Datensatze von 27 Probanden gelangten zur Auswertung. In Bezug auf die
chromametrisch bestimmte Hautrétung und den visuellen Summenscore induzierten
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an Tag 5 die Behandlungskombinationen SLS/O die ausgepragtesten Effekte, vor
O/O (Unterschied n.s.) (Abb. 12 und 13). Das allein mit SLS/SLS behandelte Areal
zeigte in diesen Parametern an Tag 5 einen geringeren lIrritationsgrad als die
Behandlungen SLS/O (p<0,05) und als O/O (n.s.).

Ebenso fielen an Tag 5 die klinisch erfasste lIrritation und die Hautrétung auf dem
alternierend behandelten Feld mit SLS/C deutlicher aus als bei C/C (p<0,05). Im
Vergleich zum allein mit SLS/SLS behandelten Areal fielen die klinisch erfasste
Irritation und die Hautrétung bei der alternierende Exposition mit SLS/C ebenfalls,
analog zu Octan, deutlicher aus, hier war der Unterschied allerdings n.s.. Die
wechselnde Exposition zu SLS/O und diejenige zu SLS/C induzierte somit an Tag 5
jeweils eine starkergradige klinische lIrritation, als die jeweiligen Irritantien allein,
wenn auch die Unterschiede nicht immer signifikant waren.

In Bezug auf die Stratum-corneum Hydratation flihrten an Tag 5 ebenfalls die
alternierenden Expositionen zu den Lésungsmitteln und SLS (SLS/O bzw. SLS/C) zu
deutlich starkeren Abnahmen der Hautfeuchtigkeit als die Exposition zu den
jeweiligen Substanzen allein (Abb. 14). Die Unterschiede zwischen SLS/O vs. O/O
bzw. SLS/C vs. C/C erreichten dabei auch nach Alpha-Adjustierung
Signifikanzniveau. Anders verhielt es sich mit dem TEWL (Abb 15). Hier fuhrte die
Exposition zu SLS/SLS an Tag 5 zu der deutlichsten Zunahme im Sinne einer
Barrierestorung. Die jeweilige alternierende Exposition SLS/O bzw. SLS/C induzierte
zwar ebenfalls eine deutliche, aber signifikant geringer ausgepragte Barrierestérung
als SLS/SLS. Die alleinige Exposition zu den lipophilen Irritantien (O/O bzw. C/C)
induzierte an Tag 5 im Vergleich zum Ausgangswert zwar einen sehr geringen, aber
dennoch statistisch signifikanten Anstieg des TEWL. Allerdings war im Vergleich zum
Ausgangswert auch bei der Negativkontrolle ein geringer, aber signifikanter Anstieg
uber die Zeit zu verzeichnen.

Die Ergebnisse bestatigten damit teilweise diejenigen einer ahnlichen Studie mit
alternierender Exposition zu Toluol und SLS im Vergleich zu SLS bzw. Toluol allein
(15). Anders als bei der zitierten Studie wurde im aktuellen Versuch aber keine
uberadditive Barrierestorung mittels TEWL durch alternierende Exposition zu den
hier untersuchten Losungsmitteln und SLS nachgewiesen. Unterschiede kdnnen
einerseits durch substanzspezifische Eigenschaften hervorgerufen werden.
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Andererseits sind methodische Unterschiede (Ricken vs. Unterarm, Kammersystem,
anderer visueller Score) und die Mdglichkeit unterschiedlich empfindlicher Kollektive
bei solchen Stichprobenumfangen zu bedenken. Die Ergebnisse zeigen erneut, dass
Lésungsmittel allein, im Vergleich zu Detergentien wie SLS, keine nennenswerte
Barrierestorung hervorrufen (auch wenn der geringe Anstieg statistisch signifikant
war), solange die Irritation nicht so stark ist, dass epidermale Defekte auftreten, die
dann zwangslaufig zu einem (im Einzelfall) erheblichen TEWL-Anstieg fihren. Durch
konsequente Anwendung der Abbruchkriterien wurden epidermale Defekte im
aktuellen Versuch ausgeschlossen. Das Auftreten eines geringen, aber signifikanten

Anstiegs des TEWL im Kontrollareal schrankt die Interpretation der TEWL-
Ergebnisse auf den Feldern O/O und C/C ein, da es sich hierbei moglicherweise um
klimatisch bedingte Artefakte handelte.

Die hier untersuchten Lésungsmittel verursachten bei Co-Exposition SLS jedoch eine
deutlich starkere Dehydratation als die Losungsmittel oder SLS allein, und auch im
Hinblick auf die klinische Irritation und die chromametrisch quantifizierte Hautrétung
waren deutlichere Effekte bei den kombinierten Expositionen zu verzeichnen. Bei
einer kombinierten Exposition sind in Bezug auf die zu erwartenden
Irritationswirkungen somit niedrigere Ausléoseschwellen flr Hautschadigung durch
Austrocknung zu erwarten.

3.3. Arbeitspaket 3

Fir die Entwicklung des Prifverfahrens fur Hautschutzmittel als humanes in-vivo-
Modell wurden fortan kommerzielle Hautschutzmittel des entsprechenden
Marktsegmentes einbezogen. Es war zu prifen, ob im entwickelten Modell anhand
der verwendeten Zielparameter eine unterschiedliche Schutzwirkung von
kommerziellen Hautschutzprodukten nachgewiesen werden kann und ein damit ein
vergleichendes Produktranking mdglich ist. Ferner sollte anhand des Summenscores
und der Corneometrie gepruft werden, ob sich ein ,Hautschutzfaktor® berechnen
lasst.

Methoden
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Es wurde, nach einer Pilotstudie mit 5 Probanden, eine doppelblinde (,,blind
investigator”“), kontrollierte und randomisierte, repetitive okklusive
Irritationsstudie unter Einbeziehung 6 kommerzieller Hautschutzprodukte
(HSP) durchgefuhrt (Einzelversuche 8 und 9, s. Anhang), die durch den
Projektbegleitkreis ausgewahlt und durch die Apotheke des Universitatsklinikums
Jena verblindet und codiert in neutralen Behaltern an die Klinik fur Hautkrankheiten
geliefert wurden. Als Losungsmittel werden Octan und Cumol im Vergleich zu Aqua
und SLS verwendet. Uber 11 Tage wurden 2xtgl. jeweils 0,05 ml der HSP 1-6 pro
Testfeld gemal Randomisierungsschema mittels einer 1ml-graduierten Einmalspritze
appliziert und mit dem behandschuhten Finger in kreisenden Bewegungen
gleichmalig im 18 mm groRen Testareal verteilt. Die HSP wirkten flr 10 Minuten ein.
AnschlieBend wurden die Ldsungsmittel und die Kontrollsubstanzen in bereits
beschriebener Weise flir 10 Minuten okklusiv appliziert. Auf 2 zusatzlichen nur
irritierten Feldern wird jeweils nur Cumol bzw. Octan appliziert. Insgesamt ergaben
sich damit 16 Felder: SLS, Aqua, Cumol jeweils unbehandelt, 6 Felder Cumol + HSP
1-6; Octan unbehandelt, 6 Felder Octan + HSP 1-6.

An Tag 12 erfolgten die Abschlussbewertungen bzw. Abschlussmessungen.

Der visuelle Score wurde vom verblindeten Untersucher taglich vor der Applikation
erhoben. Der Untersucher hatte keine Einsicht in die Randomisierungsplane und
nahm am Applikationsvorgang durch eine strikte raumliche Trennung der Vorgange
nicht teil.

