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Vortrage

Allergene in kosmetischen Mitteln,
Waschmitteln und Textilien*

Thomas Platzek!, Ralf Stahlmann?, Matthias Wegener? und Christine Lang’

'Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinirmedizin
(BgVV), Berlin, ab 1. November 2002 Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin

?Institut fir Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Freie Universitit Berlin,
Berlin

3 Institut fiir Mikrobiologie und Genetik der Technischen Universitit Berlin, Berlin

Einleitung

Zunachst wird der Weg des Instituts vom Bundesgesundheitsamt tiber das
Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinirmedizin zum
Bundesinstitut fiir Risikobewertung beschrieben. Mit dem Gesetz zur Neuordnung
des Gesundheitswesens von 1994 wurden die Aufgaben des Bundesgesundheitsam-
tes auf verschiedene Nachfolgeeinrichtungen tibertragen. Nach diesem Gesetz wird
das Bundesinstitut firr gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin
(BgVV) u.a. auf folgenden Gebieten titig:

Sicherung des Gesundbeitsschutzes im Hinblick auf Lebensmittel, Tabakerzeng-
nisse, kosmetische Mittel und sonstige Bedarfsgegenstinde, Pflanzenschutz- und
Schidlingsbekampfungsmittel sowie Chemaikalien.

In den letzten Jahren wurden weitere Schritte zur Reform des gesundheitlichen
Verbraucherschutzes in Deutschland eingeleitet:

1999: Evaluierung des BgVV durch den Wissenschaftsrat

2001: Gutachten des Bundesrechnungshofs zur Organisation des gesundheitlichen
Verbraucherschutzes

2002: Griindung des Bundesinstituts fiir Risikobewertung, Trennung von Risiko-
bewertung und Risikomanagement

Der Autor ist im Fachbereich «Toxikologie der Lebensmittel und Bedarfsgegen-
stinde, Ernihrungsmedizin» als Leiter der Fachgebiete «Toxikologie der kosmeti-
schen Mittel, der Lebensmittelkontaktmaterialien und der sonstigen Bedarfsgegen-
stinde (Spielwaren, Wasch- und Reinigungsmittel und Bekleidungsgegenstinde)»

* Vortrag gehalten an der 114. Jahresversammlung der Schweizerischen Gesellschaft fiir Lebens-
mittel- und Umweltchemie, Ziirich, 30. August 2002

Mitt. Lebensm. Hyg. 93, 591-616 (2002) 591



tatig und dariiber hinaus Mitglied des SCCNEP (Scientific Committee for Cosme-

tic Products and Non-Food Products intended for Consumers).
Gesetzliche Grundlagen

Kosmetische Mittel

Kosmetische Mittel werden weitgehend auf der europidischen Ebene geregelt:
seit 1976 gibt es eine europiische Richtlinie, die inzwischen mehrfach geindert und
an den technischen Fortschritt angepasst wurde (1). Das deutsche Lebensmittel-
und Bedarfsgegenstindegesetz (2) betrifft auch kosmetische Mittel. Einzelheiten
regelt die Kosmetik-Verordnung (3).

Die EU-Kommission wird wissenschaftlich beraten durch den Wissenschaft-
lichen Ausschuss «Kosmetische Mittel und fir den Verbraucher bestimmte Non-
Food-Erzeugnisse» (Scientific Committee for Cosmetic Products and Non-Food
Products intended for Consumers, SCCNEFP), der seit 1997 als Nachfolger fiir den
seit 1978 existierenden Wissenschaftlichen Ausschuss tir Kosmetologie (4) fungiert.
Die Gutachten des SCCNFP werden im Internet publiziert. In Deutschland wird
das BgVV durch die Kosmetik-Kommission beraten. Hier gibt es eine lange Tradi-
tion. So tagt die Kosmetik-Kommission beim BgVV (frither Bundesgesundheits-
amt) bereits seit 30 Jahren. Die Berichte der Sitzungen werden im Internet ver-
offentlicht, letzter Bericht: http://www.bgvv.de/institut/kommissionen/kosmetik-
kommission/files/kokobericht 62.pdf

Die nachstehende Tabelle 1 zeigt schematisch die nationale und europiische

Konstruktion zur Sicherstellung des gesundheitlichen Verbraucherschutzes bei kos-
metischen Mitteln.

Tabelle 1
Schema der Regulation bei kosmetischen Mitteln
Européische Union Bundesrepublik Deutschland
EU-Ministerrat Bundesregierung
EU-Kommission Bundesministerium
Generaldirektion SANCO fiir Verbraucherschutz, ...
Wissenschaftlicher Ausschuss Kosmetik-Kommission
Kosmetische Mittel und Non-food des BgVV (seit 1968)
Produkte (SCCNEP)
EG-Kosmetikrichtlinie LMBG

(seit 1976)

¢ J

Kosmetik-Verordnung
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Auf die folgenden Aspekte wird besonders hingewiesen:

— Die Abgrenzung zu Arzneimitteln ist tiber die Zweckbestimmung gegeben.

— Vom Gesetzgeber ist keine behordliche Anmeldung, Registrierung oder Zulas-
sung vorgesehen, die Verantwortung fiir die Produkte liegt beim Hersteller oder
Importeur.

— Die Uberwachung der gesetzlichen Bestimmungen wird von den zustindigen
Behorden in den Bundeslindern vorgenommen.

Der Kosmetik-Verordnung unterliegen folgende Regulationsprinzipien:

Positivlisten

Fir Konservierungsstoffe (Anlage 6), Farbstoffe (Anlage 3) und UV-Filter
(Anlage 7) sind Positivlisten erstellt worden, wobei eine Aufnahme nach toxikologi-
scher Prifung und Bewertung durch den SCCNFP erfolgt. Dazu gehoren Begren-
zungen auf Hochstkonzentrationen und die Festlegung bestimmter Anwendungs-
bereiche. Daneben gibt es eine Liste von eingeschrinkt verwendbaren Stoffen

(Anlage 2).

Negativlisten
Eine Verbotsliste (Anlage 1) enthilt mehrere hundert Stoffe, insbesondere phar-
makologisch wirksame Substanzen.

Deklaration

Alle Inhaltsstoffe werden seit 1. Januar 1997 nach internationaler Nomenklatur
deklariert, eine Ausnahme bilden die Duftstoffe, fiir die derzeit nur eine Gruppen-
deklaration erforderlich ist.

Produktdossier
Die Hersteller sind verpflichtet, ein Produktdossier mit toxikologischen Daten
bereitzuhalten.

Inventarliste
Es wurde eine Inventarliste der bei kosmetischen Mitteln verwendeten Substan-
zen zusammengestellt. Die Liste mit ca. 6000 Substanzen wurde im Amtsblatt der

EU publiziert.

Waschmittel und Reinigungsmittel

Es gibt fiir Wasch- und Reinigungsmittel kaum spezifische Regulationen des
gesundheitlichen Verbraucherschutzes. Vielmehr gelten die allgemeinen Schutzvor-
schriften des Chemikalienrechts und des LMBG. Auch fiir Waschmittel gibt es
europiische Richtlinien (5-7), die jedoch ausschliesslich Umweltaspekte behan-
deln. Zusitzlich gibt es Empfehlungen, z.B. (8) und Kriterien fiir ein Okolabel. In
Deutschland gilt das Wasch- und Reinigungsmittelgesetz (9).
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In Bezug auf den gesundheitlichen Verbraucherschutz, darunter das Vermeiden
allergischer Reaktionen, gelten fiir Waschmittel die Regelungen des Chemikalien-
rechts fir Gefahrstoffe und deren Zubereitungen. In der Chemikalien-Verbotsver-
ordnung findet sich im Abschnitt 3 des Anhangs zu § 1 eine spezifische Regelung,
nach der Wasch-, Reinigungs- und Pflegemittel mit einem Massengehalt von mehr
als 0,2 % Formaldehyd nicht in den Verkehr gebracht werden duirfen (10).

