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Zusammenfassung

Einleitung

Personen mit einer Allergie gegen p-Phenylendiamin (PPD) und/oder p-
Toluylendiamin (PTD) leiden zum Teil unter erheblichen Einschrankungen. Eine
erforderliche Allergenkarenz kann die Berufswahl (v. a. in Friseur- und
Kosmetikberufen) sowie die Mdglichkeit zum Andern des eigenen &uleren
Erscheinungsbildes durch das Farben der Haare einschranken. Allergien
gegenuber Haarfarbesubstanzen stellen nicht nur ein gesundheitsrelevantes
Problem dar, sondern haben auch Okonomische Folgen. Aufgrund einer
Kontaktallergie gegenuber PPD und/oder PTD entstehen Kosten durch
Umschulungen, Arbeitsausfalle, Lokaltherapien und Pflegeprodukte. Im Rahmen
dieser Diplomarbeit wurde an der Universitatsklinik fir Dermatologie und
Venerologie in Graz eine Studie zur Untersuchung der Vertraglichkeit von drei
neuen Farbmolekuilen bei gegen PPD und/oder PTD allergischen Probandinnen
und Probanden durchgefihrt. Diese Studie soll evaluieren, ob Haarfarbeprodukte
mit diesen drei neuen Farbmolekilen mdglicherweise zukilnftig als Alternative
verwendet werden konnten. Die primare Hypothese der Studie ist, dass die drei

neuen Testsubstanzen keine Kreuzreaktionen zu PPD und/oder PTD zeigen.

Material und Methoden

Diese Studie umfasst eine Kklinische Prifung eines Kosmetikums mittels
Epikutantestung. Anhand einer MEDOCS-Recherche wurden 40 geeignete
Probandinnen und Probanden rekrutiert. Alle Teilnehmer waren im Vorfeld im
Rahmen einer Allergiediagnostik im Zeitraum 2011-2019 an der Allergieambulanz
der Hautklinik Graz zur Epikutantestung vorstellig und wurden positiv auf PPD
und/oder PTD getestet.

Resultate

Testsubstanz Blau, Testsubstanz Gelb sowie die Kontrollsubstanz Vaseline purum
war bei allen Probandinnen und Probanden (40 von 40) nach 48 und 72 Stunden

negativ. Testsubstanz Rot war bei einer Probandin (1 von 40) positiv, mit Beginn
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einer + positiven Reaktion bei der 72-Stunden-Ablesung sowie einer + positiven
Reaktion nach 96 und 120 Stunden und einer (milden) ++ positiven Reaktion nach
142 Stunden. In der Fotodokumentation zeigte sich eine eindeutige Crescendo-
Symptomatik, welche eine allergische Reaktion bestatigt und eine irritative

Reaktion unwahrscheinlich macht.

Eine telefonisch durchgefiuhrte Befragung (im Schnitt 22 Tage nach
Epikutantestapplikation) ergab keinerlei weitere positive Reaktionen. Somit gab es
keinen Hinweis auf weitere positive Reaktionen bzw. auf eine iatrogene (Spat-)

Sensibilisierung durch die drei Testsubstanzen.

Insgesamt wurden bei mehreren Probandinnen und Probanden (zu erwartende)
starke Lokalreaktionen auf PPD und PTD beobachtet. Es kam im Rahmen der

gesamten Studie zu keinen schweren unerwinschten Nebenwirkungen.

Diskussion

Probandin AU20 wurde ++ positiv auf Testsubstanz Rot getestet. Mdogliche
Erklarungen fur die singulare positive Reaktion sind eine stattgehabte
Sensibilisierung, eine aktuelle (iatrogene) Sensibilisierung, eine Kreuzreaktion zu
einem bekannten oder unbekannten Allergen sowie eine falsch-positive Reaktion
im Sinne einer Kontamination oder einer falschlich als positiv gewerteten irritativen
Reaktion. Eine Reexposition mit der Testsubstanz konnte wertvolle Hinweise zur

Interpretation liefern.
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Abstract

Introduction

Patients allergic to p-phenylenediamine (PPD) and/or p-toluenediamine (PTD)
have several restrictions. Due to necessary allergen avoidance patients have
restrictions in choice of profession as well as in possibilities to modify the own look
by hair dying. Allergies caused by PPD and/or PTD have health care and
economic impacts. There are costs from career changes, loss of occupation,
therapies and health care products. Aim of this study, carried out at the University
Clinic for Dermatology and Venereology in Graz, was to investigate the tolerance
of three new color molecules in test subjects allergic to PPD and/or PTD. The
primary hypothesis of the study is that the three test substances will not show any
cross-reactivity to PPD and/or PTD and that they could possibly be used as
alternative dyeing substances in the future.

Methods

In this study, a cosmetic product was clinically tested by patch testing. 40 suitable
study participants were identified by using the electronic patient data
documentation system MEDOCS searching for patients patch tested positive to
PPD and/or PTD at the Allergology Department of the University Clinic for

Dermatology and Venereology in Graz in the period between 2011 - 2019.

Results

Test substance blue, test substance yellow and the control substance petrolatum
jelly were negative in all test subjects (40 out of 40) after 48 and 72 hours. Test
substance red was tested positive in one test subject (1 out of 40), starting with a
+ positive reaction at the 72-hour-reading, a + positive reaction after 96 and
120 hours and a (mild) ++ positive reaction after 142 hours. The photo
documentation showed clear crescendo symptoms which confirmed an allergic
reaction and made an irritative reaction unlikely. A telephone survey in all test
patients (on average 22 days after patch application) did not reveal any further

delayed / late positive reactions. A strong local reaction (as expected) to PPD and
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PTD were observed in several test subjects. There were no serious adverse

events throughout the study.

Discussion

Subject AU20 was tested ++ positive for test substance red. Possible explanations
for this singular positive reaction are a genuine sensibilization, a current iatrogenic
sensibilization, a cross-reaction to known or unknown allergens as well as a false-
positive reaction due to contamination or an irritant reaction erroneously
interpreted as positive. A re-exposure with test substance red could give valuable

hints for interpretation of the test result.
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1 Einleitung - Die allergische Kontaktdermatitis

1.1 Epidemiologie — allergische Kontaktdermatitis

Statistisch gesehen leiden in etwa 5 % der Manner und 11 % der Frauen in der
Allgemeinbevdlkerung irgendwann innerhalb eines Jahres an einem
Kontaktekzem (Schnuch et al.,, 2001). In den Industrienationen treten
Kontaktallergien gehauft auf und in den letzten Jahren hat dort die Pravalenz
zugenommen (Nielsen et al., 2001). Zwischen 15-20 % der Allgemeinbevodlkerung
in Deutschland zeigen zumindest eine positive Reaktion auf eine Substanz im
Epikutantest. Rund 7 % der deutschen Bevolkerung erkranken jahrlich an einer
allergischen Kontaktdermatitis (Schnuch et al.,, 2004). Die allergische
Kontaktdermatitis ist neben der irritativ-toxischen Kontaktdermatitis die haufigste
Form und tritt vermehrt bei Frauen zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr auf
(Meding & Swanbeck, 1989). Weiters auffallig ist eine hohe Inzidenz bei
Friseurinnen und Friseuren mit 40-50 % (Conde-Salazar et al., 1995). Dadurch

zahlt die allergische Kontaktdermatitis zu einer der wichtigsten Berufskrankheiten.

Einen groRRen Einfluss hat hierbei die individuell verschiedene Exposition mit den
Allergenen, ein meist jahrelanger chronischer Verlauf, die geringe therapeutische
Madglichkeit sowie auch der meist frihe Krankheitsbeginn. Sie beeinflussen nicht
nur die individuelle Lebenssituation, sondern kdnnen auch eine Berufsaufgabe mit
sich bringen. In einer epidemiologischen Studie wurde aufgezeigt, dass 8 % der
Patientinnen und Patienten mit einer allergischen Kontaktdermatitis gezwungen
waren, ihren Beruf aufzugeben (Meding & Swanbeck, 1990). Die Berufsgruppe der
Friseurinnen und Friseure war dabei noch deutlicher betroffen mit insgesamt
18 %. Daraus resultiert eine hdohere finanzielle Belastung der Gesellschaft. Grund
sind die notwendigen medizinischen Malinahmen, die daraus resultierenden
krankheitsbedingten Fehlstunden am Arbeitsplatz und eventuell notwendige
Umschulungen. In den USA wird dadurch jahrlich mit Kosten von 250 Millionen
Dollar gerechnet (Belsito, 2000).
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Die Patientinnen und Patienten werden je nach Allergen und aufgrund der
notwendigen Allergenkarenz sowie den damit verbundenen Malinahmen in ihrer
Berufsauswahl bzw. Berufsaustbung, in der personlichen Freizeitgestaltung sowie
in der hauslichen Tatigkeit eingeschrankt. Die exponierte Lokalisation der
Erkrankung, zumeist an den Handen und/oder im Gesicht, fuhrt bei vielen
Patientinnen und Patienten auch zu einem verminderten Selbstwertgefuhl und zu

erschwerten sozialen Kontakten (Jowett & Ryan, 1985).

PraventionsmalRnahmen kdénnen gefahrdete Personen vor einer Sensibilisierung
schitzen. Dafur mussen pradisponierende Risikofaktoren fruhzeitig erkannt
werden. Die Vermeidung der Allergenexposition steht dabei aber an erster Stelle.
Eine adaptierte Berufswahl sowie Freizeitgestaltung, das Tragen einer
personlichen Schutzausristung in  Form von Handschuhen wund eine

angemessene Hautpflege konnen mal3geblich dazu beitragen.

1.2 Pathogenese

Kontaktallergien, welche sich klinisch als allergische Kontaktekzeme prasentieren,
entstehen durch kleinmolekulare Stoffe. Fur die Manifestation einer
Kontaktdermatitis (syn. fur Kontaktekzem) sind zwei aufeinanderfolgende Schritte
notwendig. Eine Sensibilisierungsphase und eine Auslosephase, dies wird
nachfolgend genauer Dbeschrieben. Die Entstehung eines allergischen
Kontaktekzems setzt eine spezifische Sensibilisierung des adapativen

Immunsystems gegenlber einem Kontaktallergen voraus (Riemann et al., 2003).

Dabei spricht man von einer immunologischen Uberempfindlichkeitsreakton vom
Spattyp. Das bedeutet, es ist eine T-Zellen vermittelte verzégerte Reaktion vom
Typ IV nach Gell und Coombs (Vocanson et al., 2020). Es gibt aber auch Studien,
die zeigen, dass PPD in Einzelfallen auch antikdrpervermittelte Typ I-Reaktionen
vom Soforttyp hervorrufen kann. Dabei kann es zu einer anaphylaktischen
Reaktion kommen (Fukunaga et al., 1996; Belton & Chira, 1997; Mavroleon et al.
1998).
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Nachfolgende Abbildung zeigt die Pathophysiologie der Kontaktdermatitis:

Sensibilisierungsphase Auslosephase
Aktivierung Antigen- Aktivierung Antigen-
spezifischer T-Zellen spezifischer Effektorzellen

Thativ |:>Taktiv'|2|t O TGedichtnis

@ |

S

Tﬁedachtni; 1- ‘<D<> . Teffektorzelle
O

Abbildung 1 Pathophysiologie der Kontaktdermatitis in Anlehnung an Riemann et al., 2003

Gell und Coombs unterscheiden insgesamt vier Typen der immunologischen
Uberempfindlichkeitsreaktion. Fiir diese vorliegende Arbeit ist die Typ IV-Reaktion,
die verzogerte zellvermittelte Spattypreaktion wie vorhin beschrieben, relevant
(Coombs & Gell, 1963).

Die Entstehung eines allergischen Kontaktekzems setzt primar eine spezifische
Sensibilisierung des adaptiven Immunsystems gegenuber einem Kontaktallergen
voraus. In der Sensibilisierungsphase werden bei Erstkontakt der Haut mit dem
Allergen naive T-Zellen aktiviert und diese differenzieren in eine Antigen- bzw.
Allergen-spezifische Gedachtniszelle. Die Sensibilisierung der T-Lymphozyten
erfolgt durch dendritische Zellen / Langerhans-Zellen (Riemann et al., 2003). Die
Langerhans-Zellen werden durch die Exposition mit den sensibilisierenden
Substanzen stimuliert, verlassen daraufhin die Haut und wandern in die regionalen
Lymphknoten (Kripke et al., 1990). Dort prasentieren sie auf ihrer Oberflache das
Antigen in Assoziation mit MHC-II-Molekilen oder CD1-Molekilen und treten Gber
den T-Zellrezeptor in Kontakt mit den naiven T-Lymphozyten. Nach der
Antigenprasentation proliferieren die T-Lymphozyten (CD4+) und verteilen sich
uber die Blutbahn im gesamten Koérper. Dadurch gelangen sie auch in die Haut.