Die Messungen von Erythem (Chromametrie) und Stratum corneum-Hydratation
(Corneometrie) wurden durch die MTA durchgeflihrt und erfolgten ebenfalls taglich
vor der ersten Applikation. Zusatzlich wurden an den Tagen 1, 5 und an Tag 12
(alternativ am Abbruchtag) Messungen des TEWL durchgeflihrt. Vorzeitige Abbriche
von Feldern durch Erreichen der Abbruchkriterien gingen ebenfalls in die
Bewertungen ein. Von jeder Probandengruppe (5-6 pro 12 Tage) wurden zwei
ausgewahlt und deren Hautreaktionen taglich im Verlauf fotografisch dokumentiert.

Die Datensatze wurden statistisch in externer Beauftragung durch Dr. Menne Biomed
Consulting, Tubingen, ausgewertet. Der ausfihrliche statistische Bericht und die
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Detailerlauterung zu den Methoden wurde dem Zwischenbericht 2 beigefligt und liegt
der DGUV vor. Alle hier berichteten p-Werte wurden nach Tukey auf ,multiples
Testing® korrigiert, sind also konservativ.

Die Daten der Corneometrie (Auswertung der Mittelwerte der Mehrfachmessungen)
wurden einer Mixed Model Analyse (package Ime4, Funktion Imer)(54) unterworfen
unter Anwendung der Formel:

fixed = corneo ~ time = irr * treat, random = ~ timesubject/patch

Dabei steht die Zielvariable corneo flr die gemessenen Corneometriewerte. Sie
werden modelliert durch die Parameter time, irritanz, treatment, sowie die ID des
Probanden subject. Dies bedeutet, dass man eine Voraussageformel ableitet, bei der
die Zielvariable mit mdglichst geringem Restfehler (residual) aus den Parametern
vorhergesagt werden kann (prediction). HO steht fiur ,kein Schutzmittel (nur irritiertes
Feld).

Die Mixed Model-Analyse geht, vereinfacht dargelegt, wie folgt vor: Fir jedes
Testareal jedes Probanden wird eine lineare Regressionsgerade durch die
Zeitpunkte bestimmt. Fur jede Hautstelle wird demzufolge eine Steigung (,Anderung
pro Tag“) und einen Achsenabschnitt errechnet, der den unwichtigen geschatzten
Wert am Tag 0 ergibt. Es werden demzufolge nicht direkt Differenzen zum
Ausgangswert (,Baseline®) ausgewertet; da man dabei den Messpunkt am Tag 0 als
,objektiv richtig und fehlerfrei ansehen wuirde- er ist aber potentiell genauso
Jfehlerbehaftet* wie die anderen Punkte.

Die ermittelten Steigungen (Anderung pro Tag) sind die Messwerte, die ausgewertet
werden, und dienen unter BeruUcksichtigung der Tatsache, dass viele davon am
gleichen subject gemessen wurden, als Basis fur die Statistik. Bei der Berechnung
wird zusatzlich berucksichtigt, dass die Messwerte innerhalb einer Versuchsperon
starker korrelieren, als zwischen Versuchspersonen (within-subject vs. between-
subject).
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Es wird hierbei demzufolge eine ,quasi-lineare” Regressionsgrade bestimmt pro
Testfeld pro Proband durch die Zeitpunkte 0-11 (Tage), wobei dann die Steigung der
Anderung pro Tag entspricht.

Die Daten der Chromametrie wurden mit folgender Mixed Model Analyse
ausgewertet:

fixed = chroma ~ time = irr, random = ~ time subject/patch

Die Daten der Tewametrie wurden ebenfalls einer Mixed Model Analyse unterworfen
unter Anwendung der Formel:

fixed = tewa ~ time = irr = treat, random = ~ 1/subject/patch

Fir die Beschreibung der Summenscores (Ergebnis des kumulativen klinischen
Irritationsscores) wurde die quasi-kontinuierliche MessgroRe Summenscore auf eine
dichotome MessgrofRe (Ja/Nein, 0/1) transformiert, die man bei Werten oberhalb
einer gewahlten Schwelle (threshold) auf 1, darunter auf 0 setzt. Die Wahl der
Schwelle ist dabei entscheidend flir das Ergebnis, denn es missen genigend
Messwerte oberhalb der Schwelle vorhanden sein. Flr die Auswertung wurden die
Schwellen 1,0; 1,5 und 2 des Summenscores vergleichend verwendet. Aus der
Dichotomisierung ergibt sich prinzipiell eine S-férmige Kurve, die per Logit
Transformation in eine Gerade transformiert werden kann. Die Gleichung kann
mittels eines Generalized Linear Models erfolgen, welches hier verwendet wurde,
wobei die die Funktion Imer im Package Ime (55) untersucht wurde:

Lme (crit ~ time = treat = irr - time : treat : irr + (1/subject / patch), family = binomial

Dabei ist crit der Zielparameter, also der 0/1 Wert fur ,Uberschwellig“. Anhand von
Dosis-Wirkungskurven kann hierbei der Parameter day50 kalkuliert werden. Dies ist,
in Analogie zum Parameter LD50 bei pharmakologischen Tests, der Schatzwert flr
die Anzahl der Behandlungstage, an dem 50% der Probanden Summenscores uber
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wahlbaren Schwellenwert (0,5; 1; 1,5) erreicht oder Uberschritten haben. Day50
erlaubt damit einen Vergleich der Wirksamkeit. Aus dem Verhaltnis von day50 der
,geschutzten” Testareale im Verhaltnis zu den nur mit den lipophilen Irritantien
behandelten = Kontrollfeldern lassen  sich  zudem  Schutzfaktoren  mit
Konfidenzintervallen errechnen.

Ergebnisse
In die Auswertung flossen 20 Datensatze von 23 eingeschlossenen Probanden ein.

Die Vertraglichkeit war, aufgrund der héheren Anzahl der Loésungsmittelfelder,
geringer ist als in den Vorversuchen. Es kam insgesamt vermehrt zu subjektiven
Missempfindungen der Probanden wahrend der Applikation. Dies manifestierte sich
vorwiegend in den ersten drei Versuchstagen und fihrte bei 2 Probanden zu einem
Abbruch der Studie (drop out, ein weiterer drop out aus nicht studienbezogenen
Grinden). Wie bereits in den Vorversuchen zeigte sich, dass nach ca. 3 Tagen eine
Abnahme der Sofortreaktionen und der Missempfindungen eintrat. Ebenfalls in
Bestatigung der Beobachtungen aus den Vorversuchen zeigte sich erneut eine
interindividuelle Variabilitat der Empfindlichkeit ggu. den Irritantien.

Die Verblindung der Produkte wurde bis dato beibehalten, da es in diesem Abschnitt
nicht Ziel der Modellentwicklung war, einzelne Produkte oder Hersteller zu bewerten.

Corneometrie: Keines der 6 untersuchten kommerziellen Hautschutzprodukte zeigte
eine Schutzwirkung vor Austrocknung durch Cumol und Octan. Fir Cumol war die
Abnahme bei 4 von 6 Hautschutzprodukten im Vergleich zum Ausgangswert
signifikant, bei zweien allerdings als Hinweis auf eine maoglicherweise tendenzielle
Schutzwirkung insignifikant. Auf den mit Octan behandelten Feldern flihrten 2
Hautschutzprodukte allerdings zu einer signifikanten Verstarkung der Austrocknung
im Vergleich zum ungeschutzten Octanfeld und verschlechterten den Hautzustand
(Abb. 16).

Chromametrie: Unter der Irritation mit Octan zeigte sich, im Gegensatz zum mit SLS
behandelten Kontrollareal, kein monotoner Trend im Sinne eines Anstieges. In den
ersten Tagen trat eine leichte Erhdhung des Chroma-a* Wertes auf, der aber im
weiteren Verlauf der Studie rucklaufig war. Cumol induzierte keine signifikanten
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Anderungen. Die Chromametrie lieferte weniger trennscharfe Messdaten als die
Parameter Summenscore und Corneometrie. Die Chromametrie erwies sich somit als
kaum geeignet zur Untersuchung der Schutzwirkung vor Lésungsmittel-induzierter
Irritation.