Hinsichtlich der Verwendung allergener Substanzen in Zubereitungen (dazu
gehoren auch Wasch- und Reinigungsmittel) wurde im Jahre 1999 bei der Einfiith-
rung der neuen Zubereitungsrichtlinie eine Vorschrift zur Kennzeichnung von
Allergenen eingefiihrt (11). Wihrend bis dato in der Regel nur Zubereitungen ober-
halb 1% Gehalt eines als hautsensibilisierend eingestuften Stoffes (R 43 Sensibilisie-
rung durch Hautkontakt moglich) als hautsensibilisierend gekennzeichnet werden
mussten, hat man nun vorgeschrieben, dass oberhalb 0,1% folgende Kennzeich-
nung erfolgen muss: «Enthilt ... Kann allergische Reaktionen hervorrufen»
(Anhang V Nr. 9). Kritik an dieser sehr vereinfachten Regelung wurde aus dermato-
toxikologischer Sicht vorgebracht (12): Im Falle von Substanzen, bei denen prak-
tisch keine Sensibilisierung der Bevolkerung gegeben ist, schliige man unnoétig
Alarm. Bei potenten Allergenen hingegen seien allergische Reaktionen auch unter-
halb 0,1 % nicht auszuschliessen.

Zusitzlich zihlen in Deutschland Wasch- und Reinigungsmittel zu den Bedarfs-
gegenstainden nach dem LMBG und unterliegen dessen allgemeinen Schutzvor-
schriften.

Bekleidung

Bekleidungsgegenstinde zahlen in Deutschland ebenfalls zu den Bedarfsgegen-
stinden nach dem LMBG. Detaillierte Regelungen finden sich in der Bedarfsgegen-
stindeverordnung (13). Im Hinblick auf Allergien durch Bekleidung gibt es dort
nur die eher historische Regelung zu Formaldehyd: «Textilien mit einem Massen-
gehalt von mehr als 0,15 vom Hundert an freiem Formaldehyd, die beim bestim-
mungsgemassem Gebrauch mit der Haut in Berithrung kommen und mit einer Aus-
rlistung versehen sind, sind mit dem Satz zu kennzeichnen: Enthilt Formaldehyd.
Es wird empfohlen, das Kleidungsstiick zur besseren Hautvertriglichkeit vor dem
ersten Tragen zu waschen.»

Mit Fragen des gesundheitlichen Verbraucherschutzes bei Bekleidung befasst
sich in Deutschland seit 1992 eine Arbeitsgruppe Textilien beim BgVV, deren
Berichte im Internet publiziert werden, letzter Bericht:
http://www.bgvv.de/institut/kommissionen/ag-textilien/files/ag-textilien-10.pdf

Dermatologische Probleme durch kosmetische Mittel

Trotz aller vorsorglichen Massnahmen kommt es bei der Anwendung von kos-
metischen Mitteln zu unerwiinschten Reaktionen. Intoxikationen und systemische
Nebenwirkungen sind sehr selten. Die Nebenwirkungen sind bevorzugt an der
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Haut zu beobachten. Die Inzidenz wird auf 2—500 Fille pro 10° verkaufter Packun-
gen geschatzt. Bei der Mehrzahl der Fille handelt es sich um irritative Effekte durch
Korperreinigungsprodukte (14). Zu einer irritativen Kontaktdermatitis kann es im
Zusammenhang mit wiederholtem Gebrauch von Wasser, Seife und Detergenzien
kommen, insbesondere bei genuiner Uberempfindlichkeit (keltischer Hauttyp,
Atopiker). Durch kosmetische Mittel ausgeloste allergische Kontaktdermatitiden
sind hiufig im Gesicht lokalisiert, insbesondere an den Augenlidern. Im Epikutan-
test sind Duftstoffe, Konservierungsstoffe und Salbengrundlagen die wichtigsten
Allergene.

Eine aktuelle Zusammenfassung dermatologischer Probleme im Zusammenhang
mit kosmetischen Mitteln findet sich bei de Groot and White (15). Dort werden Stu-
dien aus England und Holland zitiert, nach denen man davon ausgehen kann, dass
ca. 1% der Bevolkerung auf Bestandteile kosmetischer Mittel allergisch reagiert.
Weiterhin wird geschitzt, dass ebenfalls ca. 1% auf Riechstoffe allergisch reagiert
(16). Unter den Dermatologiepatienten, die getestet werden, reagieren etwa 10%
allergisch auf kosmetische Produkte, wobei es sich in den meisten Fallen um «leave-
on-Produkte» handelt (14). Die auslosenden Stoffe sind meist Riechstoffe und Kon-
servierungsmittel sowie Haarfarben auf der Basis von p-Phenylendiamin.

Schleusener et al. (17) verweisen in ihrer Darstellung der Problematik allergener
Substanzen in kosmetischen Mitteln aus Sicht des BgVV unter anderem auf das
«Monitoring». Treten allergische Reaktionen auf, sollten sie der Dokumentations-
und Bewertungsstelle fiir Vergiftungen mitgeteilt werden. Grundlage ist der § 16 des
Chemikaliengesetzes und die Giftinformationsverordnung. Leider wird dieser Weg
nur selten beschritten. Von den insgesamt 7770 Mitteilungen im Zeitraum
1990-1999 bezogen sich 172 auf kosmetische Mittel, etwa die Hilfte auf allergische
Reaktionen.

Der Informationsverbund Dermatologischer Kliniken hingegen, der seit 1990
besteht und an dem sich dermatologische Kliniken beteiligen, wertet die Haut-
erkrankungen aus, die von den Kliniken gemeldet werden. Nach einer Studie des
IVDK werden folgende Produkte als Ausléser «nicht berufsbedingter Derma-
tosen» vermutet, daneben wurden die Ergebnisse der Epikutantestung aufgefiihrt

(Tabelle 2).

Tabelle 2

Nicht berufsbedingte Dermatosen, IVDK 2. Halbjahr 1996

Als Ausldser vermutete Produkte Ergebnisse im Epikutantest
Produkte Anteil % Hitliste Positiv %
Medikamente ext. 26 Nickel 15
Kosmetika 21 Duftstoffmix 10
Zahnfillung 7 Perubalsam 9
Zahnprothesen 7 Thiomersal 6
Medikamente int. 3 Wollwachs 5
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Den vorstehenden epidemiologischen Daten des IVDK aus dem 2. Halbjahr
1996 liegen Daten von 4851 Patienten aus 17 Hautkliniken zugrunde, wobei 2050
Patienten mit nicht berufsbedingten Dermatosen erfasst wurden. Mit insgesamt
tiber 80000 Fillen ist der IVDK die weltweit grosste Faktendatenbank zur Kontakt-
allergie.

Riechstoffe

Man schitzt, dass insgesamt 2000 bis 6000 Substanzen als Riechstoffe verwendet
werden. Der Industrieverband IFRA (International Fragrance Association) betreibt
seit 1966 das RIFM (Research Institute for Fragrance Materials), das fiir etwa 1400
dieser Riechstoffe eine toxikologische Bewertung vorgenommen hat. Im IFRA-
Kodex sind Verwendungsempfehlungen (Verzicht, Beschrinkung, Reinheit) zu
108 Stoffen und Zubereitungen aufgefithrt. Eine Zusammenfassung aus regulatori-
scher Sicht findet sich bei Schumann (18).

Sehr ausfiithrlich hat sich der SCCNFP in den letzten Jahren mit Riechstoffen
befasst und dazu verschiedene Gutachten veréoffentlicht:
Opinion concerning Fragrance Allergy in Consumers:
http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sccp/out98 en.html
Memorandum on the Opinion concerning Fragrance Allergy in Consumers:
http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sccp/out137_en.html;
Opinion concerning an initial list of perfumery materials which must not form part
of cosmetic products except subject to the restrictions and conditions laid down:
http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sccp/out150 en.pdf.

Vom SCCNFP wurde geschitzt, dass Riechstoffe fiir 30-45 % der allergischen
Reaktionen von Ekzempatienten auf kosmetische Mittel verantwortlich sind. Basie-
rend auf diesen Gutachten ist vorgesehen, in der 7. Anderung der Kosmetikricht-

linie Vorschriften zur Kennzeichnung von 26 Bestandteilen von Riechstoffen in den
Anhang III aufzunehmen, wenn diese bestimmte Konzentrationen {iberschreiten
(siehe Tabelle 3). Da bei diesen Substanzen eine wissenschaftliche Basis fiir die Fest-
legung von Kennzeichnungsgrenzwerten nicht existiert, hat man dem praktischen
Riskmanagement empfohlen, fiir «leave-on-Produkte» 10 ppm, fiir «rinse-off-Pro-
dukte» 100 ppm zu verwenden.