Ein Teil der T-Lymphozyten verwandelt sich dabei in antigenspezifische T-
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Gedachtniszellen um, sodass bei einem neuerlichen Kontakt mit dem Allergen
rasch eine  Entzindungsreaktion hervorgerufen werden kann. Der
Sensibilisierungsprozess dauert bei Substanzen mit hohem
Sensibilisierungspotential in etwa 5 Tage, bei einigen Substanzen kann dieser
Prozess erst nach wochen- oder monatelanger Exposition zur Sensibilisierung
fuhren. Bei der sensibilisierten Person fuhrt ein erneuter Kontakt mit diesem
Allergen bereits nach 4 bis 72 Stunden zum Auslosen der akuten Ekzemreaktion
(Moritz & Wohrl, 2009). Bei Spatreaktionen, die erst 10—14 Tage nach Applikation
des Epikutantests erstmalig auftreten, spricht man von einer iatrogenen de-novo-
Sensibilisierung (Schnuch et al., 2008).

In der nachsten Phase, der sogenannten Auslosephase, flihrt ein neuerlicher
Kontakt mit demselben Allergen (Zweitkontakt) zur Aktivierung der spezifischen T-
Zellen. Dies fuhrt zu einer spezifischen T-Zellen vermittelten entzindlichen
Reaktion am Ort der Exposition (Riemann et al., 2003). Es kommt hierbei zu einer
Antigenprasentation durch Langerhanszellen oder sogenannten fakultativ
antigenprasentierenden Zellen® wie Keratinozyten, B-Zellen, Endothelzellen und
Makrophagen. Studien konnten weiters belegen, dass die Internalisierung und
Prozessierung von Haptenen durch die Langerhanszellen nicht fur alle
Kontaktallergene notwendig ist. Unter anderem das PPD steht dabei in
Diskussion, direkt an die oberflachlichen MHC-II-Molekiille zu binden und so
maoglicherweise ohne intrazellularem Prozess den T-Lymphozyten prasentiert zu
werden (Schnyder et al.,, 1997; Zanni et al., 1998; Sieben et al., 2002). Bei der
Antigenprasentation kommt es zur Proliferation der kutanen antigenspezifischen
CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten, den T-Gedachtsniszellen (Kapsenberg et al.,
1992). Bei diesem neuerlichen Kontakt erkennen somit die Effektorzellen rasch
das Antigen als fremd und bekampfenswert, woraufhin Zytokine freigesetzt
werden und diese wiederum weitere Entziindungszellen rekrutieren (Riemann et
al., 2003).

Manche wichtigen Aspekte der Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis
konnten bis dato noch nicht genau entschlisselt werden. Daher stellt sich die

Frage, warum bestimmte Patientinnen und Patienten durch Hautkontakt auf ein
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Allergen mit einer allergischen Reaktion reagieren, wahrend andere trotz
jahrelanger oder haufiger Exposition dies nicht tun. Vermutet wird ein Einfluss
durch Genetik, Geschlecht, Alter, der ethnischen Gruppenzugehdrigkeit oder
aufgrund chronischer Dermatosen (Nethercott et al., 1994; Robinson, 1999). Aber
auch der Beruf und die Anzahl der weiteren Sensibilisierungen
(Polysensibilisierungen) sind bedeutende Risikofaktoren bei der Entstehung einer
Sensibilisierung (Schnuch et al., 2008). Der Einfluss von Alter und Geschlecht bei
der Manifestation einer allergischen Kontaktsensibilisierung wird jedoch kontrovers
diskutiert. Es gibt Studien, die einen Zusammenhang zwischen dem Alter und der
Pravalenz der Kontaktallergie bestatigen (Mortz & Andersen, 1999) und welche,
die dies verneinen (Wohrl et al., 2003). Die Geschlechtszugehorigkeit Ubt sehr
wahrscheinlich Einfluss auf die Sensibilisierbarkeit oder sogar auf die
Manifestation eines Ekzems aus. Je nach Allergen sind entweder Manner oder

Frauen leichter zu sensibilisieren (Schnuch & Uter, 2004).

1.3 Morphologische Beschreibung

Zum Nachweis einer Sensibilisierung ist in der Routinediagnostik der Epikutantest
das Mittel der Wahl (Schnuch et al., 2001). Eine positive Reaktion auf eine
Epikutantestsubstanz zeigt lediglich die Sensibilisierung der getesteten Person an,
weist jedoch nicht zwingend auf eine allergisches Krankheitsbild hin. Eine
allergische Kontaktdermatitis tritt erst auf, wenn die Exposition gegenuber einem
Allergen die jeweils individuelle Ausléseschwelle Uberschreitet (Diepgen et al.,
2016). Die Beurteilung der morphologischen Beschreibung im Epikutantest erfolgt
nach den Empfehlungen der internationalen Kontaktdermatitis-Gruppe bzw. der
Leitlinie der Deutschen Kontaktallergie-Gruppe (DGK), wie nachfolgend
abgebildet:
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Symbol Morphologie Bewertung
neg. keine Reaktion negativ
? nur Erythem, kein Infiltrat fraglich
+ Erythem, Infiltrat, evtl. diskrete Papeln einfach positiv
++ Erythem, Infiltrat, Papeln, Vesikel zweifach positiv
+++ Erythem, Infiltrat, konfluierende Vesikel dreifach positiv
irr versch. Veranderungen (Seifeneffekt, Vesikel, | irritativ

Blase, Nekrose)

Tabelle 1 Beurteilung der morphologischen Beschreibung in Anlehnung an Schnuch et al., 2001

Allergische Reaktionen werden mit ,,+“ bis ,+++“ bewertet. In die Bewertung kann
aber auch die Reaktionsdynamik miteinflieRen (Schnuch et al.,, 2001). Ein
Crescendo oder ein Plateu-Muster sprechen eher flir einen allergischen Typ,
wohingegen ein Decrescendo fur einen irritativen Typ spricht. Es besteht auch
noch die Moglichkeit einer Spatreaktion, hierbei erfolgt ein Auftreten ca. 3-5 Tage
nach dem Auftragen eines Epikutantests. Hierbei muss stets die Mdglichkeit einer

iatrogenen Neu-Sensibilisierung bedacht werden.

1.4 Kilinik

Das klinische Bild einer allergischen Kontaktreaktion kann sehr stark in
Abhangigkeit vom Sensibilisierungsgrad der jeweiligen Patientinnen und
Patienten, der Art der Exposition und von den ortlichen, hauteigenen Faktoren
variieren. Das Akutstadium aufRert sich meist am Ort der Allergenexposition durch
ein lokales Erythem, eine d6dematdse Schwellung, stark juckende, epidermale
Papeln, nassende Vesikel, oder Bullae oder einer Schuppung (Marks Jr. et al.,
2000; Riemann et al., 2003). Einen wertvollen Hinweis auf mogliche Ausldser gibt
die primare Lokalisation der ekzematosen Dermatitis, da diese vom ursachlichen
Allergenkontakt abhangt (Nethercott et al., 1994). So ist es naheliegend, dass
Haarfarbemitteln zu Hautveranderungen auf der Kopfhaut und im Gesichtsbereich
fuhren (Fukunaga et al., 1996; Belton & Chira, 1997; Mavroleon et al., 1998).
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2 Theorie

2.1 PPD

Ein haufiges und starkes Kontaktallergen stellt para-Phenylendiamin (PPD) dar.
Das PPD ist eine aromatische Aminoverbindung, welche als Ausgangssubstanz
zur Herstellung von Farbstoffen verwendet wird. PPD wird kommerziell als
Haarfarbemittel bereits seit Mitte des 19. Jahrhunderts verwendet (Corbett &
Menkart, 1973). Hennatatowierungen werden — in einer in dieser Form verbotenen
Form — ebenfalls mit PPD angereichert und stellen eine weitere sehr haufige
Sensibilisierungsquelle dar (Bowling 2002; Jappe et al., 2001; Le Coz et al., 2000).
Auch in Druckerschwarze (Shapiro et al., 2001) und in der Fotoentwicklung
(Marconi et al., 1999) wird man bezuglich der Substanz PPD fundig. Es wird zum
Farben von Haaren, Leder und Textilien benutzt, sowie auch fir histologische
Praparate und es dient weiters als Beschleuniger fur die Gummi-Vulkanisation
(Conde-Salazar et al., 1980-1993; Gottlober et al., 2001). Kontaktallergien gegen
Inhaltsstoffe von Haarfarbemitteln, insbesondere Vorstufen und Kuppler, werden
besonders haufig bei Friseurinnen und Friseuren beobachtet. Da bei einem
Haarfarbeprozess nicht alle Reste des Haarfarbemittels ausgewaschen werden
konnen, besteht die Moglichkeit, dass die in den Haaren nicht gebundenen freien
und damit potentiell sensibilisierenden Farbmoleklle eine Sensibilisierung
auslésen konnen. Am besten wurde dies fur PPD untersucht (Rastogi et al., 2006).
PPD ist in rund 100 verschiedenen Haarfarbemitteln zugelassen und das Farben
der Haare ist die Hauptursache fur PPD-Allergien. PPD ist deshalb die primare
Substanz zum Screening auf Allergien gegen Haarfarbemittel (Sosted et al.,
2013.)

2.1.1 Epidemiologie — PPD

Insgesamt sind vermehrt Konsumentinnen und Konsumenten, Friseurinnen und
Friseure, Fotografinnen und Fotografen sowie Arbeiterinnen und Arbeiter in der
Gummi-, Leder- und Textilindustrie betroffen (Armstrong et al., 1999). Besonders
unter den Friseurinnen und Friseuren reagieren 24-45,9 % positiv auf PPD im
Epikutantest (Lynde & Mitchell, 1982; Nethercott et al., 1986; Guerra et al., 1992;
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Conde-Salazar et al., 1980-1993). Durch das Arbeiten mit diesen Substanzen, wie
dem Zusammenmischen der Farbe, Auftragen auf die Kopfhaut oder Schneiden
frisch gefarbter Haare, flhrt es bei sensibilisierten Friseurinnen und Friseuren zu
allergischen Kontaktekzemen an den Handen. Aber nicht nur der alleinige Kontakt
mit PPD in den Haarfarbemitteln ist dafur verantwortlich, sondern auch chronische
Hautschadigungen durch haufige Feuchtarbeit und der Umgang mit irritativen
Substanzen tragen dazu bei (Guerra et al., 1992; Ozkaya-Bayazit et al., 1997). Bei
den Kundinnen oder Kunden bzw. den Privatanwenderinnen oder
Privatanwendern kann bei bestehender Sensibilisierung eine allergische
Kontakreaktion an der Kopfhaut auftreten. PPD gehort heute zu den zehn

haufigsten Auslosern eines allergischen Kontaktekzems (Fransway et al., 2013).

2.2 PTD

Ein weiteres sehr wichtiges Kontaktallergen ist p-Toluylendiamin (PTD). PPD als
auch PTD sind Komponenten von oxidativen (dauerhaften) Haarfarbemitteln. Sie
fungieren dort als wirksame Kontaktsensibilisatoren. Die hohe Potenz der
Kontaktsensibilisatoren der dauerhaften Haarfarbemittel konnte in Tierversuchen
nachgewiesen werden. Diesen Substanzen sind Konsumentinnen und
Konsumenten sowie Friseurinnen und Friseure beim Haare farben ausgesetzt
(Kirchlechner et al., 2016). Dem PTD wird in der Literatur im Vergleich zum PPD
jedoch eine geringere Sensibilisierungsrate (Peters et al., 1994) aufgrund der

geringeren Sensibilisierungspotenz (Gottldber et al., 2001) zugeschrieben.

2.2.1 Epidemiologie — PTD

Sosted et al. konnten in einer Studie aus dem Jahr 2013 aufzeigen, dass bei rund
50 % der Personen, welche im Epikutantest positiv auf PPD reagierten, auch eine
positive Testreaktion gegenuber PTD aufzeigten, wahrend 81 % der Personen,
welche im Epikutantest positiv auf PTD reagierten, auch gegenuber PPD

sensibilisiert waren (Sosted et al., 2013).
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2.3 Kreuzreaktionen

Ein weiteres Problem stellen die moglichen Kreuzreaktionen auf strukturell
ahnliche Verbindungen dar. Es ist an mogliche Kreuzreaktionen zu denken, wenn
bei mehreren Patientinnen und Patienten eine positive Reaktion auf strukturell

verwandte Substanzen auftritt (Schnuch, 2008).