Tewametrie: Beide Irritantien induzierten abermals keinen signifikante Anderung des
TEWL Uber die Zeit, sodass erneut bestatigt wurde, dass dieser Parameter zur
Untersuchung von Losungsmittel-bedingter Irritation und Untersuchung der
Schutzwirkung von Hautmitteln nicht verwendet werden kann.

Summenscore: Alle Hautschutzprodukte hatten bei der Bewertung des
Summenscores mit einer Schwelle von 1,5 einen signifikant kleineren Wert fur day50
als HO (=kein Schutz), waren also eher schadlich (Abb. 17). Alle errechneten
~Schutzfaktoren“ waren kleiner 1 (gleichbedeutend mit ,kein Schutz®). Den ,besten®
Schutzfaktor wies Produkt HSP 3 gegen Octan und Cumol auf (Tab. 1). Betrachtet
man das Produktranking, welches sich aus der Corneometrie und aus dem
Summenscore ergibt, zeigte sich flr beide Parameter dieselbe Produktreihenfolge
(H3 ,am besten®, H2 und H5 ,am schlechtesten) (Abb. 18 und 19). Bei explorativer
Auswertung der Anzahl der vorzeitigen Feldabbriiche zeigte sich ebenfalls, dass H2
und H5 gegenuber Octan ungeschitzt (=HO) zu einer vermehrten Anzahl an
Abbrichen (Irritationsverstarkung) und dass H2 gegenuber Cumol ungeschutzt zu
mehr Abbrichen fuhrte (Tab. 2).

Zusammenfassend zeigten somit nur gegentber Cumol 2 HSPe eine tendenzielle,
jedoch noch nicht signifikante, Schutzwirkung vor Austrocknung. Es zeigte sich eine
Korrelation der Ergebnisse der verschiedenen Parameter. Das Modell erlaubte ein
Produktranking und identifizierte 2 ,hautschadliche® ,Hautschutzmittel. Es musste in
Betracht gezogen werden, dass der fehlende Wirksamkeitsnachweis in Bezug auf
den klinischen Irritationsscore, insbesondere auf das Irritans Octan, der willkirlichen
Auswahl verfligbarer Marktprodukte zuzuschreiben war (,zufallig wurden 6
unwirksame Produkte ausgewahlt’). Insofern war zu berilcksichtigen, dass eine
andere Auswahl moglicherweise ein wirksames Produkt hatte enthalten konnen.

Das Modell wurde nochmals einer kritischen Methodenprifung unterworfen. In Bezug
auf die experimentelle Exposition wurde diskutiert, inwieweit die durch die Art der
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Applikation (okklusiv) und die Dauer und Haufigkeit der Einwirkung erzielte
Irritationswirkung mit derjenigen einer naturlichen repetitiven Exposition am
Arbeitsplatz gleichgesetzt werden kann. Eine moglicherweise vorhandene, wenn
auch schwache Schutzwirkung von Externa kénnte durch eine zu intensive
Irritationswirkung maskiert werden. In diesem Falle wirde das Modell der
Produktwirkung nicht gerecht werden. Bei dieser methodenkritischen Diskussion
wurde sowohl die kumulative Gesamtirritation (Endpunktbetrachtung) als auch die
Intensitat der Einzelirritation nochmals kritisch betrachtet. Eine Reduktion der
Einzelexpositionszeit wurde verworfen, da die Irritationseffekte auf den ausschliellich
irritierten Feldern zu schwach ausfielen. Bei Reduktion der Einzelexpositionszeiten
ware die Anzahl der taglichen Expositionen auf mindestens 3 pro Tag anzuheben
gewesen. Dies wurde aufgrund der fehlenden Praktikabilitat verworfen. Zu bedenken
war, dass eine direkte Korrelation der modellhaften Expositionsverhaltnisse zu realen
Arbeitsplatzverhaltnissen grundsatzlich schwierig ist. Es galt jedoch bei der weiteren
Modellentwicklung zu untersuchen, ob die unter 2x tgl. okklusiver Exposition erzielte
Irritationswirkung mit derjenigen einer (noch o6fteren) offenen Exposition, wie sie an
Arbeitsplatzen vorherrscht, approximativ vergleichbar ist, oder ob der erreichte
Irritationsgrad im Modell unrealistisch hoch ist. Erkenntnisse, wie oft im Arbeitsalltag
mit einer repetitiven Exposition zu lipophilen Irritantien zu rechnen ist, lagen den
Projektnehmern nicht vor. Es kann unterstellt werden, dass eventuell ermittelbare
Expositionszeiten sehr arbeitsplatzspezifisch und interindividuell unterschiedlich
waren. Derartige Ermittlungen wurden nach Kenntnis der Projektnehmer bisher nicht
durchgefuhrt, waren jedoch als sinnvoll zu erachten.

Abgesehen von den im Modell gewahlten Grolien fur die Parameter Art, Dauer und
Haufigkeit der Irritantienexposition wurden weitere, mathematisch-methodische
Modifikationen im Bereich der Ergebnisauswertung diskutiert. Es zeigte sich bei der
beschriebenen Auswertung insofern eine methodische Schwierigkeit, als dass die
kalkulierten Dosis-Wirkungskurven den Schwellenwert day50 fur mehrere
Behandlungsfelder, insbesondere jedoch aber fur das nur irritierte Kontrollfeld (HO),
nicht innerhalb von 11 Tagen schnitten. Anstatt dessen musste der Wert day50
extrapoliert (mathematisch berechnet) werden und lag infolgedessen virtuell deutlich
hoéher als 11 (Tage) (Tab. 3). Hierbei spielte vor allem die deutliche interindividuelle
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Variabilitdt der Losungsmittelempfindlichkeit der Probanden eine entscheidende
Rolle, da bei Rekrutierung hautgesunder Personen ein relevanter Anteil von 10-20%
Lésemittel-unempfindlich ist (,non-responder®) und keine, oder nur eine sehr geringe,
kumulative Irritationswirkung gegenuber den lipophilen Irritantien Octan und Cumol
aufweist. Die zugrundeliegenden Ursachen unterschiedlicher Reagibilitdt sind flr
diese Substanzen bisher unklar. Ein Zusammenhang zum Vorliegen einer atopischen
Hautdisposition, wie sie fur das hydrophile Irritans und Tensid SLS beschreiben wird,
scheint flr lipophile Irritantien weniger deutlich vorzuliegen. Zumindest konnten in
den bei allen in den Projektschritten 2-4 erhobenen Atopiescores aller Probanden
keine Hinweise auf einen solchen Zusammenhang gefunden werden, da die
,empfindlichen“ Probanden nicht Uberzufallig haufig hdhere Atopiescores aufwiesen.
Um einen solchen maogliche Pradisposition exakter zu untersuchen, sind allerdings
gezieltere Studien an gréReren Kollektiven notwendig. Selektionsphanomene sind in
dem hier untersuchten Probandenkollektiven zu unterstellen, da sich fir in-vivo
Irritationstestungen eher Probanden mit unempfindlicher Haut zur Verfigung stellen.
Die untersuchte Stichprobe ist somit nicht reprasentativ fir die Grundgesamtheit, ein
Faktor, der insbesondere bei kleinen Untersuchungskollektiven Bedeutung hat.

Die gute Korrelation der Ergebnisse von Corneometrie und Summenscore im
Hinblick auf das Produktranking stellen ein Indiz dafiir dar, dass die Extrapolation der
day50 Werte zur Ermittlung eines solchen Rankings akzeptabel war.