Konservierungsmittel

Anhang VI der Kosmetikrichtlinie enthdlt die Liste der Konservierungsstoffe,
die in kosmetischen Mitteln enthalten sein diirfen. Die Liste enthilt 56 Stoffe mit
jeweils zuldssiger Hochstkonzentration. Bei kosmetischen Mitteln sind neben den
Riechstoffen Konservierungsmittel die haufigsten Ausloser allergischer Reaktionen,
bekannt geworden sind insbesondere Formaldehyd, Formaldehyd-Donoren und
Isothiazolinone (19, 20). Die Inzidenz von Sensibilisierungsraten wird durch Patch-
Testung in verschiedenen europiischen dermatologischen Kliniken kontrolliert,
die in der European Environmental and Contact Dermatitis Research Group.
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Tabelle 3
Riechstoffe mit allergenem Potenzial

NI Name CAS-Nr.

1 Amylcinnamal 122-40-7

2 Benzylalkohol 100-51-6

3 Cinnamylalkohol 104-54-1

4 Citral 5392-40-5

5 Eugenol 97-53-0

6 Hydroxycitronellal 107-75-5

7 Isoeugenol 97-54-1

8 Amylcinnamylalkohol 101-85-9

9 Benzylsalicylat 118-58-1
10 Cinnamal 104-55-2
11 Cumarin 91-64-5
12 Geraniol 106-24-1
13 Hydroxy-methylpentyl-cyclohexen-carboxaldehyd 31906-04-4
14 Anisylalkohol 105-13-5
15 Benzylcinnamat 103-41-3
16 Farnesol 4602-84-0
17 2-(4-tert-Butylbenzyl)-propionaldehyd 80-54-6
18 Linalool 78-70-6
19 Benzylbenzoat 120-51-4
20 Citronellol 106-22-9
21 Hexylcinnamaldehyd 101-86-0
22 d-Limonen 5989-27-5
23 Methylheptincarbonat 111-12-6
24 3-Methyl-4-(2,6,6-trimethyl-2-cyclohexenyl-1-yl)-3-buten-2-on 127-51-5
25 Eichenmoos- und Baummoosextrakt 90028-68-55
26 Baummoosextrakt 90028-67-4

(EECDRG) zusammengeschlossen sind. Auffillig geworden ist jiingst ein Anstieg
der positiven Patch-Testreaktionen bei Methyldibromglutarnitril (Anhang VI,
Nr. 36, 1,2-Dibrom-2,4-dicyanobutan). Das SCCNFP hat empfohlen, die Substanz
nur noch bei «rinse-off-Produkten» zu verwenden. http://europa.eu.int/comm/
food/fs/sc/scep/out169_en.pdf.

Haarfarbemittel

Verschiedene Bestandteile von Haarfirbemitteln haben ein sensibilisierendes
Potenzial, die am weitesten verbreitete Verbindung ist das p-Phenylendiamin
(PPD). Insbesondere bei beruflicher Verwendung besteht ein erhebliches Sensibili-
sierungsrisiko. Das SCCNFP hat sich in einem aktuellen Gutachten zum PPD
geaussert und resiimiert, dass trotz einer hiufigeren Verwendung die Privalenz
positiver Patch-Tests stabil ist:
http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sccp/out156_en.pdf

Mitt. Lebensm. Hyg. 93 (2002) 597



Tatowierungen

Aus rechtlicher Sicht fallen Tdtowierungen nicht in den Geltungsbereich
der Kosmetikrichtlinie. http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sccp/out108_en.html
Man hat in entsprechenden Mischungen PPD-Gehalte von 15,7 % ermittelt, das ist
eine erheblich hohere Konzentration als die in der Kosmetikrichtlinie (Anhang IT1
Nr. 8) fiir Haarfarbemittel zugelassene Hochstkonzentration von 6 % (21). Folgen-
schwere Dermatosen wurden nach Henna-Tatowierungen mit PPD-Anteilen be-
obachtet (u.a. (22-27). Solchen PPD-sensibilisierten Personen bleiben viele Berufe
verschlossen, da aufgrund der breiten Verwendung von PPD und davon abgeleite-
ten Farbstoffen vielfiltige Kontakte mit PPD zu erwarten sind. Zur Verwendung
des PPD als Bestandteil von Titowierungen hat sich das SCCNFP kritisch gedus-
sert und dringend empfohlen, auf diese Anwendung zu verzichten.

Position statement concerning para-Phenylenediamine and similar substances and
their use in skin stains (temporary tattoos):
http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sccp/out108 en.html

Dermatologische Probleme durch Waschmittel- und Reinigungsmittel

In Wasch- und Reinigungsmitteln werden eine Vielzahl von Substanzen verwen-
det. In einer Publikation aus Dinemark wurde erwihnt, dass in der dortigen ent-
sprechenden Produktregisterdatenbank 2350 Produkte mit ca. 1250 Substanzen ent-
halten sind (28). In einem Arbeitspapier des SCCNFP zur Vorbereitung eines
Inventars fiir Wasch- und Reinigungsmittel wurden ca. 2500 Substanzen aufgelistet.
In einem Bericht, der im Auftrag der Dinischen Umweltschutzbehorde (Danish
EPA) erarbeitet wurde, sind umwelt- und humantoxikologische Daten fiir die bei
Wasch- und Reinigungsmitteln verwendeten Substanzen zusammengestellt worden
(29). Daraus ist erkennbar, dass auch in Wasch- und Reinigungsmitteln bekannte
Allergene Verwendung finden.

Ein allgemeines Problem ergibt sich aus der Tatsache, dass die in Wasch- und
Reinigungsmitteln enthaltenen allergenen Substanzen, wie z.B. bestimmte Konser-
vierungsmittel und Riechstoffe, nicht deklariert sind, so dass es bei bereits sensibili-
sierten Personen zu allergischen Reaktionen kommen kann (z.B. Kathon in Tep-
pichreiniger und im Weichspulmittel, siche (30)). In Danemark wurden gezielt
Haushaltsreiniger und Waschmittel auf das Vorkommen von potenziell allergieaus-
l6senden Riechstoffen untersucht (31). Es wurde demonstriert, dass bekannte Aller-
gene wie Limonen, Linalool und Citronellol in diesen Produkten eine sehr breite
Anwendung finden. Der SCCNFP hat sich dafiir ausgesprochen, dass potenziell
allergieauslosende Riechstoffe in Wasch- und Reinigungsmitteln in gleicher Weise
betrachtet werden sollten wie bei kosmetischen Mitteln, wo eine Kennzeichnung
fiir notig gehalten wird. http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sccp/out171_en.pdf
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Konservierungsmittel

Bei berufsgenossenschaftlichen Begutachtungen zu Berufskrankheiten von
Raumpflegerinnen fiel bei Epikutantestungen auf, dass diese haufig auf Formalde-
hyd positiv reagierten (21/64), dazu gab es zusitzliche positive Testreaktion auf
weitere Konservierungsmittel (Kathon CG, Glutaraldehyd, Glyoxal) (32).

Tenside

Dermatitiden der Hand sind haufig mit Detergenzienexposition verkntipft. Sie
treten in den meisten Fillen als irritative Dermatitis auf. Dies hat eine Schidigung
der Barrierefunktion der Haut zur Folge, was als Risikofaktor fiir eine Sensibilisie-
rung gilt. In einer Ubersichtsarbeit wurden seife- und detergenzienbedingte allergi-
sche Kontaktdermatitiden dargestellt. Insgesamt gibt es wenige Berichte tber
waschmittelbedingte allergische Kontaktdermatitiden (33). Auffillig geworden ist
unter den Detergenzien das Cocamidopropylbetain, ein amphoteres Tensid, mit
einer Sensibilisierungspravalenz von bis zu 5%, bei den als Ausléser vermuteten
Produkten lag der Schwerpunkt aber auf Shampoos und Duschgels und nicht bei
Wasch- und Reinigungsmitteln (15). Bei Untersuchungen von Weichspiilern und
mit Weichsptilern behandelten Textilien auf sensibilisierende und irritative Eigen-
schaften ergaben sich keine negativen Befunde (34-37).