Bei bereits Typ IV-Sensibilisierten auf PPD ist an Substanzen zu denken, die
ebenfalls eine Aminogruppe in Parastellung aufweisen (Uter, 2002). Dazu zahlen
vor allem Farbstoffe wie PTD, p-Aminophenol, p-Aminoazobenzol sowie UV-B-
Filter (p-Aminobenzoesaure) und Dispers Orange 3. Dazu zahlen auch
Lokalanasthetika wie Benzocain und Procain sowie das Antibiotikum Sulfonamid
(Belsito, 2000). Weiters zeigen sie Kreuzreaktionen auf Sulfanilsaure, welche
haufig ein Bestandteil von Tabletten ist (Sornin de Leysat et al., 2003). Aufgrund
der Strukturdhnlichkeit sind die Parastoffe in der Lage, PPD spezifische T-
Lymphozyten zu aktivieren (Picardo et al., 1990; Li et al., 1996). Grund dafur ist,
dass der sensible T-Lymphozyt die verschiedenen Haptene nur bedingt
differenzieren kann (Wulferink et al., 2002). PPD eignet sich daher auch gut als
Screeningsubtanz zum Nachweis einer Kontaktallergie auf Parastoffe (Koopmans
& Bruynzeel, 2003). Diese Kreuzsensibilisierungen mussen aber nicht zwingend

zu klinisch-relevanten Problemen fuhren.

Wie bereits oben erwahnt, sind wichtige Aspekte der Pathogenese der
allergischen Kontaktdermatitis bis dato noch nicht genau erforscht (Nethercott et
al., 1994; Robinson, 1999). Daher kann theoretisch nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden, dass Personen nicht auch auf nicht chemisch verwandte

Molekule reagieren.

2.4 Die drei neuen Farbmolekiile

Eine Kontaktallergie gegenuber PPD und/oder PTD fuhrt dazu, dass die
betroffenen Personen haufig keine Haarfarbungen mit den am Markt befindlichen
Permantfarben mehr durchfihren kénnen. Weitere Vorstudien legen nahe, dass

die individuelle Starke der PPD und/oder PTD Sensibilisierung Einfluss auf das
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Risiko einer Unvertraglichkeit gegenuber ahnlichen Haarfarbeprodukten hat
(Blomeke et al., 2015; Schuttelaar et al., 2018; Zahir et al., 2016).

Bei den drei neuen Farbmolekllen stellt sich die Frage, ob diese von PPD
und/oder PTD Allergikern vertragen werden oder nicht, da diese chemisch keine
Anhnlichkeit zu PPD und/oder PTD aufweisen — und somit auch keine

Kreuzreaktivitat zu erwarten ist.

In den SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety, europaische Regulation)
Protokollen finden sich Einschatzungen Uber die drei neuen Farbmolekile. In
diesen konnte nachgewiesen werden, dass bei Mausen im lokalen Lymphknoten-
Assay die neuen Farbmolekile ein deutlich geringeres Sensibilisierungspotential
aufweisen als bei PPD oder PTD. Laut Auskunft des Sponsors der Studie wurde in
einem ersten Vortest die Vertraglichkeit von diesen Farbmolekulen bei 6 Personen
mit Kontaktallergie auf PPD und/oder PTD Uberprift. Hierbei zeigte keine Person
eine Unvertraglichkeit. Im Rahmen dieser Studie sollen diese Vorergebnisse

ausgeweitet und validiert werden.

Sollten die drei zu untersuchenden Testsubstanzen keine Kreuzreaktionen zu
PPD und PTD aufweisen, kdonnten sie in Zukunft moglicherweise als Ersatzstoffe

fungieren.
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3 Studienpopulation

3.1 Studienpopulation

An der Universitatsklinik fur Dermatologie und Venerologie wurden fir die
vorliegende Kklinische Prifung eines Kosmetikums insgesamt 40 anamnestisch
PPD-sensibilisierte Probandinnen und Probanden eingeladen. Die in Frage
kommenden Probandinnen und Probanden wurden aus allen durchgeflhrten
Epikutantestungen der Hautklinik Graz im Zeitraum von 04/2010 bis einschlief3lich
09/2019 ausgewahlt. Die Epikutantests der ausgewahlten Probandinnen und
Probanden fanden in den Jahren 2011 bis 2019 statt: 2011: n =3, 2012: n = 4,
2013:n=5,2014:n=4,2015:n=5,2016:n=1,2017: n =6, 2018: n =5, 2019:
n=7.

Der eingereichte Ethikantrag (EK Nr.: 31-186 ex 18/19) wurde von der

Ethikkommission (EK) der Medizinischen Universitat Graz positiv bewertet.

3.2 Probandinnen und Probandenkollektiv
Die Einschlusskriterien umfassten:

e Eine dokumentierte Reaktion (Sensibilisierung) in Hohe einer + positiven,

++ positiven oder +++ positiven im Epikutantest gegenuber:
o p-Phenylendiamin (1 % in Vaseline) und/oder
o p-Toluylendiamin (1 % in Vaseline)
¢ Negativer Schwangerschaftstest bei gebarfahigen Frauen
e Ein schriftliches Einverstandnis

e Alter zwischen 18 und 80 Jahren (Stichtag fur das Mindestalter war das
Datum des Tages, an dem die experimentelle ECT-Testung durchgefuhrt

wurde)
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Die Ausschlusskriterien umfassten:

Schwangerschaft oder Stillzeit

Eine vorbekannte schwere systemische allergische Reaktion auf
Haarfarbemittel, in Form einer anaphylaktischen Reaktion mit Symptomen

wie Atemnot und/oder Kreislaufschwache

Eine Lokaltherapie mit Kortikosteroiden (,Kortison“) oder anderen -
entzindungshemmenden Wirkstoffen am Testarm innerhalb des letzten

Monats vor geplanter Testung

Eine systemische Therapie mit immunsuppressiven Medikamenten (z. B.
Kortikosteroiden, Methotrexat) innerhalb der letzten zwei Monate vor

geplanter Testung

Eine systemische Therapie mit Antihistaminika innerhalb der letzten drei

Tage vor geplanter Testung
Vernarbungen, Infektionen oder Hauterkrankungen an den Testarealen

Intensive UV-Bestrahlung durch Sonnenlicht oder im Solarium innerhalb
des letzten Monats vor geplanter Testung bzw. eine stark gebraunte

Teststelle

Vorbekannte schwere Erkrankungen in den letzten 6 Monaten vor der
Testung (z. B. Krebserkrankung, akute Herz-Kreislauferkrankung, HIV-

Infektion)

Es kamen insgesamt 100 Probandinnen und Probanden im gewahlten Zeitraum in

Frage. 25 (25 %) davon hatten eine +++ positive Reaktion auf PPD und/oder PTD,

38 (38 %) eine ++ positive Reaktion, 36 (36 %) zeigten immerhin noch eine

+ positive Reaktion und es gab eine (1 %) fragliche Reaktion auf PPD und/oder

PTD.

Von den Probandinnen und Probanden mit einer positiven Reaktion auf PPD

und/oder PTD wurden primar diejenigen mit einer hoheren Reaktion, sprich

+++ positiv oder ++ positiv, kontaktiert.
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Alle potentiellen Patienten

Einschluss von 40 14 +++ positive Patienten

mit positiver Reaktion auf Patienten aufgrund der

PPD und/oder PTD
04/2010 bis 09/2019
(n = 100)

. ++ iti ie
Einschluss- und 17 positive Patienten

Ausschlusskriterien 9 + positive Patienten

Abbildung 2 Grafische Darstellung des Probandinnen und Probandenkollektivs

Letztlich umfasste das Kollektiv 14 (35 %) Probandinnen und Probanden mit
mindestens einer +++ positiven Reaktion, 17 (42,5 %) mit einer ++ positiven
Reaktion und 9 (22,5 %) mit einer + positiven Reaktion. Es wurde somit ein
homogenes Probandinnen- und Probandenkollektiv in Bezug auf die

Sensibilisierungsstarke inkludiert.

Tabelle 3 zeigt eine detaillierte Auflistung der Ergebnisse der vorab

durchgefuhrten ECT-Testungen der 40 Probandinnen und Probanden.

Kreuzpositive Anzahl  Prozent PPD PTD
6 15,0 % +++ positiv +++ positiv
+++ positive
8 20,0 % +++ positiv ++ positiv
11 27,5 % ++ positiv ++ positiv
3 7,5 % ++ positiv + positiv
++ positive
2 5,0 % ++ positiv neg.
1 25% + positiv ++ positiv
5 12,5 % + positiv + positiv
2 5,0 % + positiv neg.
+ positive
1 25% + positiv ?
1 2,5% + positiv irr
Summe 40 100,0 %

Tabelle 2 Detaillierte Auflistung der Ergebnisse der vorab durchgefiihrten ECT-Testungen
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3.3 Die Leistungen der Verfasserin

Die Studie wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Lukas Koch und Herrn Prof.
Werner Aberer durchgefuhrt. Die Verfasserin dieser Diplomarbeit hat beim
Schreiben und beim Einreichen des Studienprotokolls, der
Studienprotokollanderung und des Ethikantrages mitgearbeitet. Die Probandinnen
und Probanden wurden primar durch die Verfasserin telefonisch kontaktiert und
anschlieRend mittels eines Schreibens Uuber die Studie informiert. Bei
bestehendem Interesse zur Teilnahme wurden an die Teilnehmerinnen und
Teilnehmer durch die Verfasserin telefonisch Termine zur 1. Visite vergeben. Die
Studienaufklarung, die Visiten und die anschliellenden Auswertungen wurden

gemeinsam durch die Verfasserin und Dr. Lukas Koch durchgefuhrt.

3.4 Datenschutz

Samtliche Personen, welche Zugang zu den verschlisselten und nicht
verschlusselten Daten erhielten, waren zur Verschwiegenheit und zur Wahrung
des Datengeheimnisses verpflichtet. AulRerdem unterlagen samtliche Personen im
Umgang mit den Daten der Datenschutz-Grundverordnung (DSGVO). Die Daten
wurden anhand einer MEDOCS-Recherche erhoben und anschlieRend
pseudonymisiert von Mai 2017 bis Dezember 2019 in einer Passwort-geschitzten
Excel-Tabelle gesammelt und ausschliellich zu statistischen Zwecken in SPSS in

verschlusselter/kodierter/pseudonymisierter Form verwendet.

Eine wissenschaftliche Verodffentlichung der Daten wird ebenfalls anonymisiert
erfolgen, sodass keine Ruckschliusse auf die Studienteilnehmerinnen und

Studienteilnehmer madglich sind.

4 Methoden

Bei den Probandinnen und Probanden wurde im Rahmen des Epikutantests
zusatzlich zu den drei Testsubstanzen auch PPD und PTD in der im Rahmen der
Routinediagnostik Ublichen Testkonzentration (1 % in Vaseline) mitgetestet.
Dadurch konnte sichergestellt werden, dass ein Groldteil der rekrutierten Personen

zum Testzeitpunkt noch gegentber PPD und/oder PTD sensibilisiert waren. Als
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Kontrollsubstanz wurde eine reine Tragersubstanz (Vaseline) ohne Farbstoffe
mitgetestet. FUr die Testablesung wurden die Kriterien der DKG (Deutsche

Kontaktallergie-Gruppe) herangezogen.

4.1 Studiendesign

Es handelte sich um eine explorative, offene und monozentrische Studie.
Aufgrund der vorliegenden Daten wurden bei fehlender chemischer Verwandtheit
der Substanzen mit PPD oder PTD keine positiven Reaktionen erwartet. Die

Probandinnen und Probanden waren Uber die zu testenden Substanzen informiert.

4.2 Fallzahl

Die Fallzahlplanung erfolgte im Auftrag des Sponsors mit dem Programm
G*Power 3.1.2 (Faul et al., 2007 & Faul et al., 2009). Es wurde ein Fehler 1. Art
von a = 0,05 und ein Power von (1 - B) = 0,80 angenommen. Eine Fallzahl von
max. 40 Probandinnen und Probanden wurde als ausreichend angesehen. Die
primare ZielgroRe war die Wahrscheinlichkeit fur die Beobachtung des
interessierenden Ereignisses. Da kein Vergleich zwischen mehreren Gruppen
durchgefuihrt wurde, war ein Einstichproben-Binomialtest auf einen festen

Parameter p — hier die Erfolgswahrscheinlichkeit — durchzufuhren.