Zur Vermeidung der Notwendigkeit beziehungsweise zur Verbesserung der Exaktheit
einer rechnerischen Extrapolation der day50 —Werte bestanden grundsatzlich
folgende Moglichkeiten:

a. Rekrutierung Lésemittel-empfindlicher Probanden durch Vorscreening zur
Reduktion des Anteils an non-Respondern.

b. Herabsetzen des day50 —Parameters auf einen day30- Wert.

c. Adaptation des Modells mit Verlangerung des Versuchszeitraumes solange,
bis wirklich 50% der Probanden den Schwellenwert erreichen, d.h.
Ausdehnung der Irritationstestung auf z.B. 20 Tage.

d. Modifikation der Abbruchkriterien
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Die Rekrutierung I6semittelempfindlicher Responder erschien dadurch gerechtfertigt,
als ein Hautschutzmittel im Arbeitsalltag weniger von den konstitutionell
unempfindlichen Individuen bendétigt wird, als vielmehr seine Schutzwirkung bei den
empfindlichen Individuen entfalten muss. Das Herabsetzen auf einen day30-Wert
schien ebenso unpraktikabel wie die Verlangerung des Modells auf eine tatsachliche
Dauer von mindestens 20 Tagen.

Es folgte daher eine weitere Studie, in der die Methoden leicht modifiziert wurden,
als 11-tagiger kumulativer okklusiver Irritationstest mit 4 kommerziellen
Hautschutzprodukten (HSP) an Octan-Respondern (Einzelversuche 10 und
11, s. Anhang)
mit dem Ziel einer weiteren Methodenoptimierung im Vergleich zum Vorversuch,
insbesondere im Hinblick auf die Auswertbarkeit. Ferner sollte geprift werden, ob die
Ergebnisse des Vorversuch innerhalb des Zentrums reproduzierbar waren.

Methoden
Der Vorversuch wurde mit folgenden Modifikationen wiederholt:

* Unter erneuter Verblindung wurden 4 der zuvor 6 untersuchten
Hautschutzprodukte einbezogen

* Einschlusskriterium: es wurden nur Octan-Responder nach einem
Vorscreening eingeschlossen (n = 20; vergl. Anhang |, Versuch 10). Hierfur
unterzogen sich die Probanden an einem Tag einer zweimaligen repetitiven
okklusiven Applikation von Octan. Am nachfolgenden Morgen wurde das
Applikationsareal visuell bewertet. Eingeschlossen wurden nur Probanden, die
mindestens einen Summenscore von 1,0 aufwiesen.

* Der Summenscore wurde modifiziert: Neu eingefuihrt wurde beim Erythem
zusatzlich die Bewertung ,4“ fur ,stark”. Die Abbruchkriterien wurden derart
modifiziert, dass nur noch ein Erythemscore von 4, ein Odem von 3 oder
Erosionen zum vorzeitigen Feldabbruch fihrten.

* Auf die Parameter Chromametrie und Tewametrie wurde verzichtet, da sie im
Vorversuch keine wesentlichen Erkenntnisse erbrachten.

* Die statistische Auswertung wurde modifiziert. Aus den geschatzten
Anderungen der Corneometriewerte wurden zusatzlich Corneometrie-
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Schutzwerte bestimmt. Ein Schutzmittel hat den Schutzfaktor ,2“, wenn eine
Anderung des Corneometriewertes mit Schutzmittel Hx doppelt so lange
braucht, wie die gleiche ohne Schutzmittel, also HO.

Die statistischen Methoden sowie die Detailergebnisse wurden im Report Lipolrr2
beschrieben, der als Anhang dem 2. Zwischenbericht beigefligt war und der DGUV
vorliegt.

Die Corneometrieergebnisse wurden mit einem Mixed-Model package Ime4, Funktion
Imer ausgewertet(54). Das verwendete Modell hat die Form:

fixed = corneo ~ time = irr = treat, random =~ timejsubject/patch

Dabei steht die Zielvariable corneo fir die gemessenen Corneometriewerte
(Auswertung der Originalwerte der Mehrfachmessung). Sie werden modelliert durch
die Parameter time, irritans, treatment, sowie die ID des Probanden subject. Als Test,
wie grol3 die Fehler durch die lineare Anpassung waren, wurde ein Plot der
Residualfehler verwendet.

Die Ergebnisse des Summenscores (visueller Score) wurden erneut mit einem
Generalized Linear Model berechnet. Fir die Schatzung des Modells wurde die
Funktion Imer im Package Ime verwendet (55). Das komplexeste Modell, das noch
stabile Anpassungen ergab, war

Ime(crit ~ time = treat = irr - time : treat : irr + (1jsubject/patch), family = binomial).

Bei der Auswertung dieser Studie wurde eine wesentliche Anderung im
Auswerteverfahren im Vergleich zum Vorversuch (Einzelversuch 9) vorgenommen.
Die Kurven wurden am ersten Tag, also beim Baseline-Wert, durch starke
nummerische Gewichte auf den Score-Wert 0 Uberbetont. Die ist aquivalent zur
Aussage: ,Wir gehen davon aus, dass vor der Behandlung mit hoher Sicherheit ein
unterschwelliger Score-Wert festlag, da wir Probanden mit normaler Haut
entsprechend ausgewahlt haben®.

Ergebnisse
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Die Reduktion des Corneometrie-Wertes unter HO Uber 11 Tage wurde in der
Reihenfolge Aqua, Cumol, Octan starker, d.h. Octan bewirkte die starkste
Dehydratation des Stratum corneum. Die Anderungen waren bei beiden Irritantien (C
und O) fur alle Schutzmittel einschliellich HO (ohne Schutz) signifikant (Abb. 20). Fir
H2 wurde unter beiden Irritantien eine gegenitber HO hochsignifikant starkere
Abnahme der Hydratation nachgewiesen (Abb. 21). Somit verstarkte das
Hautschutzprodukt H2 wie im Vorversuch die Irritantien-bedingte Austrocknung. Fur
die beiden Hautschutzprodukte H3 und H4 wurde bei nachfolgender Cumol-Irritation
eine signifikant geringere Abnahme des Corneometrie-Wertes, demzufolge also eine
Schutzwirkung, nachgewiesen, jedoch keine Schutzwirkung vor Octan-bedingter
Austrocknung.

Als Mal fiur den Summenscore wurde wiederum day50 verwendet, eine Schatzung
der Anzahl Tage bis zum Uberschreiten einer definierten Schwelle im Summenscore.
Die Ergebnisse der kalkulierten Schutzfaktoren variierten zwar in Abhangigkeit von
der gewahlten Schwelle. Sie zeigten jedoch einen eindeutigen gemeinsamen Trend
bei allen Schwellenannahmen (Tab. 4). Ein Hautschutzprodukt mit Schutzwirkung
musste bei dieser Berechnung definitionsgemall einen Schutzfaktor von > 1
aufweisen. Dies war tendenziell nur fur das Produkt H3 der Fall. Die in dieser Studie
getesteten Schutzmittel H2 (C, O), H4 (C) und H5 (C, O) hatten bei der Bewertung
des Summenscores mit Schwelle 1.5 kleinere Werte fiir day50 als HO, hatten also
keine im Summenscore nachweisbare Schutzwirkung. Fur das Irritans Octan hatten
H2 und H5 sogar signifikant kleinere day50-Werte als HO, wirkten also erneut
signifikant irritationsverstarkend (Tab. 5). Die Stabilitdt der Schatzung konnte
gegenuber den Ergebnissen von Einzelversuch 9 durch die Auswahl der Probanden
erhoht werden, und war zumindest flur Octan nicht mehr von einer Extrapolation
abhangig. Die numerische Stabilitdt konnte durch eine statistisch starkere
Gewichtung der Daten der Baseline entscheidend verbessert werden. Da die
Ergebnisse der extrapolierten Schatzungen nur wenig von denen der nicht-
extrapolierten abweichen, konnten die Unsicherheiten in Bezug auf die Prazision der
Ergebnisse der Extrapolationsmethode weitgehend ausgeraumt werden.