Weisstoner (optische Aufheller)

Zu den toxikologischen Eigenschaften von Weisstonern hat sich Klaschka vor
einigen Jahren gedussert (38). Er stellte zusammenfassend fest, dass diese aus aller-
gologischer Sicht als praktisch unbedenklich einzustufen sind. Zu dieser Auffassung
gelangte auch das BgVV, das die drei kommerziell bedeutendsten Weisstoner
gesundheitlich bewertet hat.
http://www.bgvv.de/bedarfsgegenstaende/textilien/files/stilbender.pdf

Enzyme

Im Zusammenhang mit industriellen Prozessen sind gelegentlich respiratorische
Reaktionen und Hautirritationen beim Umgang mit Enzymen, dazu auch erhebli-
che Sensibilisierungsraten berichtet worden, u.a. (39, 40). In einer Studie in London
wurden bei Verbrauchern, die iiber entsprechende Beschwerden geklagt hatten,
keine dermatologischen Probleme bestitigt, die angeblich durch ein Enzym-haltiges
Waschmittel ausgelost worden waren (41). In einer dinischen klinischen Studie an
Patienten mit atopischer Dermatitis wurde nach einem Monat Gebrauch solcher
Waschmittel keine Verschlimmerung primarer und sekundirer Parameter gefunden
(42).

Bei einer 6-monatigen Gebrauchsstudie von enzymbhaltiger Seife fanden sich
jedoch erhebliche inhalative Expositionen von Enzymen, vier der 61 untersuchten
Personen zeigten einen positiven Prick-Test sowie IgE-Antikorper spezifisch fiir
Proteasen. Die Untersucher (Procter & Gamble) zogen aus diesen Ergebnissen den
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Schluss, dass diese Produkte nicht gesundheitlich unbedenklich sind und nicht ver-
marktet werden sollen (43).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass unter dermatotoxikologischen As-
pekten Waschmittel bei bestimmungsgemissem Gebrauch praktisch als unbedenk-
lich eingestuft werden konnen. Bei langfristig haufig wiederholtem und intensivem
Hautkontakt mit Tensiden ist jedoch mit irritativen Reaktionen zu rechnen (44).

Gesundheitlicher Verbraucherschutz bei Bekleidungstextilien

Unterstiitzt durch einige popularwissenschaftliche Biicher (z.B. Meike Ried
1989 Chemie im Kleiderschrank, Rowohlt; Rosenkranz, Castello 1989 Leitfaden fiir
gesunde Textilien, Rowohlt) haben sich Offentlichkeit und Politik in den letzten
15 Jahren sehr intensiv mit moglichen Gesundheitsgefahren durch Bekleidung
befasst. Zu nennen sind hier eine Fiille von Artikeln der Zeitschrift Oko-Test, der
Stern 1993: Gift in Kleidern, Aussagen von Verbraucherverbianden (Verbraucher-
Initiative 1993: Gesunde Kleider braucht das Land, AgV 1993: Forderung der Voll-
deklaration aller Textilausriistungsstoffe), die Enquete-Kommission des Deutschen
Bundestages Schutz des Menschen und der Umwelt mit einer Arbeitsgruppe Texti-
lien/Bekleidung und die Bundestagsanfrage der SPD 1993 zur Verwendung gesund-
heitsgefahrdender Stoffe bei Textilien.

Hilfs- und Ausristungsmittel flir Bekleidungstextilien
Der Textilhilfsmittelkatalog von 1994/95 enthilt 6972 Zubereitungen mit ca.
600 Inhaltsstoffen, dabei sind keine Farbstoffe enthalten (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4
Hilfs- und Ausriistungsmittel ohne Bezug zur Farbung
Name Chemie Funktion
Reaktantvernetzer, N-Methylolderivate, Formstabilitit,
Additive dafiir Formaldehyd (!) Hochveredlung
Katalysatoren dafiir Dialkylzinnderivate
Flammschutzmittel organische Phosphor- Krankenhaus,
Verbindungen Uniformen

Antimikrobielle Mittel Biozide Stoffe Fussbett, Socken

«sanitized»-Produkte
Frassschutzmittel Permethrin Konservierung

von Uniformen
Griffgebende Mittel Copolymere
Antielektrostatika Tenside Synthesefasern
Phobiermittel Paraffine, wasser-, 0l- und

Fluorpolymere schmutzabweisend

Filzfreiausriistung Polymere Wolle
Avivagemittel Ole, Fette Oberflichenverbesserung
Glanzausriistung Wachse, Paraffine
Beschichtungsmittel Polymere
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AG Textilien beim BgVV

Seit 1992 gibt es beim BgVV eine Arbeitsgruppe Textilien. Fur die exemplarische
gesundheitliche Bewertung in der AG Textilien wurden aus toxikologischer Sicht
Priorititen gesetzt. Mitglieder des Arbeitskreises sind Textilwissenschaftler, Derma-
tologen, Allergologen, Toxikologen, Vertreter von Verbrauchern, Industrie und
Behorden.

Folgende Themen wurden behandelt:
— Allergische Reaktionen durch Textilien
— Mutagene und kanzerogene Substanzen in Textilien
— Firbebeschleuniger
— Flammschutzmittel
—  Frassschutzmittel
— Dioxine in Textilien
— Abschitzung der Exposition mit Substanzen aus Textilien
— Grundsitze fiir die toxikologische Priifung

Allergenes Potenzial von Formaldehyd in Bekleidungstextilien

Innerhalb der Textilhilfsmittel spielen die Ausriistungsmittel zur Verbesserung
des Knitter- und Krumpfverhaltens (Hochveredlung zur Verbesserung der Formbe-
standigkeit) eine wichtige Rolle. Das Einsatzgebiet sind Fasern auf Cellulosebasis
(Baumwolle und Viskose) und ihre Mischungen mit synthetischen Fasern. Die in
Textilien verbleibende Menge betrigt bis zu 8 % des textilen Warengewichts. Ver-
wendung finden hauptsichlich Kunstharze (N-Methylolverbindungen enthaltende
Reaktantharze) auf der Basis von Formaldehyd, die unter bestimmten Bedingungen
Formaldehyd auch freisetzen konnen.

Die Verbindung Formaldehyd ist als wichtiges Kontaktallergen zu betrachten.
In fritheren Jahren haben kleidungsbedingte Formaldehydekzeme in einzelnen Lin-
dern, beispielsweise in Japan, Skandinavien und Grossbritannien, eine erhebliche
Bedeutung gehabt, nicht dagegen in der Bundesrepublik Deutschland. Grundsitz-
lich ist eine Auslosung von allergischen Reaktionen auch durch sehr niedrige For-
maldehydgehalte in Textilien nicht vollstindig auszuschliessen. Ein genereller, fiir
alle Individuen geltender Schwellenwert kann nicht angegeben werden. Um zu kla-
ren, welche Bedeutung in Deutschland allergische Reaktionen durch Formaldehyd
in Textilien haben, war vom Bundesgesundheitsamt im Jahre 1989 eine entspre-
chende Umfrage bei den Universititshautkliniken durchgefiihrt worden, und zwar
mit dem Ergebnis, dass allergische Reaktionen durch Formaldehyd in Textilien in
den letzten Jahren keine Relevanz hatten. Unseres Wissens hat sich an dieser Lage
nichts geindert. Das bestatigen auch die Ergebnisse eines vom Informationsver-
bund dermatologischer Kliniken (IVDK) durchgefiihrten Forschungsvorhabens.
Dort wird resiimiert, dass Formaldehyd kein Allergen im privaten Bereich darstellt
und Formaldehyd enthaltende Harze in Bekleidungstextilien als Allergene keine
Rolle mehr spielen.
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Farbmittel

Die wichtigste Gruppe der bei Textilien verwendeten Substanzen sind die Farb-
mittel. Nach unserer Kenntnis sind derzeit etwa 800 Farbmittel fiir Textilien in
Gebrauch. Eine Einteilung der Textilfarbmittel kann nach der Loslichkeit, der Che-
mie oder nach dem Farbeprozess erfolgen. Nach der Loslichkeit unterscheidet man
zwischen Farbstoffen, das sind im Anwendungsmedium 16sliche Farbmittel, und
Pigmenten, die schwer oder nicht 16slich sind. Bei den Pigmenten geht man davon
aus, dass sie dermal nicht resorbiert werden, sofern ihre Loslichkeit geringer als
1 mg pro Liter ist. Bei der Einteilung nach der farbgebenden Gruppe (Chromo-
phor), also nach chemischen Aspekten, kommt man beispielsweise zu den Gruppen
der Azofarbstoffe, Anthrachinonfarbstoffe und Metallkomplexfarbstoffe.