Es wurde ein einseitiger Einstichproben-Binomialtest auf eine feste
Erfoglswahrscheinlichkeit pO durchgefuhrt. Anmerkung: Ist die Zielvariable der
Eintritt eines bestimmten Ereignisses und soll dessen Wahrscheinlichkeit in einer
Gruppe (Stichprobe) eine feste, vorgegebene Erfolgswahrscheinlichkeit p0O
Ubersteigen, wird flr die Fallzahlplanung ein einseitiger Einstichproben-
Binomialtest auf eine feste Erfolgswahrscheinlichkeit pO verwendet. Dabei stellt p0
den festen Parameter unter der Nullhypothese HO dar und p7 die
Erfolgswahrscheinlichkeit unter der Alternative H1, welche auch fur die
Fallzahlplanung spezifiziert werden muss. Der Effekt ist die Differenz beider
Wahrscheinlichkeiten: g = p7 - p0 (G*Power 3.1 Manual, 2014).
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Die primare ZielgroRe war die Wahrscheinlichkeit fur die Beobachtung des
interessierenden Ereignisses. Es kam hierbei zu keinem Vergleich zwischen
mehreren Gruppen, daher war hier ein Einstichproben-Binomialtest auf einen

festen Parameter p (Erfolgswahrscheinlichkeit) durchzufihren.

Bei gesunden Probandinnen und Probanden wurde keine oder nur eine seltene
Reaktion angenommen. Es wurde davon ausgegangen, dass das interessierende
Ereignis unter HO mit Wahrscheinlichkeit pO0 = 0,01 zu beobachten sei. Im Falle
eines nicht-zufalligen Auftretens des Ereignisses wurde davon ausgegangen, dass
es bei mindestens 10 % der Allergiker zu beobachten sei. Fur die
Fallzahlberechnung wurde der Effekt g = p7 - p0 mit g = 0,1 spezifiziert. Alternativ

wurde die Annahme eines deutlich kleineren Effekts von g = 0,05 zugrunde gelegt.
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Damit ergab sich folgende Fallzahlplanung:

A: Einstichproben-Binomialtest (einseitig)

Annahmen: Erfolgswahrscheinlichkeit pO 0,01
Effekt g =p71-p0 0,1
Fehler a. Art a 0,05
Fehler 2. Art B 0,80

Ergebnis: Anzahl n 27
Kritischer Wert 2
Tatsachliche Power (1 - B) 0,8135
Tatséachlicher Fehler 1. Art a 0,0297

B: Einstichproben-Binomialtest (einseitig)

Annahmen: Erfolgswahrscheinlichkeit pO 0,01
Effekt g =p71-p0 0,05
Fehler a. Art a 0,05
Fehler 2. Art B 0,50

Ergebnis: Anzahl n 71
Kritischer Wert 3
Tatsachliche Power (1 - B) 0,08064
Tatséachlicher Fehler 1. Art a 0,0346

Tabelle 3 Stichprobengrél3e und tatsédchliche Power fiir einen einseitigen Einstichproben-

Binomialtest auf eine Erfolgswahrscheinlichkeit pO = 0,01

Eine Studiengrofle von n = 27 galt als ausreichend, um das interessierende

Ereignis mit einer Power von mindestens 0,80 bei einer Effektgrofle von g = 0,1

nachweisen zu kdnnen.
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Die EffektgroBe &anderte sich nicht massiv, auch wenn von einer maximal
moglichen Studiengrofle von 40 Probandinnen und Probanden ausgegangen

wurde.

Einstichproben-Binomialtest (einseitig)

Annahmen: Erfolgswahrscheinlichkeit p0 0,01
Fehler a. Arta 0,05
Fehler 2. Art B 0,80

Ergebnis: Anzahl n 40
Effekt g =p7 - p0 0,0940
Kritischer Wert 3
Tatsachlicher Fehler 1. Art a 0,0075

Tabelle 4 Stichprobengrél3e und tatsédchliche Power fiir einen einseitigen Einstichproben-

Binomialtest auf eine Erfolgswahrscheinlichkeit pO = 0,01

4.3 Studienablauf

4.3.1 Visiten

1. Visite: Klinikbesuch mit Fixtermin

Am 1. Tag wurden alle Substanzen in 6 Aluminiumkammern (Finn Chamber®)
gegeben und auf der Oberarminnenseite der Probandinnen und Probanden
appliziert. Die Substanzen PPD und PTD standen der Kilinik aufgrund
routinemafig durchzufihrender Epikutantestungen zur Verfligung. Die drei neuen
Farbmoleklle wurden vom Sponsor bereitgestellt. Hierfur wurden 3 Tropfen der
jeweiligen Testsubstanz in einer Aluminiumkammer mit einem Durchmesser von

8 mm (Finn Chamber®) aufgetragen und mittels Pflaster am Arm fixiert.

Die Testzubereitungen der drei Farbstoffe wurden in der typischen Einsatzmenge
in Haarfarbeprodukten getestet (Testsubstanz Rot (0,5 % in Vaseline),
Testsubstanz Blau (0,35 % in Vaseline) und Testsubstanz Gelb (0,5 % in
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Vaseline)). Fur PTD und PPD wurde die Konzentration jeweils mit 1 % in Vaseline

verwendet, wie sie im Rahmen der Routinediagnostik eingesetzt wird.

Anfanglich, fir die ersten 7 Probandinnen und Probanden, wurden alle
Testsubstanzen, wie bei einem routinemafligen Epikutantest Ublich, fur 48
Stunden belassen. Aufgrund von zu starken Reaktionen mit Blasenbildung wurde
dann das Studienprotokoll zum Wohle der Probandinnen und Probanden
geandert, um mdgliche weitere heftige Reaktionen zu vermeiden. Die
Testkammern 5. PTD und 6. PPD wurden nach Anderung des Studienprotokolls
bereits nach 45 Minuten entfernt und abgelesen. Damit wollte man eine neuerliche
starke Reaktion aufgrund der bereits bekannten Sensibilisierungen vermeiden. Die
Testkammern 1. bis 4. wurden vor und nach Protokollanderung wie bei einer
routinemafRigen Testung weiterhin erst nach 48 Stunden entfernt und abgelesen.
Insgesamt dauerte die 1. Visite, mit dem ausfuhrlichen arztlichen Gesprach, dem
Durchfuhren des Schwangerschaftstests bei gebarfahigen Patientinnen, der
Applikation des ECT-Tests samt Ablesen der Substanzen PPD und PTD nach
bereits 45 Minuten, etwa 60 Minuten. Danach wurden die Probandinnen und

Probanden nach Hause entlassen.

2. Visite: Klinikbesuch mit Fixtermin

Der 3 Tag, 48 h nach dem Ersttermin, war wiederum ein Fixtermin. Wenn nicht
anders als am Tag 1 besprochen, wurden die Probandinnen und Probanden nach
48 Stunden wieder in der Allergieambulanz des LKH Graz vorstellig. Zuerst
wurden alle (verbleibenden) Aluminiumkammern (Finn Chamber®) entfernt und
anschlielfend die Substanzen vorsichtig mit einem Wattestdbchen und Wasser

abgetupft.

20 Minuten nach Entfernung der Testsubstanzen untersuchte ein Arzt die Haut
und bewertete die Testreaktion aller sechs Testfelder. Die Dauer belief sich hierfur
auf ca. 30 Minuten. Im Falle einer starken Reaktion oder anhaltenden Reaktion auf
PPD und/oder PTD wurde in den Testfeldern 5 und 6 eine Kortisoncreme
(Diproderm®) aufgetragen um eine rasche Abheilung zu ermdglichen. Es wurde

dabei auf eine genaue Arbeitsweise geachtet. Die Kortisoncreme wurde nur auf
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die Testfelder 5 und 6 aufgetragen, um eine mogliche Beeinflussung der

Testfelder 1 bis 4 zu vermeiden.

3. Visite: Klinikbesuch mit Fixtermin

Der 4. Tag fand im uUblichen Setting statt, stellte die Endablesung des
Epikutantests dar und erfolgte 72 Stunden nach dem Applizieren der
Testsubstanzen. Hierfur mussten die Probandinnen und Probanden lediglich mit

einer Dauer von 10 Minuten rechnen.

4. Visite: Telefongesprach

14 bis 28 Tage, im Schnitt rund 3 Wochen nach Applizieren des Hauttests wurden
alle Probandinnen und Probanden nochmals telefonisch kontaktiert. Das
telefonische Gesprach sollte eine mdgliche Spatreaktion auf eine der getesteten
Substanzen erfragen. Bei starken Reaktionen auf PPD und/oder PTD wurde
jedoch auch das derzeitige Befinden der Probandinnen und Probanden erfragt
bzw. ob es zu einer Abheilung der Hautreaktion gekommen ist. Im Durchschnitt

dauerten die Telefongesprache 5 Minuten.

5. Visite: Optional

Wenn in der Anamnese eine sehr starke Reaktion im friher durchgefuhrten
Epikutantest auf PPD und/oder PTD angegeben wurde, als Beispiel eine sehr
starke Blasenbildung oder wenn es sogar zu einer Narbenbildung nach der
Testung gekommen war, wurden diese Probandinnen und Probanden bereits nach

24 Stunden zur neuerlichen Vorstellung in die Hautklinik Graz bestellt.

Bei einem starken Juckreiz oder sonstigen Beschwerden waren die
Teilnehmerinnen und Teilnehmer ebenfalls eingeladen, bereits nach 24 Stunden in

der Ambulanz vorstellig zu werden.

Die Probandinnen und Probanden waren weiters angehalten nach 96 Stunden
vorstellig zu werden, wenn bei der 72-Stunden-Ablesung eine positive Reaktion
bei den drei neu getesteten Testfarben nachzuweisen war oder zuerst die drei

Testareale negativ waren und erst nach den 72 Stunden eine Veranderung im
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Testareal entdeckt wurde. Bei beiden Terminen, 24 Stunden bzw. 96 Stunden
nach Applikation, war das Vorgehen gleich wie bei Visite 3. Die Dauer belief sich

hierfir auch nur auf ca. 10 Minuten.

Zusatzlich wurde den Probandinnen und Probanden nahegelegt, beim Auftreten
von Beschwerden jederzeit mit dem Studienteam telefonisch Kontakt
aufzunehmen bzw. in unserer Ambulanz vorstellig zu werden, auch nach
96 Stunden.

4.3.2 Epikutantest

Im Rahmen dieser Studie wurde bei den teilnehmenden Probandinnen und
Probanden an den Oberarminnenseiten ein geschlossener Epikutantest
durchgefuhrt. Insgesamt beinhaltete der Epikutantest 6 Aluminiumkammern (Finn
Chambers®). Die ersten drei Kammern des Epikutantest wurden mit den drei
neuen Testsubstanzen (1. Kammer: Testsubstanz Rot (0,5 % in Vaseline),
2. Kammer: Testsubstanz Blau (0,35 % in Vaseline), 3. Kammer: Testsubstanz
Gelb (0,5 % in Vaseline) befullt. Die Testsubstanzen enthielten in der Grundlage
Vaseline die beschriebenen Farbmoleklle in entsprechender Konzentration. Die
vierte Kammer enthielt als Kontrollsubstanz reine Vaseline ohne Farbmolekule.
Die 5. und 6. Kammer beinhalteten in der Grundlage Vaseline PTD (1 %) bzw.
PPD (1 %), Nachfolgende Abbildung zeigt die genaue Anordnung der

aufgeklebten Substanzen im Epikutantest.

1. Testsubstanz Rot (0,5 %, Vaseline)

2. Testsubstanz Blau (0,35 %, Vaseline)

3. Testsubstanz Gelb (0,5 %, Vaseling)

4. Vaseline (1 %, = Kontroll- und
Tragersubstanz)

P |:| (0,5 %, Vaseline)
3.PTD |:| (1%, Vaseline)

5 PPD /D {0,5 %, Vaseling)
‘\“D {1 %, Vaseling)

DOOOO

©

Abbildung 3 Experimentelle ECT-Substanzen nach Studienprotokoll 1
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Laut Studienprotokoll 1 gab es fir Probandinnen und Probanden mit einer
friheren starken Reaktion auf PPD und/oder PTD (entsprechend einer
++ positiven oder einer +++ positiven Reaktion auf die jeweiligen Substanzen) die
Moglichkeit, bei PPD und/oder PTD nur die halbe Dosis zu verwenden (0,5 % in
Vaseline), anstatt der vollen Dosis (1 % in Vaseline). Probandin AUO5 hatte auf
PPD und PTD in einer friheren ECT-Testung eine nachweisliche +++ positive
Reaktion auf beide dieser Stoffe und erhielt daher eine halbe Dosierung dieser

Substanzen.

Die Probandinnen und Probanden AUO1 bis AUO7, ausgenommen AUOQ5, erhielten

die volle Dosis.

Laut Studienprotokoll 2 wurde ab Patient AUO8 nur mehr mit der vollen Dosis auf
PPD (1 % in Vaseline) und PTD (1 % in Vaseline) getestet und diese beiden

Testkammern bereits nach 45 Minuten entfernt.