Prinzipiell lieBen sich auch aus den Corneometriedaten Schutzfaktoren ausrechnen.
Keiner der Schutzfaktoren war von 1 signifikant verschieden. Schutzfaktoren,
basierend auf Corneometriewerten, hatten allerdings eine geringere Trennscharfe,
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bedingt durch die mathematisch-methodische Berechnung und daraus resultierenden
grolien Konfidenzintervallen.

Zusammenfassend wurden die Ergebnisse der Vorlauferstudie mit einigen
Unterschieden reproduziert. Erneut wurde das Produkt H2 in Kombination mit beiden
Irritantien als signifikant hautschadigend identifiziert. Fir H5 traf dies in Bezug auf die
Summenscore-Ergebnisse  gegenuber Octan ebenfalls zu. Durch die
Methodenmodifikation gelang es, im Gegensatz zur Vorstudie erstmals signifikante
Schutzeffekte zumindest flir 2 der untersuchten Produkte (H3, H4) vor Cumol-
bedingter Austrocknung nachzuweisen. Gegen die starkere, Octan-bedingte Irritation
wurde erneut keine Schutzwirkung festgestellt. Die Methodenmodifikation,
insbesondere die Untersuchung von Octan-Respondern, fliihrte andererseits auch zu
dem Ziel, dass eine mathematische Extrapolation bei dem starkeren Irritans Octan
(HO) nicht mehr notwendig war. Die beiden letzten Studien erbrachten somit
innerhalb eines Labors reproduzierbare Ergebnisse und ermoglichten die
Identifikation partiell hautschitzender Effekte von Hautschutzprodukten sowie die
Identifikation hautschadigender Produkte.

Vergleich der Irritationswirkung bei offener und geschlossener

repetitiver Applikation von Cumol und Octan im Halbseitenvergleich (I)

(Versuch 13, s. Anhang)
Diese Untersuchung hatte das Ziel eines Vergleiches der Irritationswirkung nach
offener und okklusiver repetitiver Applikation. Im Berufsalltag ist die offene Exposition
gegenuber lipophilien Irritantien zwar haufiger anzutreffen, jedoch ist eine offene
Applikation experimentell aufgrund des Verdunstungsverhaltens der Substanzen
nicht standardisierbar. Sie ist zudem mit der Gefahr einer inhalativen Exposition zu
Lésungsmitteldampfen von Probanden und Personal verbunden und damit
unpraktikabel. Dennoch sollte an diesem Setting gezeigt werden, inwieweit eine
2xtgl. okklusive Exposition einer um ein vielfaches haufigeren offenen Exposition im
Hinblick auf den Irritationsgrad entspricht, um den Arbeitsplatzbezug des Modells zu
belegen. Der zu erwartende Irritationsgrad einer offenen Einzelexposition ist im
Vergleich zu einer okklusiven Applikation naturgemaf} geringer, weil die Substanzen
nicht 10 Minuten auf der Haut verbleiben. Vorversuche zeigten, dass die Anzahl der
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offenen Applikation um den Faktor 5 gesteigert werden musste, um einen
vergleichbaren Irritationsgrad wie bei einer okklusiven, 2xtgl. Applikation von 10
Minuten zu erreichen.

Methoden
Aufgrund des hohen zeitlichen und personellen Aufwandes wurde nur ein kleines
Kollektiv (n = 10) einbezogen. Die Ein- und Ausschlusskriterien entsprachen

denjenigen des Einzelversuchs 11. Es wurden im Octan und Cumol im
Halbseitenversuch offen jeweils 10xtgl. bzw. auf der kontralateralen Seite 2xtgl.
okklusiv appliziert. Die offene Applikation erfolgte durch Aufpipettieren der
Standardmenge von 240ul auf eine auf der Rickenhaut aufgelegte
Filterpapierscheibe von 18 mm Durchmesser. Die Filterpapierscheibe verblieb 10
Minuten auf dem Testfeld und war am Ende der Expositionszeit makroskopisch
trocken. Bei der ersten und sechsten offenen Applikation des Tages wurde zeitgleich
parallel die okklusive Applikation fir 10 Minuten durchgeflihrt. Zwischen den beiden
okklusiven taglichen Applikationen lag eine Zeitraum von 3h. Die offenen
Applikationen verteilten sich auf die Zeit dazwischen. Wahrend der Applikation
befand sich der Proband in Bauchlage unter der mobilen Absaugung. Insgesamt
erfolgten so pro Proband innerhalb von 4 aufeinanderfolgenden Tagen 40 offene und
8 okklusive Applikationen. Aqua dest. diente als Negativkontrolle. Insgesamt wurden
6 Testfelder untersucht. Die visuelle Bewertung (visueller Score) und die
Corneometrie wurden jeweils morgens vor der ersten Applikation sowie im
Tagesverlauf vor der 3., 5., 7., und 9. und nach der 10. offenen Applikation, mit
einem zeitlichen Abstand von 30 Minuten zur vorangehenden Applikation (6
Messungen pro Tag), durchgeflhrt. An Tag 5 erfolgten Abschlussbewertungen und -
messungen.

Ergebnisse
Die Hydratation des Stratum corneums nahm bei der offenen wie auch bei der

okklusiven Applikation Uber die Zeit in vergleichbarem Ausmal} ab (Abb. 22 und 23).
Es erfolgte jeweils ein Wiederanstieg der Werte Uber Nacht (jeweilige Messung am
Morgen vor der ersten Exposition). An Tag 5 bestanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Austrocknungsgrad auf den Feldern mit offener im
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Vergleich zu okklusiver Exposition, d.h. es wurde flr beide Irritantien bei beiden
Expositionsformen derselbe Austrocknungsgrad erreicht (Wilcoxon Test). Hingegen
induzierte im Summenscore die okklusiven Applikation von Octan eine deutlichere
klinische Irritation als die offene Exposition (Abb. 24). Die Unterschiede erreichten
das Signifikanzniveau nicht (p = 0,059, allerdings kleine Fallzahl). Bei Cumol fanden
sich, bedingt durch die insgesamt geringgradige klinische Irritation, keine
Unterschiede zwischen dem Irritationsgrad bei der offenen im Vergleich zur
okklusiven Applikation (Abb. 25).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die 10 mal tagliche offene Applikation von
Cumol und Octan denselben Austrocknungsgrad des Stratum corneums hervorruft,
wie eine 2x tgl. okklusive Exposition unter Finn Chambers. Nur flr Octan galt, dass
die okklusive Exposition zu einer starkeren Irritation flihrt, wenngleich der Effekt nicht
signifikant war. Die Unterschiede im klinischen Irritationsgrad wurden bei
Detailbetrachtung der Einzelkriterien fur den Summenscore vorwiegend durch das
Kriterium ,Erythem® hervorgerufen.

Vergleich der Irritationswirkung bei offener und geschlossener repetitiver
Applikation von Cumol und Octan im Halbseitenvergleich (lI) mit 2
kommerziellen HSP (Versuch 14, s. Anhang)

Methoden

Mit demselben methodischen Vorgehen wie bei Versuch 13 wurde die Schutzwirkung
von 2 der 6 Hautschutzprodukte untersucht. Hierzu wurden erneut verblindet und,
codiert als ,A“ bzw. ,B“ jeweils offen und okklusiv im Halbseitenversuch im
Vergleich zu jeweils nur irritierten Testfeldern (ebenfalls offen bzw. okklusiv)
untersucht. Eines der ausgewahlten Produkte hatte sich zuvor (Versuche 9 und 11)
als wirkungslos bzw. teilwirksam gezeigt, wahrend das andere eine
irritationsverstarkende Wirkung erbracht hatte. Es sollte untersucht werden, ob sich
die Ergebnisse der Versuche 9 bzw. 11 prinzipiell auch mittels offener Applikation
reproduzieren lassen. Wegen des hohen personellen und zeitlichen Aufwandes,
bedingt durch die Vielzahl der offenen Applikationen, konnten nur 6 Probanden in
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diese orientierende Untersuchung einbezogen werden. Auf eine statistische
Auswertung wurde daher verzichtet.