Eine weitere Einteilung der Farbmittel fiir Textilien, die nach dem Farbeprozess,
ist auch im Hinblick auf gesundheitliche Aspekte niitzlich (Tabelle 5). Wasserlosli-
che Direktfarbstoffe beispielsweise werden durch Einlagerung in Hohlriume an die
Faser gebunden, die Bindung ist nicht sehr stark und die Farbechtheit teilweise nur
massig. Sie sind jedoch in der Regel iiber die Haut schlecht resorbierbar. Wasserlos-
liche Reaktivfarbstoffe dagegen sind durch eine kovalente Bindung fest an die Faser
gebunden, so dass hier keine erhebliche Exposition des Verbrauchers zu erwarten
ist, wenn die Farbung und Nachbehandlung regelgerecht durchgefithrt wurde.

Dispersionsfarbstoffe sind lipophile Substanzen, deren Firbeprinzip darin
besteht, dass sie in den Chemiefasern gelost werden. Dabei werden zusitzlich orga-
nische Losemittel (Firbebeschleuniger, Carrier) verwendet. Wenn diese Firbung
nicht nach dem Stand der Technik durchgefiihrt wird (Uberfirbung, falsches Textil-
substrat, unvollstindige Entfernung der Carrier), kann es zu héheren Expositionen
mit Farbstoffen und Carriern beim Tragen so gefirbter Textilien kommen. Die
betreffenden lipophilen Substanzen werden zum Teil dermal gut resorbiert, so dass
gesundheitliche Risiken nicht ausgeschlossen werden konnen.

Tabelle 5
Wichtige Gruppen von Farbmitteln fir Textilien

Name Chemie Farbeprinzip, Funktion
Reaktivfarbstoffe wasserloslich kovalente Bindung
Dispersionsfarbstoffe lipophil, Azofarbstoffe Losung in Chemiefasern
Sduretarbstofte, Bindung tiber
Basische Farbstoffe [onenaustausch
Beizenfarbstoffe Fixierung tiber Chromsalze
Direktfarbstoffe wasserloslich Einlagerung in Hohlrdume
Kiipenfarbstoffe Anthrachinone Redox-Firbeprozess,

hohe Echtheit
Schwefelfarbstoffe
Entwicklungstarbstoffe Azofarbstotfe diazotiertes Amin,
(Naphthole) kuppelt auf der Faser
Pigmente Azofarbmittel, schwer loslich

Anthrachinone
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Allergische Reaktionen auf Bekleidungstextilien

Ubersichtsarbeiten iiber Textildermatitiden wurden von verschiedenen Autoren
verfasst, hier seien nur einige deutschsprachige erwihnt, u.a. (45-48). In den deut-
schen Hautkliniken werden Kontaktallergien in etwa 1-2% der Fille Textilien
zugeordnet. Zur Zeit sind in Deutschland fiir textilbedingte Kontaktallergien
hauptsichlich Farbstoffe bedeutsam, als auslosende Substanzen wurden bestimmte
Dispersionsfarbstoffe identifiziert, insbesondere auf hauteng getragenen Kleidungs-
sticken aus Chemiefasern. Unter dem Stichwort «Strumpffarbenallergie» ist das
Phinomen in den 7Qer Jahren in die Literatur eingegangen, in den 90er Jahren wur-
den sogenannte «Leggingsallergien» beschrieben. Wichtig ist die Echtheit der Far-
bung, insbesondere bei mangelnder Schweissechtheit kann es beim Tragen solcher
Textilien zum Ausbluten des Farbstoffes und, im Falle allergieauslésender Farb-
stoffe, zu Kontaktdermatitiden kommen. Sichere epidemiologische Aussagen zur
Inzidenz farbstoffbedingter Kontaktallergien sind auf der Basis der vorliegenden
wissenschaftlichen Daten nicht méglich. Nach der bereits oben erwihnten Studie
des IVDK kann man bei in der Klinik diagnostizierten Kontaktallergien von 1,8 %
textilbedingten Fallen ausgehen.

Nach Hatch und Maibach sind im Zusammenhang der textilbedingten Kontakt-
dermatitis 49 Farbstoffe als Kontaktallergene zu bezeichnen (49), von denen etwa
?/5 Dispersionstarbstoffe sind. Das BgVV hat acht Farbstoffe benannt, die nicht
mehr bei Bekleidungstextilien verwendet werden sollten (siche Tabelle 6). Alle
genannten Farbstoffe sind Dispersionsfarbstofte.

Tabelle 6
Farbstoffe mit sensibilisierendem Potenzial, die bei Bekleidungstextilien nicht
mehr verwendet werden sollten

Colour Index Name Nummer
Dispersionsblau 1 64500
Dispersionsblau 35 -

Dispersionsblau 106 -
Dispersionsblau 124

Dispersionsgelb 3 11855
Dispersionsorange 3 11005
Dispersionsorange 37/76 =

Dispersionsrot 1 11110

Neben diesen genannten Substanzen, bei denen die Evidenz hoch ist, gibt es
weitere Verdachtssubstanzen, z.B. wurden verschiedene Fallberichte zu Disperse
Black 85 publiziert (u.a. (49-56)).

Das BgVV hat dem damals fiir den Verbraucherschutz zustindigen Bundes-
ministerium fiir Gesundheit vorgeschlagen, die Verwendung von bestimmten Dis-
persionsfarbstotfen, die wegen ihres sensibilisierenden Potenzials zu kennzeichnen
sind, zumindest in korpernah getragenen Textilien zu untersagen bzw. eine Kenn-
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zeichnungsptlicht vorzusehen. Darauthin hatte die Bundesregierung eine Mittei-
lung an die Europaische Kommission gerichtet und eine entsprechende gemein-
schaftliche Regelung vorgeschlagen. Von der Kommission war dann zunichst eine
Studie in Auftrag gegeben worden, die als Basis fiir Diskussionen tiber méogliche
curopiische Restriktionen dient («Assessment of the risks to human health posed
by certain chemicals in textiles», WS Atkins). Die Kommission wird in dieser Frage
vom Wissenschaftlichen Ausschuss «Toxizitit, Okotoxizitit und Umwelt»
(CSTEE) wissenschaftlich beraten, welcher den Atkins-Report ausgewertet hat.
Das Gutachten des CSTEE wurde im Internet verotfentlicht:
http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/sct/out72 _en.html. Unter 6. Consumer
exposure and disease data war das CSTEE zu folgender Einschatzung gelangt:
“The high incidence of sensitisation to the considered dyes among the general popu-
lation, in combination with their known sensitising potential, raises the possibility
that these dyes may present an unacceptable risk of sensitisation for consumers.”
In der Opinion wurde dann folgende Schlussfolgerung gezogen:
“Howewver, the proven sensitising potential of the dyes and the high incidence of sen-
sitisation to them observed among the general population raises concern that such a
risk may exist.”
Es bleibt abzuwarten, welche Schliisse die EU-Kommission aus der Einschitzung
ihres wissenschaftlichen Komitees zieht.

Auf Anregung des BgVV waren in einigen Untersuchungsimtern der Bundes-
lander bestimmte Bekleidungstextilien auf das Vorkommen von sensibilisierenden
Farbstoffen untersucht worden. Uns liegen Ergebnisse aus der Chemischen Landes-
untersuchungsanstalt Freiburg aus dem Zeitraum 1995-2001 vor, wo Damen-

strumpfhosen und Damenfeinstriimpfe untersucht wurden. 1995 wurden in 68 %
der Fille (50 von 74 Proben) sensibilisierende Farbstoffe nachgewiesen, 1998 betrug
die Beanstandungsrate noch 18 % (9 von 51 Proben), in den Jahren 1999, 2000 und
2001 wurden bei insgesamt 39 Proben keine derartigen Farbstoffe nachgewiesen.
Diese Untersuchungen sind zwar sicher nicht reprisentativ fir auf dem Markt
erhiltliche Bekleidungstextilien, aus thnen lasst sich jedoch ableiten, dass die Emp-
fehlung des BgVV, auf die Verwendung bestimmter Farbstoffe zu verzichten, inzwi-
schen von der Bekleidungsindustrie beachtet wird.