1. Testsubstanz Rot (0,5 %, Vaseling)

2. Testsubstanz Blau (0,35 %, Vaseling)

3. Testsubstanz Gelb (0,5 %, Vaseling)

4. Vaseline (1 %, = Kontroll- und
Tragersubstanz)

5. PTD (1 %, Vaseling)

HOGOOO

©

Abbildung 4 Experimentelle ECT-Substanzen nach Studienprotokoll 2

6. PPD (1 %, Vaseling)
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Anbei drei Fotos der starken Reaktionen nach Studienprotokoll 1, die zur

Protokollanderung fuhrten.

Abbildung 6 Starke Reaktion Probandin AUO5 nach 49 h

Die Testung erfolgte wie bei einer routinemafligen ECT-Testung. Der Ablauf der
Studie umfasste klar festgelegte Ablaufe. Innerhalb einer Woche wurden die
Probandinnen und Probanden zu verschiedenen Klinikbesuchen eingeteilt. Die
Vorstellung erfolgte hierbei jedes Mal in der Hautklinik in Graz. Der Ablauf

gestaltete sich wie folgt:

Der 1. Tag (1. Visite) umfasste die Applikation des Epikutantest. Am dritten Tag
(2. Visite) wurden alle Testkammern entfernt und bei starken Reaktionen eine
Kortisoncreme (Diproderm®) aufgetragen. Am 4. Tag (3. Visite), 72 h nach dem
Applizieren, kamen die Probandinnen und Probanden zum dritten vereinbarten

Fixtermin zur Kontrolle und Endablesung.
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Eine optionale Visite erfolgte nach 24 Stunden, nach 96 Stunden und nach
144 Stunden. Im Anschluss an die Teilnahme erfolgte nach im Schnitt 2 Wochen

ein abschlieRendes Telefongesprach.

4.4 Typische positive Reaktionen bei Testung

Klinisch manifestiert sich eine positive Testreaktion durch eine ekzematdse
Hautreaktion bis zum Zeitpunkt der ersten Ablesung nach 48 Stunden oder nach
weiteren 24 bis 48 Stunden.

Bei den Probandinnen und Probanden wurde aufgrund der bekannten
Sensibilisierung auf PPD und/oder PTD eine erneute positive Reaktion auf diese
erwartet. Wahrenddessen sollten die Ergebnisse fur die anderen 3 Farbmolekule

idealerweise negativ sein.

In der Teilnehmerinformation wurden alle mdglichen Reaktionen den
Probandinnen und Probanden bereits vorab per Post mitgeteilt. Da alle
Teilnehmerinnen und Teilnehmer bereits eine Epikutantestung mit teilweise
starken Reaktionen hatten, waren sie sich der potentiellen Risiken bewusst. Bei
Bedarf, bei schweren Reaktionen und/oder starkem Juckreiz, bestand fir die
Probandinnen und Probanden die Moglichkeit der Behandlung mit einer

Kortisoncreme (Diproderm®).

4.5 Verhalten wédhrend der Testung

Die Probandinnen und Probanden wurden aufgefordert, wahrend der Teilnahme
an der Studie, im Zeitraum zwischen Visite 1 und 3, das Testareal nicht mit
Wasser in Kontakt zu bringen. Zusatzlich sollte auch tibermaRiges Schwitzen, zum
Beispiel beim Sport, vermieden werden, da dies die Testung beeinflussen konnte.
Ab der Entfernung der verbliebenen Testkammern, im Rahmen der 3. Visite (72-
Stunden-Ablesung), waren die Teilnehmerinnen und Teilnehmer in ihren taglichen
Aktivitaten nicht mehr eingeschrankt und konnten fortan wieder Duschen und

Schwimmen.
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4.6 Nutzen, Risiken und Vergiitung der Probandinnen und

Probanden bei Teilnahme an der Studie

4.6.1 Nutzen

Die Studie wurde nicht durchgefuhrt, um bei den Probandinnen und Probanden
eine konkrete diagnostische Aussage zu treffen, sondern vielmehr sollte die Studie
als Forschungsprojekt dazu beitragen, mehr Informationen zur Vertraglichkeit der

3 experimentellen Farbmolekile zu gewinnen.

Die Teilnehmerinnen und Teilnehmer bekamen dennoch einerseits Gewissheit
uber den eigenen Sensibilisierungsgrad und den Umgang mit den entsprechenden
Substanzen. Andererseits konnten die Probandinnen und Probanden
Haarfarbeprodukte, welche die 3 experimentell getesteten Substanzen enthalten,

bei negativer Testung in Zukunft mdglicherweise als Alternative anwenden.

4.6.2 Risiken

Fir die Probandinnen und Probanden bestand durch die Teilnahme kein
wesentliches neues zusatzliches Risiko. Sie konnten mit den bereits bekannten
Reaktionen auf PPD und/oder PTD rechnen. Im Vorfeld war es dennoch wichtig
uber mdgliche Symptome, Begleiterscheinungen und/oder Verletzungen
aufzuklaren. Schwangere (negativer Schwangerschaftstest war Voraussetzung)
und stillende Frauen wurden vorsorglich aus der Studie ausgeschlossen. Erst
nach Vorlage eines negativen Schwangerschaftstests wurde bei gebarfahigen
Frauen der Epikutantest appliziert. Im arztlichen Aufklarungsgesprach wurde das
potentielle Risiko fur starke Lokalreaktionen hervorgehoben und das Verhalten bei

Symptomen besprochen.

Maogliche Begleiterscheinungen waren:

e Da es sich bei den Testsubstanzen um Farbmolekulle handelte, bestand die
Mdglichkeit, dass es im Bereich des Testareals zu mdglichen

Hautverfarbungen kommen konnte.
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e Bei positiven Reaktionen bestand die Moglichkeit einer Restpigmentierung
bzw. einer postinflammatorischen Pigmentierung der Haut und im

aulersten Fall einer Narbenbildung.

e Das Risiko fir ein Wiederaufflammen eines vorbestehenden Ekzems oder
fur eine anaphylaktische Reaktion war aufgrund der geringen

Testsubstanzmenge als sehr gering einzustufen.

Alle teiinehmenden Probandinnen und Probanden wurden gebeten, sich im Falle
des Auftretens der genannten Symptome so rasch als moéglich telefonisch an den

zustandigen Studienarzt oder im Notfall an die Klinik zu wenden.

4.6.3 Teilnahme- und Zeitaufwandsentschadigung

Far die komplette Teilnahme an dieser Studie (mindestens 3 Visiten plus 1
Telefongesprach und bei Bedarf zusatzliche 2 Visiten) erhielten die
Teilnehmerinnen und Teilnehmer eine Zeitaufwands- und
Fahrtkostenentschadigung in der Hohe von EUR 200,--.

4.7 Versicherung

Als Teilnehmerin oder Teilnehmer an dieser klinischen Prifung bestand fiur alle
der gesetzlich vorgeschriebene verschuldensunabhangige Versicherungsschutz,
der alle Schaden abdeckt, die am Leben oder Gesundheit der Probandinnen und
Probanden durch die an Ihnen durchgeflihrten MalRnahmen der klinischen Prifung
verursacht werden koénnen, mit Ausnahme von Schaden aufgrund von

Veranderungen des Erbmaterials in Zellen der Keimbahn.

Die Versicherung wurde fur die Teilnehmerinnen und Teilnehmer bei der Tokio
Marine Kiln Insurance Limited, Berliner Allee 26, D-40212 Dusseldorf, unter der
Polizzennummer 041/4606 abgeschlossen. Fur den Versicherungsvertrag war
Osterreichisches Recht anwendbar, die Versicherungsanspriche sind in

Osterreich einklagbar.
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Um den Versicherungsschutz nicht zu gefahrden:

e durften die Teilnehmerinnen und Teilnehmer sich wahrend der Dauer der
klinischen Prifung einer anderen medizinischen Behandlung nur im
Einvernehmen mit  lhrem  behandelnden  Prufarzt  unterziehen
(ausgenommen waren Notfalle). Dies galt aullerdem flr die zusatzliche

Einnahme von Medikamenten oder die Teilnahme an einer anderen Studie.

e mussten die Probandinnen und Probanden dem behandelnden Prufarzt
oder der oben genannten Versicherungsgesellschaft eine
Gesundheitsschadigung, die als Folge dieser klinischen Studie aufgetreten

sein kdnnten, unverzuglich mitteilen.

e mussten die Teilnehmerinnen und Teilnehmer der Studie alles Zumutbare
tun um Ursache, Hergang und Folgen des Versicherungsfalles aufzuklaren
und den entstandenen Schaden gering zu halten. Dazu gehorte ggf. auch,
dass die Teilnehmerinnen und Teilnehmer ihre behandelnden Arzte

ermachtigen, vom Versicherer geforderte Auskinfte zu erteilen.

4.8 Einwilligungserkldrung zur Studienteilnahme

War nach Klarung aller Fragen die Bereitschaft zum Mitmachen vorhanden,
musste die Einverstandniserklarung von allen Teilnehmerinnen und Teilnehmern
unterschrieben werden. Die Teilnahme zur Studie war freiwillig und die
Probandinnen und Probanden hatten jederzeit die Moglichkeit zur Zuricknahme
der Einverstandniserklarung, auch ohne Angabe von Grinden. Auch bei Abbruch

ware fur die Probandinnen und Probanden kein Nachteil entstanden.

Anbei ein Auszug der Einverstandniserklarung:
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Ilch erklare mich bereit, an der Studie Vertriglichkeitstestung von drei Farbmolekiilen
bei Kontaktallergie gegeniiber den Haarfarbstoffen p-Phenylendiamin (PPD) und/oder
p-Toluylendiamin (PTD)“ teilzunehmen.

Ich bin von Herm/Frau ...................... ausfohrlich und verstandlich Ober Ablauf, mdgliche
Belastungen und Risiken, sowie dber Wesen, Bedeutung und Tragweite der Studie, und sich
fur mich daraus ergebenden Anforderungen aufgeklart worden. Ich habe dartber hinaus den
Text dieser Probandinnenaufklarung und Einwilligungserklarung, die insgesamt 9 Seiten
umfasst, gelesen.

Aufgetretene Fragen wurden mir vom Studienarzt verstandlich und gentgend beantwortet.
Ich hatte ausreichend Zeit mich zu entscheiden. Ich habe zurzeit keine weiteren Fragen
mehr.

Ich werde den arztlichen Anordnungen, die fur die Durchfuhrung der Studie erforderlich sind,
Folge leisten, behalte mir jedoch das Recht vor, meine freiwillige Mitwirkung jederzeit zu
beenden, ohne dass mir daraus Nachteile fir meine weitere medizinische Betreuung
entstehen.

Ich bin zugleich damit einverstanden, dass meine im Rahmen dieser Studie ermittelten
Daten aufgezeichnet werden. Um die Richtigkeit der Datenaufzeichnung zu Gberprifen,
durfen Beauftragte der zustandigen Behé&rden beim Studienarzt Einblick in meine
personenbezogenen Krankheitsdaten nehmen.

Die Bestimmungen des Datenschutzgesetzes (DSGVO) in der geltenden Fassung werden
eingehalten.

Eine Kopie dieser Patienteninformation und Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das
Original verbleibt beim Studienarzt.

(Datum und Unterschrift des Patienten)
Abbildung 7 Einversténdniserkldrung

4.9 Finanzierung des Projektes

Auftraggeber und Sponsor der Studie war die Firma Kao (Darmstadt,

Deutschland), die auch die Finanzierung der Studie Ubernahm.
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4.10 Verantwortliche Projektleiter

e Principal Investigator: Dr. med. Lukas Koch
e Sub-Investigator: cand. med. Plaschg Karin, BSc BSc MSc
e Sub-Investigator: Univ. Prof. Dr. med. univ. Werner Aberer

e Sub-Investigator: Ao. Univ. Prof. Dr. med. univ. Birger Kranke

4.11 Statistik
Die Auswertung der erhobenen Studiendaten erfolgte mittels SPSS (IBM SPSS

Statistics Version 26). Mittels deskriptiver Statistik wurden die Daten ausgewertet
und grafisch in Tabellen und Diagrammen (Balken- und Kreisdiagramme)

dargestellt.

Ergebnisse wurden als Median mit Spannweite oder als Mittelwert mit

Standardabweichung beschrieben.
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5 Resultate

5.1 Probandinnen und Probandenkollektiv

5.1.1 Alter und Geschlecht

Von den 40 Probandinnen und Probanden waren 38 weiblich (95 %) und
2 mannlich (5 %). Dies entspricht einem Verhaltnis von 19:1. Ein Grolteil der
Teilnehmerinnen und Teilnehmer war zwischen 18 und 40 Jahre alt (n = 26,
65 %). Aufgeteilt in Altersgruppen verteilen sich die Probandinnen und Probanden

wie folgt:
e bis 20 Jahre, 15 % (n = 6)
e zwischen 21 und 30 Jahre, 35 % (n = 14)
e zwischen 31 und 40 Jahre, 15 % (n = 6)
e zwischen 41 und 50 Jahre, 12,5 % (n = 5)
e zwischen 51 und 60 Jahre, 15 % (n = 6)
e Uber 60 Jahre, 7,5 % (n = 3)

Das mittlere Alter der teilnehmenden Probandinnen und Probanden betrug
35,5 Jahre (18 — 62 Jahre) mit einer Standardabweichung von 14,24 Jahren.