Ergebnisse
Die nachtragliche Entblindung erbrachte, dass es sich bei ,A“ um HSP 3 (wirksam

gegen Cumol-bedingte Austrocknung, sonst nicht signifikant wirksam in den
Vorversuchen) und bei ,B“ um HSP 2 (signifikant irritationsverstarkend in den
Vorversuchen) handelte.

Die Corneometrie- Resultate fir Cumol zeigten, dass auf den Feldern mit offener
Exposition beide Hautschutzprodukte A und B an Tag 4 und 5 einen geringeren
Austrocknungsgrad als das ungeschitzte Cumolfeld aufwiesen und damit eine
Schutzwirkung suggerierten (Abb. 26). Bei der okklusiven Applikation stellen sich die
Effekte von ,A“ und ,B“ hingegen unterschiedlich dar. Wahrend ,A“ (HSP3) gut
schitzte vor Cumol-bedingter Austrocknung, wies ,B“ (HSP2) erneut keine
Schutzwirkung auf, aber andererseits hier auch nicht, wie in den Vorversuchen, eine
klare Austrocknungsverstarkung (Abb. 27). Auf den Octanfeldern stellt sich der aus
den Vorversuchen erwartete Unterschied zwischen HSP3 (,A“) und HSP2 (,BY)
hingegen erneut klar dar, und zwar sowohl auf den Feldern mit offener als auch auf
denjenigen mit okklusiver Exposition. HSP2 (,B“) bewirkte auch hier eine erkennbare
Aggravation der Austrocknung, wahrend HSP3 zumindest in der okklusiven
Exposition klar schitzte (Abb. 28 und 29). Bei Auswertung der Ergebnisse des
klinischen Summenscores ergab sich folgendes Bild. Fir Cumol ergab sich, den
Vorversuchen entsprechend, kaum eine klinisch erkennbare lIrritation, und zwar
sowohl auf den offenen wie auch okkludierten Feldern, weshalb die Ergebnisse nicht
weiter auszuwerten waren (Abb. 30 und 31). Bei Octan wiederum entsprachen die
Ergebnisse in Bezug auf die Differenzierung der beiden Hautschutzprodukte den
Ergebnissen der Vorversuche. Produkt ,B“ (HSP2) wirkte, sowohl bei offener als
auch bei der geschlossenen Exposition, wieder irritationsverstarkend. Produkt ,A®
hingegen, das in den Vorversuchen flr Octan keine signifikante Schutzwirkung
aufwies, wirkt auch hier weder im der offenen noch im okklusiven repetitiven
Irritationstest (Abb. 32 und 33).
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Zusammenfassend wurden die vorherigen Ergebnisse nach okklusiver
Irritantienapplikation fir die beiden Hautschutzprodukte prinzipiell reproduziert. Das
zuvor im okklusiven repetitiven Irritationstest als ,hautschadigend” identifizierte
Hautschutzprodukt (HSP2) wirkte hier ebenfalls als ,nicht schutzend” (Cumol:
Corneometrie okklusive Applikation) bzw. teilweise erneut irritationsverstarkend
(Octan: visueller Score, Corneometrie). Nur in den Daten der Corneometrie flir die
offene Applikation lie3en sich vorherige Effekte nicht wiederfinden, vielmehr entstand
hier der Eindruck einer gegensatzlichen, ,schitzenden® Wirkung fir ,B“, wahrend das
Produkt vor repetitiver okklusiver Cumolexposition nicht schitzt. Einzig dieses
Ergebnis ware bei groRerer Fallzahl insofern problematisch, als es die theoretische
Maoglichkeit einer Fehlbewertung von Produkten impliziert, die moglicherweise in der
offenen Exposition eine gewisse Schutzwirkung vor Austrocknung aufweisen, jedoch
bei okklusiver Applikation im Testmodell nicht wirken. Die Validitat der Ergebnisse
wird durch eine kleine Fallzahl limitiert.

3.4. Arbeitspaket 4

Nach positivem Votum des Begleitkreises flr Fortsetzung des Projektes begann die
Planungsphase fur die in diesem Schritt vorgesehene Multicenterstudie. In diesem
Rahmen wurden bei nochmaliger Literaturrecherche eine zwischenzeitlich publizierte
neue toxikologische Bewertungen der Substanz Cumol durch das National
Toxicology Program mit dem IFA diskutiert. Die Autoren sprechen darin der Substanz
nach Versuchen an Nagern mit intensiver inhalativer Exposition ein genotoxisches
Potential zu (56). Obwohl die kritische Bewertung der Substanz in Bezug auf ihr
potentiell systemisches toxikologisches Profil bisher keinen Eingang in nationale
Bewertungen zur Sicherheit der Substanz gefunden hat, zog das IFA, welches im
Projektschritt 1 fur die theoretische Eignungsevaluation potentieller Irritantien
verantwortlich war, nach intensiver Diskussion mit den Projektnehmern seine positive
Freigabe der Substanz Cumol als Standardirritans flir humane in vivo-
Irritationsstudien an der Haut zurlck. Fir die Projektfortflhrung stand damit
ausschlieBlich Octan als bereits etabliertes Irritans zur Verfigung. Vor dem
Hintergrund der Tatsache, dass in den vorangehenden Projektschritten noch keine
Schutzwirkung eines Externums gegen Octan identifiziert wurde, stellte sich die
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Frage nach dem weiteren Vorgehen und der Durchfihrung der Multicenter-
Validierung des Modells. In Abstimmung mit der DGUV und dem
Forschungsbegleitkreis fand daraufthin im Januar 2011 ein gemeinsames Treffen mit
Vertretern von Hautschutzmittelherstellern unter Beteiligung von Herrn Prof. G. Kutz
von der Hochschule Ostwestfalen-Lippe, Pharmatechnik, statt, in welchem der
Projektstand dargelegt wurde. Es wurde beschlossen, dass die Industrie bzw. die
Hochschule Ostwestfalen-Lippe auf freiwilliger Basis flr einen weiteren Versuch
Hautschutzmittel aus dem Segment bzw. eine sogenannte generische Mischung zur
Testung gegen Octan zur Verfugung stellen wird, um einen eventuellen
Positivstandard fir die Testung gegen Octan zu identifizieren. Die Durchflihrung der
Multicenterstudie wurde vom Ergebnis dieser weiteren Vorstudie abhangig gemacht.

Methoden

Es wurden den Projektnehmern 6 kommerzielle Hautschutzprodukte von der
Industrie und 2 nach generischer Rezeptur hergestellte Externa (letztere von der
Hochschule Ostwestfalen-Lippe) zur Verfigung gestellt. Wie vorab festgelegt,
wurden die Proben an die Apotheke des Universitatsklinikums Jena gesandt und dort
verblindet in neutrale und codierte Tuben (H7-H14) abgefiillt. Die Verblindung wurde
beibehalten. Den Projektnehmern wie auch der DGUYV ist insofern nicht bekannt,
welche Produkte und welche Hersteller an der Prifung beteiligt waren. Die
Produktprifung wurde zwischen April und Mai 2011 durchgefihrt.