Dem BgVV wurden auch erste vorlaufige Ergebnisse einer epidemiologischen
Studie vorgelegt, welche die Ecological and Toxicological Association of Dyes and
Organic Pigments Manufacturers (ETAD) initiiert und unter der Fithrung von Prof.
Maibach (Kalifornien) weltweit wichtige dermatologische Kliniken beteiligt hat.
Darin soll ermittelt werden, ob und in welchem Ausmass aus Textilien migrierende
Farbstotfe ursichlich am Entstehen von allergischen Kontaktdermatitiden beteiligt
sind. In der Patch-Test-Reihe wurden 11 Dispersionsfarbstoffe untersucht, dazu
wurden die betreffenden Textilien zentral von der ETAD analytisch und textilche-
misch untersucht. Weiterhin wurden Dosis-Wirkungsstudien der sensibilisierenden
Wirkung mit einigen Dispersionsfarbstoffen im Lymphknotentest an der Maus
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durchgefiihrt. Mit dem dusserst potenten Allergen Dispersionsblau 106 sind in die-
sem Testsystem Versuche zur Ermittlung eines Schwellenwerts geplant.

Experimentelle Untersuchungen

Die Klasse der Dispersionsfarbstoffe scheint im Hinblick auf allergische Effekte
aus zwel Griinden besonders kritisch zu sein: Zum einen ist bei dieser Farbstoft-
klasse aufgrund ihrer Lipophilie und Molekiilgrosse im Vergleich zu vielen anderen
Textilfarbstoffen von einer guten Hautpenetration auszugehen, die Voraussetzung
fiir das Auslosen einer allergenen Wirkung tiber die Haut ist. Zum anderen werden
Dispersionsfarbstoffe auch fiir das Firben von Fasern wie Polyamid und Acetat
verwendet, bei denen im Gegensatz zu Polyester eine hohe Farbechtheit nicht
erreicht wird. Verwendet man Farbstoffe mit sensibilisierendem Potenzial auf sol-
chen Materialien, kann bei korpernah getragenen Textilien und mangelhafter
Schweissechtheit das Risiko allergischer Reaktionen nicht ausgeschlossen werden
(57—61).

In den letzten Jahren wurde in Kooperation mit dem Institut fiir Klinische Phar-
makologie und Toxikologie der Freien Universitit Berlin (Prof. Stahlmann) eine
Methode zur Testung des sensibilisierenden Potenzials chemischer Substanzen an
Versuchstieren aufgebaut (62). In diesem System (Local lymph node assay) wird
neben dem herkommlichen Endpunkt (Quantifizierung der stimulierten Zellproli-
feration im Lymphknoten) auch eine moderne durchflusszytometrische Methodik
verwendet. In den letzten Jahren wurden einige Farbstoffe sowie, im Falle von Azo-
farbstoffen, die entsprechenden Amine als metabolische Spaltprodukte untersucht.

Ein grosser Teil der Farbstoffe, auch der Dispersionsfarbstoffe, gehort zu der
chemischen Gruppe der Azofarbstoffe, von denen mehr als 2000 beschrieben wur-
den (63). Fur die gesundheitliche Bewertung dieser Stoffe in Bekleidung sind Daten
zur Hautpenetration essentiell. Wir konnten in den vergangenen Jahren bei drei
Modellsubstanzen experimentelle Belege dafiir erbringen, dass Bakterien der
menschlichen Haut in der Lage sind, Azofarbstoffe zu den entsprechenden aroma-
tischen Aminen zu spalten (64—66). Das ist deshalb von grundsitzlicher Bedeutung,
weil die Amine in der Regel die Haut besser penetrieren als die entsprechenden
Farbstoffe. In dem gemeinsam mit dem Institut fir Mikrobiologie und Genetik der
Technischen Universitat (Frau Priv.-Doz. Dr. Lang) entwickelten In-vitro-System
mit Kulturen von Bakterienstimmen der menschlichen Haut kénnen wir die Spal-
tung der Azofarbstoffe zu den aromatischen Aminen verfolgen.

In jiingster Zeit wurde untersucht, ob und in welchem Mass der Azofarbstoff
Dispersionsgelb 3 durch Bakterien der menschlichen Haut in vitro zu den jeweili-
gen aromatischen Aminen gespalten wird. Dazu musste zunichst eine HPLC-Ana-
lytik ausgearbeitet werden. Zusitzlich werden weitere Experimente durchgefiihre,
die Folgerungen fiir eine Risikoabschitzung ermoglichen, die auf die Exposition
mit Farbstoffen beim Tragen von gefarbten Textilien abzielen. Dazu werden defi-
niert gefirbte Textilien untersucht, die vom Deutschen Wollforschungsinstitut in

Mitt. Lebensm. Hyg. 93 (2002) 605



Aachen fiir uns hergestellt werden. Weitere Variationen ergeben sich aus der Ver-
wendung unterschiedlicher Bakterienstimme, durch die Untersuchung von Isolaten
von Probanden sowie den Einsatz von «Bakteriencocktails» definierter Zusammen-
setzung. Hier ist zundchst eine mikroskopische, biochemische und molekulargene-
tische Charakterisierung der Stimme vorzunehmen.

Lymphknotentest

Ziel der hier zusammengefassten Versuche war die Untersuchung der allergenen
Potenz von vier Azofarbstoffen, die zum Firben von Textilien eingesetzt werden,
und von zwei Metaboliten des Farbstoffes Dispersionsgelb 3, die durch metaboli-
sche Aktivitit von Hautbakterien entstehen konnen.

Die Experimente wurden im Institut fiir Klinische Pharmakologie und Toxiko-
logie, Freie Universitat Berlin von cand. med. Matthias Wegener unter der Leitung
von Prof. Dr. med. R. Stahlmann in Absprache mit dem BgVV durchgefiihrt. Es
wurden Untersuchungen zur allergisierenden Wirkung der vier Textilfarbstoffe
Dispersionsgelb 3, Dispersionsorange 30, Dispersionsrot 82, Dispersionsgelb 211
und zweier Metaboliten von Dispersionsgelb 3 (4-Aminoacetanilid und 2-Amino-
p-cresol) im «Local Lymph Node Assay» bei der Maus durchgefiihrt.

In Voruntersuchungen haben wir den sogenannten LLNA («local lymph node
assay») in modifizierter Form etabliert und zunichst zur Bestimmung des sensibili-
sierenden Potenzials von Dispersionsorange 3 und dessen Metaboliten angewandt.
Nach unserer bisherigen Erfahrung stellt die Untersuchung des sensibilisierenden
Potenzials der Textilfarbstoffe und deren Metabolite ein gutes, praktisch relevantes
Beispiel dar, um verschiedene methodische Varianten des LLNA zu iiberpriifen.

In der einfachen Variante dieses Tests werden die Ohrlymphknoten bereits nach
dreitigiger Applikation der Testsubstanz auf die Riickseite des Ohres bewertet. Um
eine Aussage iiber die Proliferationsfihigkeit der Zellen treffen zu konnen, wurde
frither der Einbau von *H-Thymidin bestimmt, so dass durch Messung der Radio-
aktivitait Hinweise auf die Rate der Zellvermehrung erhalten werden kénnen. Dieser
Endpunkt wird auch in der heute vielfach empfohlenen Routineanwendung des
LLNA benutzt. Zur weiteren Verbesserung der Aussagekraft haben wir die durch-
flusszytometrische Analyse in unser Protokoll integriert, da diese die Moglichkeit
bietet, spezifisch allergierelevante Verinderungen zu quantifizieren und objektiv zu
erfassen. Neben den Parametern Ohrdicke, Lymphknotengewicht und Zellzahl des
Lymphknotens wurde anschliessend eine Analyse der Lymphozyten-Subpopulatio-
nen vorgenommen. Entsprechende Ansitze werden auch von anderen Gruppen
verfolgt, um zwischen dem sensibilisierenden und irritativen Potenzial von Chemi-
kalien in diesem Test zu unterscheiden (67, 68).

Als Versuchstiere wurden sechs Wochen alte, weibliche NMRI-Miuse einge-
setzt. Es wurden zwei unterschiedliche Behandlungsprotokolle gewihlt:
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Einzeitprotokoll

Die Miuse wurden tiber drei Tage einmal taglich mit 25 pl der gelosten Test-
substanz behandelt. Die Losung wurde auf die Hinterseite des linken Ohres, das
Vehikel auf das rechte Ohr aufgetragen. Am vierten Tag nach Behandlungsbeginn
wurden die Tiere nicht behandelt. Am fiinften Tag nach Behandlungsbeginn wurden
die Tiere mit Kohlendioxid getotet und die Lymphknoten wurden auf der linken
(behandelten) sowie auf der rechten (mit Vehikel behandelten) Seite prapariert.