Balkendiagramm

Geschlecht

Wweiblich
125 E mannlich

10,0

75

Anzahl

50

zls I
00

unter 20 21-30 31-40 41-50 51-60 Uber 60

Altersgruppen
Abbildung 8 Geschlechterspezifische Altersverteilung in Jahren
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Die meisten Teilnehmerinnen und Teilnehmer befanden sich in der Altersgruppe

zwischen 21 und 30 Jahren mit einem Gesamtanteil von 35 % (n = 14).

Bezuglich der Geschlechtsverteilung ist anzumerken, dass sich die Unterschiede
durch das zu untersuchende Allergen erklaren lassen. In Europa ist eine
Sensibilisierung durch das PPD-Allergen haufiger bei Frauen zu beobachten als
bei Mannern. Die Begriundung liegt im haufigeren Kontakt der Frauen
insbesondere beim Haare farben. Die Europaische Kommission hat aufgezeigt,
dass im Jahr 2004 rund 2,6 Milliarden Euro alleine durch Haarfarbemittel
umgesetzt wurden. Dabei entfallen rund zwei Drittel auf Frauen und es wird
vermutet, dass nur jeder zehnte Mann sich seine Haare farbt

(www.europa.eu/rapid/pressReleasesAction.do?reference=IP/06/1047, Zugriff:

06.03.2020). Die Alters- und Geschlechtsverteilung ist im vorhandenen
Gesamtkollektiv und im selektionierten Kollektiv nahezu identisch und kann somit

als homogen angesehen werden.

5.1.2 Wohnbezirk

Die meisten Probandinnen und Probanden kamen aus dem Bezirk Graz (n = 15,
37,5 %), gefolgt von Graz-Umgebung mit weiteren 6 Personen (15 %). Es folgt
Hartberg-Furstenfeld sowie die Sudoststeiermark mit jeweils 4 Teilnehmerinnen
und Teilnehmer (10 %). Jeweils 3 Personen (7,5 %) entfallen auf die Bezirke
Leibnitz und Weiz. Aus Deutschlandsberg reisten 2 Teilnehmerinnen und
Teilnehmer (5 %) an und jeweils eine Person (2,5 %) kam aus den Bezirken

Bruck-Murzzuschlag, Leoben sowie Voitsberg.
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Abbildung 9 Wohnbezirk der Teilnehmerinnen und Teilnehmer

5.1.3 Berufsgruppen

Die Teilnehmerinnen und Teilnehmer tibten unterschiedlichste Berufe aus:

e Die grofte Gruppe beinhaltet 13 Teilnehmerinnen und Teilnehmer (32,5 %)

und umfasst die Kategorie der Arbeiter. Im Detail wie folgt aufgelistet:

(@]

o

o

Verkauferin/Verkaufer, 5,0 % (n = 2)
Reinigungskraft, 5,0 % (n = 2)
Busfahrerin/Busfahrer, 2,5 % (n = 1)
Tischlerin/Tischler, 2,5 % (n = 1)
Kdéchin/Koch, 2,5 % (n = 1)
Kosmetikerin/Kosmetiker, 2,5 % (n = 1)
Friseurin/Friseur, 2,5 % (n = 1)
Mechanikerin/Mechaniker, 2,5 % (n = 1)
Produktionsmitarbeiterin/Produktionsmitarbeiter, 2,5 % (n = 1)
Technikerin/Techniker, 2,5 % (n = 1)
Kellnerin/Kellner, 2,5 % (n = 1)
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e Die zweitgrofte Gruppe umfasst die Angestellten. Insgesamt belief sich die
Anzahl dieser Gruppe auf 11 Teilnehmerinnen und Teilnehmer (27,5 %)

und Iasst sich im Detail wie folgt aufgliedern:
o Buroarbeiterin/Buroarbeiter n. n. bezeichnet, 10,0 % (n = 4)
o Sekretarin/Sekretar, 10,0 % (n = 4)
o Telefonistin/Telefonist, 2,5 % (n = 1)
o Human Resource Management w/m, 2,5 % (n = 1)

o Grafikdesignerin/Grafikdesigner, 2,5 % (n = 1)

¢ Medizinische Berufe vertreten in dieser Studie die dritthaufigste Gruppe mit
einer Anzahl von 7 Teilnehmerinnen und Teilnehmer (17,5 %). Untergliedert

wird diese Kategorie in:
o Krankenschwester/Krankenpfleger,12,5 % (n = 5)
o Massagetherapeutin/Massagetherapeut, 2,5 % (n = 1)

o Pharmazeutin/Pharmazeut, 2,5 % (n = 1)

e Die viertgroRte Gruppe der Probandinnen und Probanden werden mit 10%

(n = 4) von den Pensionistinnen und Pensionisten vertreten.

o Weitere 3 Teilnehmerinnen und Teilnehmer finden sich in der Gruppe der

Padagogen wieder (n = 3; 7,5 %).

e Zum Zeitpunkt der Studie befanden sich 2 (5 %) Probandinnen und
Probanden in einer RehabilitationsmalRnahme.

An dieser Studie nahm nur eine Friseurin (2,5 %) teil, welche auch zum Zeitpunkt

der Studie in diesem Beruf tatig war.
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5.2 Probandinnen und Probandendaten

5.2.1 Schwangerschaftstest

Alle weiblichen Probandinnen, welche sich zum Zeitpunkt der Studie im
gebarfahigen Alter befanden, wurden vor der ECT-Testung zur Durchfihrung
eines Schwangerschaftstests verpflichtet. Insgesamt wurden vor der ECT-Testung
32 Schwangerschaftstests (80 %) durchgeflhrt.

Schwangerschaftstest
Giiltige Fumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Giltig  nicht durchgefihrt ] 20,0 20,0 20,0
negativ 32 80,0 20,0 100,0
Gesamt 40 100,0 100,0

Tabelle 5 Durchgefiihrte Schwangerschaftstests vor der experimentellen ECT-Testung

6 Teilnehmerinnen (15 %) waren zum Zeitpunkt der Studie laut eigenen Angaben
bereits in der Postmenopause und wurden daher auch nicht mehr auf eine
mdgliche Schwangerschaft getestet. Bei den 2 verbleibenden Teilnehmern wurde

aufgrund des mannlichen Geschlechts kein Test durchgefiihrt.

5.2.2 Dauermedikation der Teilnehmerinnen und Teilnehmer

11 der 40 Teilnehmerinnen und Teilnehmer (27,5 %) gaben an, zum Zeitpunkt der

Studie unter einer Dauermedikation gestanden zu haben.
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AUO03 Metformin
Amlodipin + Valsartan + Hydrochlorothiazid
AUO05 Levothyroxin-Natrium
AU11 Trazodon-Hydrochlorid
Levothyroxin-Natrium
AU26 Bisoprolol
Amitryptilin-Hydrochlorid
Calciumcitrat
AU28 Sertralinhydrochlorid
AU31 Sertralinhydrochlorid
Bisoprolol
Formoterol
AU32 Bisoprolol
Clopidogrel
Rosuvastatin
AU37 Pantoprazol
Vitamine
AU38 Metoprololsuccinat

AU33 und AU39

Antikontrazeptivum (Wirkstoff nicht eruierbar)

Tabelle 6 Medikamentenliste der teilnehmenden Probandinnen und Probanden

Drei Probandinnen und Probanden (7,5 %) litten zum Zeitpunkt der Studie, laut

Eigenanamnese,

behandlungsbedurftigen  Depression. Weitere

4 Teilnehmerinnen und Teilnehmer (10 %) waren unter der Therapie eines Beta-

Blockers. 29 Probandinnen und Probanden (72,5 %) nahmen eigenanamnestisch

keine Dauermedikation zum Zeitpunkt der Studie ein.
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5.2.3 Erste vermutete allergische Reaktion der Teilnehmerinnen und

Teilnehmer

38 Teilnehmerinnen und Teilnehmer (95 %) gaben an, dass die erste bemerkte
allergische Reaktion beim Haarefarben aufgefallen sei. Eine Teilnehmerin (2,5 %)
gab an, dass die erste bemerkte Reaktion nach dem Auftragen eines Henna-
Tattoos stattgefunden habe und eine Probandin (2,5 %) gab als erstes
stattgehabtes Ereignis das Farben der Augenbrauen an. Alle 40 Teilnehmerinnen
und Teilnehmer (100 %) gaben eine stattgehabte allergische Reaktion nach dem
Haarefarben bekannt, welche auch in den vorhandenen Ambulanzkarten der

Allergieambulanz dokumentiert war.

5.2.4 Haarfarbton, welcher die erste allergische Reaktion ausloste

Die Probandinnen und Probanden wurden zusatzlich befragt, bei welchem
Haarfarbton die erste bekannte allergische Reaktion aufgetreten war. Dabei wurde
primar gefragt, ob es sich um eine dunkle, mittlere oder helle Haarfarbe handelte.
Diesbezlglich aulderten sich die teiinehmenden Probandinnen und Probanden wie

folgt:

e Dunkle Haarfarbe, 85,0% (n = 34)
e Mittlere Haarfarbe, 15,0 % (n = 6)
e Helle Haarfarbe, 0 % (n = 0)

Diese 3 Uberkategorien wurden daraufhin weiter unterteilt in folgende
Unterkategorien. Die meisten Reaktionen traten bei Farbungen mit der Farbe
Dunkelbraun auf (n = 14; 35,0 %). 9 Personen (22,5 %) konnten keine genaue
Auskunft bezuglich der Farbe mehr tatigen, da es nicht genau erinnerlich war. Die
zweithaufigste genannte Farbe war Schwarz (n = 8; 20,0 %). 3 Personen (7,5 %)
gaben die Farbe Braun als auslosenden Farbton bekannt und jeweils 2 Personen
(5,0 %) die Farben Schwarzblau und Rotbraun. AbschlieRend gab noch jeweils
eine Person (2,5 %) Rot und Rotschwarz bekannt.
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Haarfarben, welche die erste allergische Reaktion ausldsten

Dunkelbraun

Keine Information

Schwarz

Braun

Rotbraun

Schwarzblau

Rotschwarz

Anzahl

Abbildung 10 Haarfarben, auf welche die Probandinnen und Probanden das erste Mal allergisch reagiert

hatten

5.2.5 Wurde jemals ein Henna-Tattoo appliziert?

Zusatzlich wurden die Probandinnen und Probanden gefragt, ob sie jemals ein
Henna-Tattoo gehabt haben (zum Beispiel im Urlaub). Wurde diese Frage mit ja
beantwortet, wurden sie in weiterer Folge befragt, ob dieses Tattoo eine

allergische Reaktion bei Ihnen ausgeldst hatte.

Glltige Kumuliere
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Glltig  Mein 23 57,5 57,5 57,5
Ja 17 425 42 5 100,0
Gesamt 40 100,0 100,0

Tabelle 7 Liste der Probandinnen und Probanden die jemals ein Henna-

Tattoo hatten oder nicht

Von diesen 17 Teilnehmerinnen und Teilnehmern (100 %) gaben in weiterer Folge
12 Personen (70,6 %) an, an einer allergischen Reaktion nach Auftragen eines
Henna-Tattoos gelitten zu haben. Die restlichen 5 Teilnehmerinnen und
Teilnehmer (29,4 %), konnten sich an keine allergische Reaktion erinnern.
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5.3 Ergebnisse der ECT-Testungen

5.3.1 45-Minuten-Ablesung

Zu Beginn der Studie erfolgte bei den Probandinnen und Probanden die erste
Ablesung der beiden Stoffe PPD und PTD (bei starkem Juckreiz) frihestens
24 Stunden nach der Applikation des Epikutantest. Laut Studienprotokoll 1 war
anfanglich keine 45-Minuten-Ablesung der Stoffe PPD und PTD vorgesehen.
Aufgrund einzelner sehr starker Lokalreaktionen wurde das Studienprotokoll nach
den ersten 7 Probandinnen und Probanden (17,5 %) geandert. Daraufhin wurden
die Testkammern 5 und 6 (PPD und PTD) bei den restlichen 33 Teilnehmerinnen
und Teilnehmer bereits nach 45 Minuten wieder entfernt. Bei allen
33 Probandinnen und Probanden (100 %) war die 45-Minuten-Ablesung der Stoffe
PPD und PTD negativ. Die Ablesungen wurden fototechnisch dokumentiert. Die
restlichen Testkammern 1 bis 4 wurden zu diesem Zeitpunkt nicht abgelesen,

diese Kammern blieben verschlossen.