Die Prufung der Produkte erfolgte gegen Octan im Vergleich zu einem ausschliellich
mit Octan irritierten Testfeld, in einem 11tagigen repetitiven Irritationstest, wie in
Teilversuch 11 beschrieben, an einem hautgesunden Probandenkollektiv (n=11). Die
Quantifizierung der Irritationsgrade erfolgte klinisch mit dem beschriebenen visuellen
Score, sowie durch corneometrische Messung der Abnahme der Stratum corneum-
Hydratation in den Testfeldern.

Ergebnisse

Bereits ab Tag 3 zeigte sich der klinische Irritationsgrad, gemessen am kumulativen
Summenscore, in den vorbehandelten Testfeldern tendenziell deutlicher ausgepragt,
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als im ausschlieBlich irritierten Octan-Kontrollfeld. Diese Tendenz setzte sich auch
bei Betrachtung der Daten an Tag 5 und 12 fort. Tendenziell waren die
Summenscores in allen ,geschitzten® Feldern hdher, wobei sich statistisch kein
Unterschied zum ausschlieBlich irritierten Octanfeld darstellte. In zahlreichen
Testarealen kam es im Verlauf zu einer deutlichen Irritation, sodass die klinischen
Abbruchkriterien vor Tag 11 erreicht wurden und keine weiteren Applikationen der
Hautschutzexterna und des Irritans in den betroffenen Feldern erfolgten. Die Anzahl
der Abbruche war dabei in allen vorbehandelten Feldern mindestens doppelt so
hoch, wie im ausschlieRlich mit Octan irritierten Feld. Die Corneometrie-Ergebnisse
an Tag 3 zeigten fur 2 der 8 Produkte eine signifikant starkere Abnahme der Stratum
corneum Hydratation als fir Octan allein, alle Gbrigen Unterschiede zu Octan allein
waren nicht signifikant. Die Daten waren fur eine Auswertung an Tag 5 ahnlich. Ein
Auswertbarkeit an Tag 12 war aufgrund der Abbriche nicht gegeben.
Zusammenfassend zeigte keines der 8 untersuchten Externa eine signifikante
Schutzwirkung, weder im klinischen Score, noch in der Corneometrie. Eine
tendenzielle, nicht signifikante Schutzwirkung vor Octan-bedingter Dehydratation war
lediglich flr das Externum H10 (Tag 3 und 5) feststellbar.

Die geplante Multicenterstudie wurde aufgrund dieser Ergebnisse ausgesetzt.

4. FAZIT UND AUSBLICK

Im Rahmen der verschiedenen Projektschritte wurden zahlreiche neue Erkenntnisse
zum kutanen akuten und kumulativen Irritationspotential verschiedener lipophiler
Irritantien gewonnen. Mehrere Substanzen, darunter auch Octan und Cumol, waren
zuvor nicht systematisch in humanen in vivo Studien eingesetzt worden, sodass flr
die Entwicklung des Modells Pionierarbeit zu leisten war.

Folgende Ergebnisse zum Irritationspotential von Cumol und Octan wurden im Zuge
Modellentwicklung erarbeitet:

* Beide Substanzen penetrieren die intakte Epidermis (Oberhaut) in
unterschiedlichem Ausmalf (Cumol > Octan). Das gute Penetrationsvermégen
von Aromaten ist aus der Literatur bereits bekannt (57). Sie fihren zu einer
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mittel Laser Doppler Imaging nachweisbaren, innerhalb von etwa 30 Minuten
zunachst reversiblen, Durchblutungsverstarkung im dermalen Plexus, die mit
subjektiven sensorischen Stingingphanomenen einhergeht. Mehrfache
Applikation fuhrt zu einer sukzessiven Abnahme der Intensitat des
Soforterythems und der sensorischen Irritation. Aufgrund von Ergebnisse aus
Tierversuchen ist es wahrscheinlich, dass die beschriebenen Phanomene
durch Freisetzung von Neurotransmittern aus freien Nervenendigungen in der
unteren Epidermis und oberen Dermis hervorgerufen werden (58, 59).

e Octan als aliphatischer organischer Kohlenwasserstoff penetriert die
Epidermis ebenfalls, aber weniger gut als der Aromat Cumol und weist
dadurch ein starkeres kumulatives irritatives Potential auf (Schadigung durch
Verbleib in der Epidermis) (60).

* Hautexposition zu den untersuchten Loésungsmitteln fuhrt akut klinisch zu
einem sogenannten ,Whitening“ und zu zunehmender Hauttrockenheit nach
mehrfachem Kontakt.

* Beim Whitening handelt es sich um ein optisches Phanomen, welches
innerhalb einer Stunde spontan reversibel ist und wahrscheinlich durch
intensive  Austrocknung des Stratum corneums und eine reversible
Strukturanderung der korbgeflechtartigen Struktur desselben verursacht wird.
Die Eigenschaft der Ldésungsmittel, Lipide aus dem Stratum corneum zu
extrahieren, die belegt werden konnte, kann nach den im Projekt generierten
Befunden fiur das optische Phanomen des Whitenings nicht allein
verantwortlich gemacht werden (52).

* Eine Barrierestorung, messbar anhand von Veranderungen des
transepidermalen Wasserverlustes, wird typischerweise nicht induziert. Im
Gegensatz zu dem Parameter TEWL, der als Maly fur die Integritat der
Hautbarriere allgemein akzeptiert ist, ist die Bedeutung der Hautaustrocknung
in der Entwicklung von irritativen Kontaktekzemen weniger klar und
wissenschaftlich noch nicht ausreichend belegt.

* Experimentelle alternierende repetitive  Exposition zu organischen
Lésungsmitteln und zu dem hydrophilen, tensidischen Standardirritans SLS
(sogenannte Tandemirritation) fUhrt zu einer starkeren Hautschadigung als die
Exposition zu Cumol oder Octan oder SLS allein. Ergebnisse alterer Tandem-
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Irritationstudien mit Toluol wurden damit bestatigt (15). Bei einer kombinierten
Exposition sind in Bezug auf die zu erwartenden Irritationswirkung somit
niedrigere Ausloseschwellen fiur Hautschadigung durch Austrocknung und
Entwicklung kumulativer-subtoxischer Kontaktekzeme zu erwarten.

Bei der Testung kommerzieller Hautschutzexterna mit Auslobung ,Schutz vor
Lésungsmitteln® bzw. ,Schutz vor lipophilen Arbeitsstoffen“ im Modell gegen Cumol
und Octan wurden folgende Resultate erarbeitet:

Das repetitive Irritationsmodell ermoglicht einen intraindividuellen Vergleich
von Wirksamkeiten mehrerer Hautschutzexterna. Es fiuhrt zu einem
reproduzierbaren Irritationsgrad und ermdoglicht eine Quantifizierung der
Irritation anhand der Zielparameter ,klinischer Grad der kumulativen Irritation
im Summenscore“ und ,Dehydratation des Stratum corneums® und anhand
des Parameters day50 bei Defintion von Schwellenwerten.

In zwei aufeinanderfolgenden, verblindeten Studien wurden bei 2 von 6
untersuchten Produkten  signifikant irritationsverstarkende Effekte
monozentrisch reproduzierbar nachgewiesen. Eine isolierte Schutzwirkung vor
Cumol-bedingter Dehydratation konnte im Modell fur 2 von 6 Produkten
nachgewiesen werden. Keines der untersuchten Externa wirkte ausreichend
gegen Octan-bedingte Irritation.