Zweizeitprotokoll

Der Riicken der Versuchstiere wurde rasiert und vom ersten bis dritten Tag mit
50 pl der Farbstofflosung einmal tiglich behandelt. Vom vierten bis vierzehnten Tag
wurden die Miuse nicht behandelt. Vom fiinfzehnten bis siebzehnten Tag wurde
eine «Reexposition» vorgenommen. Dabei wurden 25 pl der Testlosung auf die
Riickseiten beider Ohren aufgetragen. Nach einem Tag Behandlungspause wurden
die Tiere am neunzehnten Tag nach Behandlungsbeginn mit Kohlendioxid getotet
und die Lymphknoten auf beiden Seiten pripariert.

Einen Uberblick gestattet die Abbildung 1.

Local lymph node assay: Einzeit- und Zweizeitprotokoll

I. Einzeitprotokoll

Behandlung (Tag 1 bis 3)

li. Ohr: 25 pl Testsubstanz Aug:fzfﬂ;ng (Tag 5):
re. Ohr: 25 pl Vehikel Fleaa
e q Hile Lymphknotengewicht
Zellzahl
Durchflusszytometrie
|1 2. 3. 4. 5 TFag - |
Il. Zweizeitprotokoll A sweriiig (g 19y
Ohrdicke u. Ohrstanze
1. Behandlung (Tag 1 bis 3) 2. Behandlung (Tag 15 bis 17) Lymphknotengewicht
Riickenhaut: 50 pl Testsubstanz beide Ohren: 25 pl Testsubstanz Zellzahl f
oder Vehikel oder Vehikel Durchflusszytometrie

“l_i-l S |

o e . R 1% Tag
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Abbildung 1 Behandlungs- und Auswerteschema im Lymphknotentest
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Die Abbauprodukte von Dispersionsgelb 3 kénnen durch metabolische Akti-
vitat von Hautbakterien entstehen. Die reduktive Spaltung des Farbstoffes in zwei
Metabolite wird in Abbildung 2 dargestellt.
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4-Aminoacetanilide 2-Amino-p-cresol

Abbildung 2 Azospaltung von Dispersionsgelb 3

Endpunkte
Da von einigen Autoren vorgeschlagen wurde (z.B. Vohr (68)), zusitzlich zur

Ohrstirke auch das Gewicht eines Ohrbiopsates zu bestimmen, um die Aussage-

kraft zu erhohen, haben wir uns entschlossen, diesen Parameter in die Experimente

aufzunehmen. Das Biopsat wurde mittels einer Stanze aus jedem Ohr gewonnen

und das Gewicht der einzelnen Proben bestimmt. Die Stanze aus Stahl hat ein run-

des Stanzloch von 6 mm Durchmesser. Dieses wurde senkrecht aufgesetzt, wobei

die dusserste Schnittkante etwa 1-2 mm vom mittleren Teil des Ohrrandes entfernt

war. Das Biopsat wurde durch Druck und leichtes Drehen der Stanze aus dem Ohr

geschnitten. Die folgenden Endpunkte wurden untersucht:

—  Obrdicke am Tag der Totung. Die Ohrdicke wurde mit einem «Spring Loaded
Micrometer» (Oditest, Kroeplin, Schiichtern, Deutschland) gemessen.

—  Gewicht des rechten und linken Lymphknotens

—  Zellzahl der Lymphknoten. Die Lymphknoten wurden in 1 ml gepufferter Koch-
salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) mit einer anatomischen Pinzette dis-
sozitert und die Lymphozyten aus dem Gewebe ausgewaschen, die Gewebereste
anschliessend mit einem Sieb aus der Suspension entfernt. Die Zahlung der Lym-
phozyten erfolgte mit dem halbautomatischen Gerit Sysmex A 820.
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—  Durchflusszytometrie. Oberflichenantigene der Lymphozyten wurden mit
Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt.

Durchflusszytometrie

Die Oberflichenantigene CD4, CD8, CD45, CD69, 1A — und in ausgewihlten
Fillen auch CD19 — wurden unter Anwendung von fluorchromkonjugierten Anti-
kérpern der Fa. Pharmingen, Heidelberg, untersucht. Die Lymphozyten wurden
30 min mit den Antikérpern bei 4° C inkubiert und nach dem Waschen mit PBS mit
einem FACScan Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Heidelberg) gemessen.
Es wurde der prozentuale Anteil der positiven Zellen an der Gesamtpopulation der
Lymphozyten mittels WinList V2.0 (Verity Software Inc.) bestimmt.

Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Lymphknotentest

Im Einzeitprotokoll fithrte Dispersionsgelb 3 nur zu geringen Effekten, im
Zweizeitprotokoll verinderten sich dagegen die Endpunkte Zellzahl und Lymph-
knotengewicht statistisch signifikant, was auf ein sensibilisierendes Potenzial des
Farbstoffes hindeutet. Die Zusammensetzung der Lymphozyten (Subpopulationen)
wurden in beiden Protokollen kaum beeinflusst. Die mehrfache Behandlung
(zunichst Riickenhaut, dann Ohr) fiihrt also erwartungsgemiss zu einer erhohten
Empfindlichkeit des Assays.

Auch der Metabolit 4-Aminoacetanilid (von Dispersionsgelb 3) fithrte in den
nach beiden Behandlungsprotokollen durchgefithrten Versuchen kaum zu Verande-
rungen. Es ergibt sich fiir diese Substanz kein Hinweis auf ein sensibilisierendes
Potenzial. Der zweite von uns untersuchte Metabolit von Dispersionsgelb 3
(2-Amino-p-cresol) fithrte in beiden Behandlungsprotokollen zu deutlichen Effek-
ten besonders bei den Endpunkten «Zellzahl» und «Lymphknotengewicht». Die
Zusammensetzung der Lymphozyten (Subpopulationen) wurde im Zweizeitproto-
koll in allen untersuchten Konzentrationen deutlich und dosisabhingig beeinflusst.

Die Farbstoffe Dispersionsrot 82, Dispersionsgelb 211 und Dispersionsorange
30 fithrten in unseren Untersuchungen im Einzeit- wie im Zweizeitprotokoll nur zu
geringfiigigen Veranderungen bei Zellzahl, Lymphknotengewicht und Ohrstirke,
die sich in keinem Fall statistisch signifikant von den Kontrollwerten unterschieden.
Die Verteilung der Lymphozyten-Subpopulationen wurden kaum bzw. gar nicht
beeinflusst. Es lasst sich also im LLNA fir diese Substanzen kein sensibilisierendes
Potenzial erkennen.

Spaltung von Azofarbstoffen durch Hautbakterien

Die hier zusammengestellten Daten sind Teil eines seit lingerer Zeit laufenden
Forschungsvorhabens. In den bisherigen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass
sowohl wasserlosliche als auch lipophile Azofarbstoffe von Bakterien der mensch-
lichen Hautflora in vitro reduktiv gespalten werden. Ebenfalls konnten wir nach-
weisen, dass auch Farbstoff in gefirbten Textilien in gewissem Umfang der redukti-
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ven Spaltung durch die Bakterien zuginglich ist. Es konnte auch nachgewiesen wer-
den, dass die Fahigkeit der Azofarbstoff-Spaltung nicht nur einem bestimmten Bak-
terienstamm zuzuschreiben ist, sondern auch in Bakterien aus Probandenproben
weit verbreitet ist (62—64).

Im hier dokumentierten Abschnitt der Versuchsreithe wurde die Untersuchung
des Farbstotfs Dispersionsgelb 3 (DY 3) weitergettihrt. Im einzelnen wurde unter-
sucht, wie weit auswaschbare (migrierende) Farbstoffe in den gefarbten Textilien fiir
die Spaltung zur Verfligung stehen oder auch durch die Firbung gebundene Farb-
stoffe von den Bakterien herausgelost werden. Des weiteren wurde untersucht, wie
die Zusammensetzung der Bakterienflora in Probandenproben ist. Dabei wurde
Wert auf die Anlegung einer reprisentativen Sammlung an Mikroorganismen der
Haut von Probanden verschiedenen Alters und von verschiedenen Korperregionen
gelegt, um sie physiologisch und molekular zu charakterisieren.