5.3.2 24-Stunden-Ablesung (Optional)

Bei der optionalen 24-Stunden-Abnahme bzw. -Ablesung gab es laut
Studienprotokoll 1 eine Ablesung (2,5 %) mit voller Dosis der Stoffe PPD und PTD
(1 % in Vaseline) und eine Ablesung (2,5 %) mit der halben Dosis der Stoffe PPD
und PTD (0,5 % in Vaseline). Die Vorstellung der 2 Probandinnen (5,0 %) erfolgte
nach 20h und 24h aufgrund eines starken Juckreizes.

Probandin AUO5 wurde aufgrund einer vorangegangenen +++ positiven Reaktion
auf PPD und PTD nur die halbe Dosis (0,5 % in Vaseline) von den Substanzen
PPD und PTD in der Testung aufgetragen. Aufgrund eines sehr starken
Juckreizes suchte die Probandin die Allergieambulanz bereits nach 20 Stunden
zur Ablesung auf. In den Testfeldern 5 und 6 wurde daraufhin bei deutlich positiver
Reaktion eine Kortisoncreme (Diproderm®) aufgetragen. Die restlichen Testfelder,
Nr. 1 bis inklusive Nr. 4, blieben unberuhrt. Bei der zweiten Ablesung handelte es
sich um Probandin AUQ7. Bei ihr wurde die volle Dosis der Substanzen PPD und

PTD verwendet. Nach 24 Stunden wurde auch hier aufgrund eines massiven
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Juckreizes abgelesen und eine Kortisoncreme ebenfalls nur im Bereich der

Testfelder 5 und 6 aufgetragen.

Insgesamt wurden 7 Probandinnen und Probanden (17,5 %) zur optionalen 24-
Stunden-Ablesung vorstellig. Der Zeitraum fur die Ablesungen erstreckte sich von
18 bis 24 Stunden. Dabei handelte es sich um die Probandinnen und Probanden
AUQ05, AUO07, AU18, AU27, AU30, AU40 (bei diesen 6 Personen wurde eine
Kortisoncreme auf die Testfelder 5 und 6 aufgetragen; 15,0 %) und um Probandin
AU20 (keine Kortisoncreme; 2,5 %).

Nach Auflistung aller 24-Stunden-Ablesungen der Substanzen PPD und PTD

ergaben sich folgende Reaktionen:

e PPD-Reaktion (0,5 % oder 1 % in Vaseline) nach 24 Stunden

o ++positiv  7,5% 3x
o + positiv 7,5 % 3x
o heg. 25% 1x

o PTD-Reaktion (0,5 % oder 1 % in Vaseline) nach 24 Stunden

o + positiv 12,5 % 5x
o heg. 25% 1x
o ? 25 % 1x

Detailliert 1asst sich die 24-Stunden-Ablesung wie folgt darstellen:

Kreuzpositive Anzahl  Prozent PPD PTD

2 5,0 % ++ positiv + positiv
++ positive

1 2,5 % ++ positiv ?

3 7,5 % + positiv + positiv
+ positive

1 25 % neg. neg.
Summe 7 17,5 %

Tabelle 8 Darstellung der detaillierten Reaktionen auf PPD und PTD bei der 24-Stunden-Ablesung
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5.3.3 48-Stunden-Ablesung

Die 48-Stunden-Ablesung erfolgte bei allen Probandinnen und Probanden. Zu

diesem Zeitpunkt wurden alle (verbleibenden) Aluminiumkammern (Finn

Chamber®) abgenommen und die Testfelder abgelesen. Die Ablesungen erfolgten

im Zeitraum zwischen 43 und 54 Stunden. Es ergaben sich folgende Resultate:

Testsubstanz Rot (0,5 % in Vaseline) nach 48 Stunden
o heg. 100 % 40x

Testsubstanz Blau (0,35 % in Vaseline) nach 48 Stunden
o neg. 100 % 40x

Testsubstanz Gelb (0,5 % in Vaseline) nach 48 Stunden
o neg. 100 % 40x

Vaseline (pur) nach 48 Stunden

o neg. 100 % 40x

PPD-Reaktion (0,5 % oder 1 % in Vaseline) nach 48 Stunden
o +++ positiv 15,0 % 6x
o ++positiv 35,0 % 14x
o + positiv 22,5 % 9x

o heg. 15,0 % 7x
o irr. 25% 1x
o ? 7,5 % 2x

PTD-Reaktion (0,5 % oder 1 % in Vaseline) nach 48 Stunden

o +++ positiv. 10,0 % 4x
o ++positiv 15,0 % 6Xx
o + positiv 37,5 % 15x
o neg. 25,0 % 11x
o ? 10,0 % 3x
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Zusammengefasst lassen sich die Reaktionen der 48-Stunden-Ablesung wie folgt

detailliert darstellen:

Kreuzpositive Anzahl  Prozent PPD PTD

5 12,5 % +++ positiv +++ positiv
+++ positive

2 5,0 % +++ positiv + positiv

6 15,0 % ++ positiv ++ positiv
++ positive 7 17,5 % ++ positiv + positiv

1 2,5 % ++ positiv ?

5 12,5 % + positiv + positiv

3 7,5 % + positiv neg.

+ positive

1 2,5 % + positiv ?

1 2,5 % ? + positiv
fraglich 1 2,5 % ? ?
irritativ 1 25% irr. neg.
negativ 7 17,5 % neg. neg.
Summe 40 100,0 %

Tabelle 9 Darstellung der detaillierten Reaktionen auf PPD und PTD bei der 48-Stunden-Ablesung

Keine Reaktion nach 48 Stunden, weder auf PPD noch auf PTD, zeigten

insgesamt 7 der teilnehmenden Probandinnen und Probanden (17,5 %).

Bei 22 Teilnehmerinnen und Teilnehmern (55,0 %) wurde aufgrund einer starken
Reaktion eine Kortisoncreme (Diproderm®) aufgetragen. Erneut wurde akribisch
darauf geachtet, die Kortisoncreme (Diproderm®) nur auf den Testfeldern 5 und 6
aufzutragen (PPD und PTD) und eine Kontamination der Testfelder 1 bis 4 streng

ZU vermeiden.
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5.3.4 72-Stunden-Ablesung

Bei der 72-Stunden-Ablesung wurden erneut alle Testfelder (Nr. 1 bis inklusive

Nr. 6) aller Probandinnen und Probanden abgelesen. Die Ablesungen erfolgten im

Zeitraum zwischen 66 und 81 Stunden. Dabei ergaben sich folgende Resultate:

o

(@]

©)

©)

o

(@]

©)

o

o

+ positiv 2,5%
negativ 97,5 %

negativ 100 %

negativ 100 %

Vaseline (pur) nach 72 Stunden

negativ 100 %

+++ positiv 20,0 %
++ positiv. 40,0 %
+ positiv 25,0 %
negativ 12,5 %

Testsubstanz Rot (0,5 % in Vaseline) nach 72 Stunden

1x

39x

Testsubstanz Blau (0,35 % in Vaseline) nach 72 Stunden

40x

Testsubstanz Gelb (0,5 % in Vaseline) nach 72 Stunden

40x

40x

PPD-Reaktion (0,5 % oder 1 % in Vaseline) nach 72 Stunden

8x
16x
10x
X

e PTD-Reaktion (0,5 % oder 1 % in Vaseline) nach 72 Stunden

(@]

©)

o

o

+++ positiv 12,5 %
++ positiv. 17,5 %
+ positiv 35,0 %
negativ 32,5 %

5x
X
14x
13x
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Zusammengefasst lassen sich die Reaktionen der 72-Stunden-Ablesung bezuglich
PPD und PTD wie folgt detailliert darstellen:

Kreuzpositive Anzahl  Prozent PPD PTD

6 15,0 % +++ positiv +++ positiv
+++ positive 1 25% +++ positiv ++ positiv

2 5,0 % +++ positiv + positiv

6 15,0 % ++ positiv ++ positiv
++ positive 9 22,5 % ++ positiv + positiv

1 25% ++ positiv neg.

3 7,5 % + positiv + positiv
+ positive

7 17,5 % + positiv neg.
fraglich 2 5,0 % ? ?
negativ 5 12,5 % neg. neg.
Summe 40 100,0 %

Tabelle 10 Darstellung der detaillierten Reaktionen auf PPD und PTD nach der 72-Stunden-
Ablesung

Bei 16 Probandinnen und Probanden (40,0 %) wurde aufgrund einer starken
Reaktion eine Kortisoncreme (Diproderm®) auf den Testfeldern 5 und/oder 6
aufgetragen. Gar keine Reaktion, weder auf PPD noch auf PTD, zeigten zu

diesem Zeitpunkt insgesamt 5 Probandinnen und Probanden (12,5 %).

Auffallend in der 72-Stunden-Ablesung war eine einzige + positive Reaktion auf
Testsubstanz Rot (0,5 % in Vaseline) bei Probandin AU20. Auf diesen Befund wird
in Kapitel 5.3.8 detailliert eingegangen.

56




5.3.5 96-Stunden und 144-Stunden-Ablesung (Optional)

Zu den weiteren optionalen Visiten erschienen lediglich 2 Probandinnen (5 %).
Eine Probandin (AU20) wurde aufgrund einer + positiven Reaktion der
Testsubstanz Rot (0,5 % in Vaseline) in der 72-Stunden-Ablesung zu einer
neuerlichen Begutachtung in die Hautklinik einberufen. Die Probandin erschien
nach 142 h und es zeigte sich eine ++ positive Reaktion auf die Substanz. Die

Probandin gab jedoch keinerlei Juckreiz oder sonstige Symptome an.

Bei der zweiten Teilnehmerin (AU35) wurde in der 72-Stunden-Ablesung ein
leichtes Erythem in den Testfeldern Nr. 1 bis 3 festgestellt, daher wurde eine
neuerliche Kontrolle nach 96 h vereinbart. Die Probandin erschien nach 95 h und
es zeigte sich im Testfeld Nr. 6 und Nr. 2 ein Erythem, jedoch keinerlei Infiltrat,
Papeln oder Blaschen, sodass von einer lIrritation bzw. Farbung durch die

Testsubstanzen ausgegangen wurde.

5.3.6 Telefongesprache
Im Schnitt erhielten die Probandinnen und Probanden 3 Wochen (14-28 Tage)

nach der Testung einen Telefonanruf. Die Teilnehmerinnen und Teilnehmer
wurden befragt, ob seit der letzten Visite vor Ort eine zusatzliche Reaktion in den
ersten 4 Testfeldern aufgefallen sei. 39 Probandinnen und Probanden (97,5 %)
gaben keinerlei Hautveranderungen in den Testfeldern bekannt. Die eine Reaktion
(2,5 %) war die bereits bekannte positive Reaktion im Testfeld 1 der Probandin

AU20, Testfelder 2-4 zeigten auf Nachfrage keine Hautveranderungen.

57



5.3.7 Nebenwirkungen innerhalb der Studie

Hoch-allergische Probandinnen und Probanden erlitten eine neuerliche positive
Reaktion auf PPD und/oder PTD. Es kam jedoch zu keinen schwerwiegenden
Nebenwirkungen im Sinne eines Infekts, einer anaphylaktischen Reaktion, einer

Hospitalisierung oder eines Todesfalls.

5.3.8 Probandin AU20
Testsubstanz Rot wurde bei der Probandin AU20 in der 72-Stunden-Ablesung

positiv getestet. Es zeigte sich eine + positive Reaktion (einzelne konfluierende
Papeln) sowie eine (durch die Probandin) fotodokumentierte + positive Reaktion
auch nach 96 und 120 Stunden. Zusatzlich zeigte sich eine ++ positive Reaktion
(konfluierende Papeln und mehrere Papulovesikel) nach 142 Stunden in der
Ablesung vor Ort. In der Fotodokumentation zeigt sich eine eindeutige Crescendo-
Symptomatik, welche eine allergische Reaktion bestatigte und eine irritative

Reaktion unwahrscheinlich machte.

Es traten keine Reaktionen auf Testsubstanz Blau und Testsubstanz Gelb oder

auf die Kontrollsubstanz Vaseline auf.

Nachfolgend werden die fotodokumentierten Reaktionen der Probandin AU20 auf

die Testsubstanz Rot dargestellt:

e
Abbildung 11 Reaktion AU20 auf

Testsubstanz Rot nach 48 h: negativ
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Abbildung 12 Reaktion AU20 auf

Testsubstanz Rot nach 72 h: + positiv

Abbildung 13 Reaktion AU20 auf

Testsubstanz Rot nach 96 h: + positiv

Abbildung 14 Reaktion AU20 auf

Testsubstanz Rot nach 120 h: + positiv

Abbildung 15 Reaktion AU20 auf
Testsubstanz Rot nach 142 h: ++ positiv
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Abbildung 17 Reaktion AU20 auf alle Testfelder nach 72 h

Abbildung 18 Reaktion AU20 auf alle Testfelder nach 96 h

Abbildung 19 Reaktion AU20 auf alle Testfelder nach 120 h

60



Abbildung 20 Reaktion AU20 auf alle Testfelder nach 142 h

Die Fotodokumentation nach 96 und 120 Stunden erfolgte von der Probandin
AU20 selbst.