Die erzielten Ergebnisse mit den kommerziellen Schutzprodukten wurden im
Modell unter okklusiver Irritantienexposition erzielt. Diese stellt im Berufsleben
nicht die Regelexposition dar. Aus experimenteller Sicht ist die okklusive
Applikation alternativios. Sie wird auch bei hydrophilen Irritantien regelhaft
angewendet und ist in diesem Zusammenhang bisher weder wissenschaftlich
kritisch hinterfragt noch in Bezug auf ihre Korrelation zur offenen Exposition
direkt evaluiert worden. Durch aufwendige, nicht-praxistaugliche und nicht-
transferfahige intraindividuell vergleichende offene und geschlossene
Irritationstestungen wurde in diesem Projekt ermittelt, dass der unter
okklusiver Irritation induzierbare Grad der Hautreaktion durch eine um den
Faktor 5 erhdhte Anzahl offener Einzelexpositionen erzielt werden kann. Bei
Verwendung des Zielparameters ,Stratum corneum-Dehydratation® bestehen
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nach unseren Ergebnissen keine Hinweise darauf, dass moglicherweise
vorhandene Schutzeffekte von Produkten im Modell durch unnatirliche,
moglicherweise zu intensive Irritationseffekte im okklusiven
Wirksamkeitsmodell maskiert werden. Anders verhalt es sich mit dem
Parameter Summenscore in Bezug auf das Irritans Octan, da hier im
Parallelversuch ein deutlicherer klinischer Irritationsgrad fur die okklusive
Applikation erkennbar wurde.

Das Projekt wurde vor der geplanten Validierung des Modells in einer
Multicenterstudie aufgrund einer negativen Re-Evaluation der toxikologischen
Bewertung von Cumol (56) und aufgrund von Unwirksamkeit von
Hautschutzexterna gegen das Modellirritans Octan beendet. Cumol wird vom
IFA derzeit nicht mehr als Standardirritans fur in vivo-Studien empfohlen
(personliche Mitteilung).

Folgende  Empfehlungen in Bezug auf eine Weiterentwicklung des
Wirksamkeitsmodells kdnnen gegeben werden:

Prinzipiell kbnnen auch andere geeignete lipophile Modellsubstanzen in dem
entwickelten Modell verwendet werden. Die geeigneten
Einzelexpositionszeiten mussen jeweils erneut experimentell titriert werden.
Eine toxikologische Freigabe ist Voraussetzung. Die Forschungsnehmer
empfehlen eine Fortsetzung der Arbeiten, die der in FP 243 gesteckte
Projektrahmen nicht mehr zulasst. Weitere Untersuchungen konnen in
Anlehnung an die Ergebnisse der toxikologischen Evaluation erfolgen. Zu
bedenken ist, dass es ein universell reprasentatives Standardirritans fur die
heterogene Gruppe der lipophilen Substanzen an Arbeitsplatzen nicht geben
wird. Vor dem Hintergrund, dass auf dem Markt Hautschutzmittel explizit zum
Schutz vor (organischen) Losungsmitteln ausgelobt werden, war die Auswahl
im Projekt FP 243 jedoch wohlbegrundet.

Die experimentelle repetitive Irritation mit lipophilen Irritantien ist im Vergleich
zu allen hydrophilen Irritantien anspruchsvoller, sowohl in Bezug auf die
Durchfihrung, als auch die Auswertung und erforderliche Gewahrleistung der
Probandensicherheit. Zur Vermeidung zu intensiver lokaler Irritationen sollten
Abbruchkriterien eingehalten und die Testareale taglich arztlich kontrolliert
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werden. Bei Anwendung von Cumol und Octan wird eine Uberschreitung der
Einzelexpositionszeit von 10 Minuten nicht empfohlen.

Folgende berufsgenossenschaftlich relevante und praxisnahe Empfehlungen
ergeben sich aus den Ergebnissen:

* Der wiederholte Kontakt zu Ldsemitteln trocknet die Haut aus und fuhrt im
Arbeitsalltag zu Rauhigkeit und Fissuren an den Handen. Hierdurch wird die
Schadwirkung anderer Irritantien verstarkt und das Eindringen von
Kontaktallergenen begunstigt. An Arbeitsplatzen mit kombinierter Exposition
zu organischen Losungsmitteln und tensidischen Irritantien sind daher in
Bezug auf die zu erwartende Irritationswirkung niedrigere Ausloseschwellen
fur Hautschadigung und kumulativ-subtoxische Kontaktekzeme zu erwarten.
Dies bedeutet, dass besondere Anforderungen an den Hautschutz an
Arbeitsplatzen mit multiplen Expositionen zu stellen sind, auch wenn die
Kontaktzeiten und -Intensitdt zu den einzelnen Schadsubstanzen bei der
Ermittlung zunachst nicht auffallend deutlich erscheinen. Eine Relevanz dieser
Ergebnisse durfte sich insbesondere fur Arbeitsplatze in Kleinbetrieben im
Handwerk ergeben, da dort, im Gegensatz zu gréReren Industriebetrieben, oft
wechselnde Tatigkeiten mit scheinbar untergeordneten Einzelexpositionen
vorherrschen, die =zusatzlich eine Priorisierung in Bezug auf das
auszuwahlende Handschuhmaterial und die Hautmittel erschweren. Eine
besondere diesbezlgliche Schulung von Praventionsdiensten wird angeregt.

* Hersteller von Hautschutzmitteln sollten aufgefordert werden, Unterlagen zu
den durchgeflhrten Wirksamkeitsnachweisen vorzulegen und eine mdglichst
spezifische Auslobung vorzunehmen, die Bezug auf die in den Tests
verwendeten Modellsubstanzen nimmt. Gegenwartig kann die Verwendung
von Hautschutzmitteln mit einer Auslobung zum ,Schutz bei Umgang mit
organischen Lésungsmitteln“ nicht empfohlen werden, da sich auf dem Markt
Produkte befinden, die zu einer Irritationsverstarkung fiuhren, anstatt die Haut
vor Irritation und Austrocknung zu schitzen. Geeignete Schutzhandschuhe
sind zu bevorzugen. Inwieweit Hautschutzmittel am Arbeitsplatz
moglicherweise zu einer verstarkten Hautresorption von lipophilen
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Arbeitsstoffen flhren (61), kann aus dem Forschungsvorhaben nicht
beantwortet werden, da diese Frage nicht Gegenstand des Projektes war.

Zusammenfassend sind durch die Ergebnisse des Projektes FP 243
Voraussetzungen fur die Weiterentwicklung des repetitiven in vivo-Irritationsmodells
mit lipophilen Irritantien geschaffen worden. In dieses muissen aulierhalb des
abgeschlossenen Projektrahmens erneut geeignete Standardirritantien implementiert
werden. Die Relevanz des Projektes FP 243 wird durch die reproduzierbar
nachgewiesene Irritationsverstarkung von 2 der untersuchten Produkte unterstrichen.
Eine Auslobung von Hautschutzexterna von Herstellern zum ,Schutz der Haut bei
Umgang mit Losungsmitteln® ist angesichts einer nur unzureichender Teilwirksamkeit
von 2 der insgesamt 14 Produkte des entsprechenden Marktsegmentes fragwurdig.
Die Forderung aus Sicht der Berufsdermatologie, Produkte flir einen Einsatz an
Arbeitsplatzen einer fundierten Wirksamkeitstestung zu unterziehen, bleibt
angesichts der dargestellten Ergebnisse unverandert bestehen. Im Idealfall sollten
Wirksamkeitstestungen ein stufenweises Vorgehen mit in vitro oder ex vivo
Verfahren, gefolgt von repetitiven in vivo-Testungen beinhalten. Gerade bei
Auslobung von Produkten gegen lipophile Arbeitsstoffe sollten
Hautschutzmittelhersteller dezidiert angeben, gegen welche Noxen getestet wurde.
Die Ergebnisse des Forschungsprojektes werden in Abstimmung mit dem
Forschungsgebern wissenschaftlich publiziert werden.

Anhang:
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