Experimente mit Dispersionsgelb 3, chemische Reduktion

Im Vorfeld wurden Experimente zur chemisch-reduktiven Spaltung von Dis-
perse Yellow 3 (DY 3) durchgefiihrt. Der Farbstoff DY 3 (C.I.-Nr. 11855, CAS-Nr.
2832-40-8, MG: 269,31) wurde als Cellitonechtgelb 3 von Sigma-Aldrich bezogen.
Der Farbstoffgehalt soll nach Katalog kleiner als 30% sein (lambda max 357 nm,
gelost in 50 % Ethanol: Extinktion bei 0,02 g/1 in 50 % Ethanol=6500 laut Herstel-
ler). Uber Extinktionsmessungen bei gleichen Bedingungen wurde ein Farbstoff-
gehalt von 75 % ermittelt (Faktor 2,4). Dieser Gehalt wurde bei den Versuchen der
chemischen Reduktion an Hand der Aminbildung bestatigt und im weiteren Verlauf
zugrunde gelegt. Diese Experimente wurden in Anlehnung an die «<Methode zum
Nachweis der Verwendung bestimmter Azofarbstoffe aus textilen Bedarfgegen-
stinden» durchgefiihrt (69)). Bei der massenspektrometrischen Untersuchung der
Spaltprodukte war bei der chemischen Reduktion mit Natriumdithionit nur
2-Amino-p-cresol (APC), nicht jedoch das ebenfalls erwartete 4-Aminoacetanilid
(ACA) nachgewiesen worden (Formeln siehe Abb. 3).

Spaltung von Dispersionsgelb 3 durch Hautbakterien

Der metabolische Abbau des Farbstoffs DY 3 wurde zum einen nach verschie-
denen Inkubationszeiten, zum anderen mit verschiedenen Bakterienstimmen unter-
sucht. Untersucht wurden 4 h, 8 h, 20 h und 24 h Inkubation mit jeweils 1,3 mg
DY 3 im 28°C Wasserbad. Die folgenden Bakterienstimme kamen zum Einsatz:
Staphylococcus epidermidis DSM 20044, Micrococcus lutens 0301, Micrococcus roseus
0401, 0701, Micrococcus varians 0501, 0502, 0503, 0702, 0703, 0708 und Micrococcus
citrus 0601. Zusitzlich wurden sechs Isolate von Probanden getestet.

1. Methode
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Ansitze mit konz. NaOH auf pH
10-11 eingestellt, 5 min bei 2000 rpm (1200 g) zentrifugiert und die Uberstinde
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danach auf Extrelutsdulen gegeben. Nach 15 Minuten werden 4 x20 ml t-Butylme-
thylether zum Eluieren der Amine iiber die Siulen gegeben. Anschliessend wird im
Vakuum eines Rotationsverdampfers (Wasserbad ca. 30°C) bis auf etwa 1 ml einge-
dampft. Der Rest des Losemittels wird mit Stickstoff vertrieben. Der Riickstand
wird in 500 pl Methanol gelost und tiber HPLC analysiert, die Bestimmung der

Amine erfolgt HPLC-analytisch mit Diodenarraydetektor mit authentischen Stan-
dards.

2. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Gerit: Beckman System Gold

Stationare Phase: LiChrosorb 60 RP-select B (5 pm); 250 x4,6 mm, (M & W,
Berlin, Art.-Nr. 254671005)

Eluent 1/2 Methanol LiChrosolv/0,0575 g Ammoniumdihydrogen-
phosphat, 0,075 g Natriumhydrogenphosphat wasserfrei pro
Liter, pH 6,9

Elution: Eluent 1/Eluent 2 (10/90 V/V), Fluss 1,0 ml/min

Saulentemperatur: 40°C

Injektionsvolumen: 20 ul
Detektor: Diodenarraydetektor (DAD), 207 nm fiir Amino-p-cresol,
202 nm fiir 4-Aminoacetanilid

Die Quantifizierung des 4-Aminoacetanilids (ACA) und des Amino-p-cresols
(APC) erfolgte mit den Eichgeraden aus den authentischen Standards. Die Nach-
weisgrenze ist gegeben, wenn im Diodenarray-Detektor kein Referenzspektrum
mehr erkennbar ist:
—~ ACA: 174589 area=51 ng=340 pmol
— APC: 1471982 area=119 ng=966 pmol

Im Gegensatz zur chemischen Reduktion wurde nach Inkubation mit den Bak-
terien in einigen Fillen nicht nur APC, sondern auch ACA nachgewiesen. In eini-
gen Fillen wurde nur ACA, in anderen Fillen nur APC, in weiteren Fillen beide
Metabolite nachgewiesen. Dabei sind Unterschiede zwischen den Stimmen, aber
auch ein Einfluss der Inkubationszeit erkennbar. Die Experimente miissen noch
vervollstandigt und abschliessend ausgewertet werden.

Zusammenfassung

Trotz aller vorsorglichen Massnahmen kann es bei der Anwendung von kosme-
tischen Mitteln zu unerwiinschten Reaktionen kommen. Unter den getesteten Der-
matologiepatienten ist der Anteil derer, die auf kosmetische Produkte allergisch
reagieren, etwa 10 %. Die auslosenden Stoffe sind meist Riechstoffe und Konservie-
rungsmittel sowie Haarfarben auf der Basis von p-Phenylendiamin. Die Verwen-
dung von p-Phenylendiamin in Henna-Tatowierungen kann folgenschwere Derma-
tosen verursachen. In Wasch- und Reinigungsmitteln sind allergene Substanzen, wie
z.B. bestimmte Konservierungsmittel und Riechstoffe, enthalten. Insgesamt gibt es
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aber wenige Berichte tiber waschmittelbedingte allergische Kontaktdermatitiden.
Textilbedingte Kontaktdermatitiden treten bei Dermatologiepatienten mit einer
Hiufigkeit von 1,8 % auf, Ursachen sind meist bestimmte sensibilisierende Disper-
sionsfarbstoffe. In experimentellen Untersuchungen mit Azofarbstoffen wurde
demonstriert, dass diese in vitro von Hautbakterien zu den entsprechenden aroma-
tischen Aminen gespalten werden. Bei der Untersuchung von Azofarbstoffen und
thren Metaboliten im Lymphknotentest an der Maus (LLNA) konnten in einigen
Fillen sensibilisierende Eigenschaften nachgewiesen werden.

Résume

En dépit de toutes les précautions que I’on peut prendre des effets secondaires
sont observés lors de I'utilisation de produits cosmétiques. A peu prés 10% des
patients dermatologiques testés présentent des réactions allergiques aux produits
cosmétiques. La plupart des réponses sont déclanchées par des parfums ou des
conservateurs ou par des colorants capillaires a base de p-phényléne diamine. L’uti-
lisation de p-phényléne diamine pour les tatouages peut causer de sévéres derma-
toses. Les détergents et produits netoyants contiennent des substances allergé-
niques, par exemple des conservateurs et des parfums. Cependant il y a peu de cas
documentés de dermatites allergiques dues aux détergents. Les dermatites de
contact dues aux textiles d’habillement sont observés chez 1,8 % des patients derma-
tologiques. Dans la plupart des cas elles sont dues a des colorants sensibilisants. Des
études expérimentales ont montré que les colorants azoiques sont scindés en amines
aromatiques par la flore bactérienne cutanée in vitro. Dans certains cas les colorants
azoiques et leurs métabolites ont montré des effets sensibilisants lors de test sur les
ganglions lymphatiques de rat.

Summary “Allergens in Cosmetic Products, Detergents and Clothing
Textiles”

In spite of all precautionary measures side reactions are observed following use
of cosmetics. About 10 % of tested dermatology patients exhibit an allergic response
to cosmetic products. Most of the responses are triggered by perfumes and preserv-
atives or by hair dyes based on p-phenylene diamine. The use of p-phenylene
diamine in tattoos can lead to severe dermatoses. Detergents and cleansing agents
contain allergenic substances, e.g. preservatives and perfumes. However, there are
few reports on cases of detergent-induced allergic dermatitis. Contact dermatitis
induced by clothing textiles appears at an incidence of 1.8 % within dermatological
patients. In most cases they are caused by certain sensitising disperse dyes. Experi-
mental studies have shown that azo dyes are split into the respective aromatic
amines by human skin bacteria in vitro. In some cases azo dyes and their metabo-
lites exhibited sensitising effects in the murine local lymph node assay.
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