6 Diskussion und Interpretation

6.1 Diskussion

Alters- und Geschlechtsverteilung

Das Durchschnittsalter betrug im fur die Studie selektionierten Kollektiv 35,5 Jahre
(Standardabweichung 14,2) und im Gesamtkollektiv der historisch PPD- oder
PTD-getesteten Personen 37,3 Jahre (Standardabweichung 15,7). Die weiblichen
Probandinnen waren mit durchschnittlich 35,3 Jahren jlinger als die mannlichen
Probanden mit 38,5 Jahren.

Im selektionierten Kollektiv (in Klammer der Unterschied zum Gesamtkollektiv der
Allergieambulanz) war der Anteil der 21- bis 30-Jahrigen von 35 % (-1 %) der
groldte. Es folgten jeweils mit 15 % die Gruppe der unter 20-Jahrigen (+3 %), die
31- bis 40-Jahrigen (-2 %) und die 51- bis 60-Jahrigen (-4 %). 12,5 % (+5,5%)
entfielen auf die 41- bis 50-Jahrigen und nur noch 7,5 % (-1,5 %) entfielen auf die
uber 60-Jahrigen. Somit entsprach das Testkollektiv hinsichtlich des

Probandinnenalters dem Gesamtkollektiv.

Bei den teilnehmenden Personen betrug der mannliche Anteil wie auch im
Gesamtkollektiv der Allergieambulanz 5 %. Der geringe Anteil der mannlichen

Probanden Iasst sich aufgrund der zu untersuchenden Allergene erklaren.
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Fehlende Reaktionen auf PPD und/oder PTD

Bei der 48-Stunden-Ablesung zeigten 7 Teilnehmerinnen und Teilnehmer (15 %)
keine Reaktion auf PPD und PTD. Das umfasste die Probandinnen und
Probanden AU13, AU26, AU31, AU33, AU35, AU36 und AU39. Bei der 72-
Stunden-Ablesung zeigten immer noch 5 Probandinnen und Probanden (12,5 %)
keine Reaktion auf PPD und PTD. Dazu zahlten die Teilnehmerinnen und
Teilnehmer AU13, AU26, AU31, AU35 und AU36.

Diese negativen Ergebnisse, bei bekannter Allergie gegen PPD und PTD, lassen
sich aufgrund der geringeren Einwirkzeit von PPD und PTD im Vergleich zu einer

Routinetestung (45 Minuten anstatt 48 Stunden) sehr gut erklaren.

Hinzu kommt, dass die Sensitivitdt des Epikutantests fir manche Allergene nur
70 % betragt und daher falsch-negativ getestete Personen in der Gruppe der
teiinehmenden Probandinnen und Probanden nicht komplett ausgeschlossen

werden konnen (Diepgen & Coenraads, 1999).

Reaktion der Probandin AU20

Das auffallendste der gesamten Studie war die (nicht erwartete) einzelne positive
Testreaktion gegentber der Testfarbe Rot bei Probandin AU20 und es stellt sich
die Frage nach der Bedeutung dieser Reaktion. Zur Erklarung dieser positiven

Reaktion gibt es folgende Mdglichkeiten:

Die Probandin AU20 kdénnte bereits im Vorfeld Kontakt mit der Testsubstanz
gehabt haben und es handelt sich hierbei um eine genuine, stattgehabte
Sensibilisierung auf Testsubstanz Rot. Eine Auskunft des Sponsors daruber, ob

diese Substanz bereits im Umlauf ist, konnte Klarheit bringen.

Es konnte sich um eine iatrogene de-novo-Sensibilisierung auf Testsubstanz Rot
handeln. Diese ist prinzipiell moglich, aber als eher unwahrscheinlich anzusehen,
da die Reaktion bereits nach 72 Stunden (3 Tagen) sichtbar war und iatrogene

Sensibilisierungen durch eine Epikutantestung Ublicherweise erst nach 10-14
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Tagen sichtbar werden (Schnuch et al., 2008). Bei einer Reexposition sollte in

diesem Fall die Reaktion dann schon weitaus friher auftreten.

Die positive Reaktion kdnnte auch durch eine Kreuzreaktion zu einem bekannten

Allergen ausgeldst worden sein:

Insgesamt ist zu erwahnen, dass eine Kreuzreaktion der drei neuen Farbmolekule
zu PPD und/oder PTD als sehr unwahrscheinlich gilt, da die chemische Struktur
dies eher nicht erwarten lasst und auch nur eine positive Reaktion unter 40

Teilnehmerinnen und Teilnehmern erfolgte.

In einem vorab durchgefuhrten Epikutantest zeigte die Probandin AU20 zusatzlich
Sensibilisierungen gegen p-Aminophenol (+++ positiv) und 3-Aminophenol
(+++ positiv). Aufgrund der strukturell ahnlichen Verbindung von PPD, PTD, p-
Aminophenol sowie 3-Aminophenol, wurde an eine modgliche Kreuzreaktion
gedacht. Kreuzallergische Beziehungen zwischen diesen vier Substanzen wurden

bereits in diversen Studien belegt (Benezra et al., 1989).

Bei Durchsicht der vorab durchgefuhrten ECT-Testungen aller 40 Probandinnen
und Probanden, wiesen 25 der 40 Probandinnen und Probanden (62,5 %) eine
positive Sensibilisierung gegen p-Aminophenol auf und 15 der 40 Probandinnen
und Probanden (37,5 %) eine positive Sensibilisierung gegen 3-Aminophenol.
Aufgrund der solitaren positiven Testreaktion der Probandin AU20 auf
Testsubstanz Rot ist deshalb eine Kreuzreaktion zu p-Aminophenol und 3-

Aminophenol jedoch ebenfalls unwahrscheinlich.

Eine weitere mogliche Erklarung ware eine Kreuzreaktion zu einem unbekannten
Allergen: Dies ist schwierig zu beurteilen, da bei Probandin AU20 bisher nur
Epikutantestergebnisse der Standard- und Friseurreihe vorliegen. Die Auswahl
und Applikation der Testsubstanz wird generell durch die Anamnese geleitet, d. h.
es werden nur diejenigen Expositionen berucksichtigt, die durch die Anamnese
ermittelt wurden (vgl. Schnuch et al. 2008). Hermann-Kunz (2000) geht zusatzlich
davon aus, dass bei einigen Allergieformen ein Teil der Betroffenen keinen Arzt
aufsuchen und somit eine Diagnose folglich nicht gestellt werden kann. Die
Hypothese einer moglichen Kreuzreaktion zu einem unbekannten Allergen ist

letztlich nicht zu beurteilen, und lediglich eine Auskunft durch die Firma konnte

63



weiterhelfen, ob die Testsubstanz Rot eine chemische Ahnlichkeit mit einem der

anderen Kontaktallergen hat.

Eine weitere Moglichkeit, die in Betracht gezogen werden sollte, ist eine ,falsch-
positive® Reaktion. Hier gibt es wiederum 2 Moglichkeiten, eine irritative Reaktion
die falschlich als positiv gewertet wurde bzw. eine falsch-positive allergische

Reaktion z.B. durch Kontamination.

Aufgrund eines eindeutigen Infiltrates und der  dokumentierten
Crescendosymptomatik im zeitlichen Verlauf kann eine irritative Reaktion, welche
falschlich als positive allergische Reaktion gewertet worden ware, ausgeschlossen

werden.

Durch eine sorgfaltige Arbeitsweise wurde auf eine mogliche Kontamination oder
Verwechslung der Testsubstanzen (insbesondere mit PPD oder PTD) sehr genau
geachtet und eine solche kann deshalb nach menschlichem Ermessen
weitestgehend ausgeschlossen werden. Bei einer falschlichen Kontamination mit
PPD und/oder PTD ware auRerdem eine zeitlich frihere Reaktion zu erwarten

gewesen.

Eine Reexposition von Probandin AU20 mit der Testsubstanz Rot kénnte wichtige
Informationen liefern. Bei fehlender Reproduzierbarkeit kdonnte das solitare
positive Testergebnis auf Testsubstanz Rot in Frage gestellt werden und zum
Beispiel auf eine falsch-positive Reaktion im Sinne einer Kontamination hinweisen.
Eine mogliche (aktuelle) iatrogene Sensibilisierung konnte bei fehlender
Reproduzierbarkeit zusatzlich ausgeschlossen werden.

Eine zeitlich frihere Reaktion konnte eine (aktuelle) iatrogene Sensibilisierung

vermuten lassen, wohingegen eine neuerliche spate Reaktion eine Spatreaktion

bestatigen wurde.
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6.2 Interpretation

Zusammenfassend konnte eine hervorragende Vertraglichkeit der drei
Testsubstanzen bzw. der drei getesteten Farbmolekule in gegenuber PPD und
PTD allergischen Patienten gezeigt werden. Nach oben beschriebener neuerlicher
Testung der Testsubstanz Rot konnten die drei Testsubstanzen in Zukunft
durchaus alternative Haarfarbmoleklle darstellen. Weitere Testungen,
insbesondere die Testung fertiger Haarfarbeprodukte, in der auch weitere

Molekule wie Kuppler vorhanden sind, ist anzustreben.
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Anhang

APPEMDIX & Subjectm®:/_[_ [ 1 ¥
10.07.2015
Version 1 0T T L ——

CASE REPORT FORM

Vertraglichkeit von drei Farbmolekiilen

Tolerability of three colorant molecules

DagMOSIS: . e e

Diagnostic patch test reactions to: PPD: .....cccveveveenvnnnnnnne....(date and result)
Diagnostic patch test reactions to: PTD: ....cccovvvvvvvvcvvcvevneen...[date and result)
Concomitant medication (if any).....c e ss s ssrrsss s mms s smssseenssnes

Eclusion criteria (if any) ....ocovimrmm s s s s s s e s

Was it an oxidation hair dye (mixture of 2 components: a hair colourant + a
developer)? Yes |:| No |:| Does not remember I:l
Shade of hair dye having caused adverse reaction ... ...
Light shade |:| Medium shade |:| Dark shade D
Did the subject ever obtain a black henna tattoo? Yes [:I No D

If yes, has he had a reaction at tattoo site? Yes |:| HD[:'

NB. it is obligafory to fill in the responses to all the headings in_ black
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APPENDIX & Subjectn®:f_f [ [ [

12022019
Version 1.1 Shudy ND.ee e seremesmmsnaanns

Test reading (patch test on inner arm)

.. hours .. howrs ... hours
(additional) 2-Days 3-Days

1. Testsubstanz Rot (0,5 %, vaseline)

2. Testsubstanz Blauw (0,35 %, vaseline]

3. Testsubstanz Gelb (0,5 %, Vaseling)

4. vaselinz (1 %, = Kontroll- und
Tragersubstanz)

|:| {0,5 %, vaseline)
5P I:l {1 %, vaseling)

s.ppn [ ] 105% vassiing)
™[] 1% vassiing)

HOOOO
O OOOO
HOOOO

©

... hours

(additional)

Test reading after 2 and 3 days are mandatory. Earlier and
later readings are supplementary.

Possible test readings:

neg = negative
+-positive
++-positive

+=H+ = +++-POSITIVE

irr = irritant

i = doubtful

HOHOO

For test readings, the criteria of the DKG (Deutsche
Kontaktallergie-Gruppe) are used.

A

- '] -~
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APPENDIX & Subjectn®:/_f [ J [

14.05.2019
Wersion 1.2 Study NOu.e e eremssemsians

Test reading (patch test on inner arm)

... hours ... hours ... hours
(additional) 2-Days 3-Days

1. Testsubstanz Rot (0,5 %, Vaseling)

2. Testsubstanz Blau (0,35 54, Waseling]

3. Testsubstanz Gelb (0,5 %, Vaseling)

4. Wasaline {1 %, = Kontroll- und
Tragersubstanz)

5. PTD (1 %, wassling

HOOOO
O OOOO
HOOOO

©

6. PRI |1 %, vaseling)

... hours

ladditional)

Test reading after 2 and 3 days are mandatory. Earlier and
later readings are supplementary.

Possible test readings:

= negative

= +-positive

= ++-positive
H+ = +++-POSITIVE
irr = irritant
? = doubtful

For test readings, the criteria of the DKG (Deutsche
Kontaktallergie-Gruppe) are used.

HOOOO

a -
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