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Abstract

People in everyday-life are exposed to different chemicals through the skin due to the use of
cosmetics and personal care products. Prservatives are often used in these products to avoid
bacterial growth and to increase the shelf life of the products. Substances like triclosan and
methyl paraben are some of the preservatives used in cosmetics. Skin that comprises the
protecting barrier against intruding toxic substances, may be damaged due to skin diseases,
cold and dry climate or skin exposure to UV-light. Compromised skin could lead to increased
dermal absorption of chemicals. There is a knowledge gap regarding the impact of damaged
skin on dermal uptake of triclosan and methyl paraben. In risk assessment of chemicals, the
margin of safety (MoS) is calculated to determine whether the daily exposure of a spesific
chemical may cause harm to human health. Due to lack of data on how damaged skin may
affect MoS of triclosan and methyl paraben, the primary aim of the study was to compare the
dermal uptake of triclosan and methyl paraben between damaged and intact skin barriers. The
secondary aim was to study whether a potentially increased dermal uptake through a damaged
skin barrier may reduce MoS to such an extent that the present use restrictions of these

substances in cosmetics should be changed.

In this study, ex vivo human skin model (Franz diffusion cell system) was used. The skin was
damaged by UVB-light, tapestripping and abrasion to resemble damaged skin barrier in vivo.
Dermal uptake of **C-radiolabeled triclosan (0.3%) and methyl paraben (0.4%) following 20-
minute and 24-hour exposure time, respectively, was studied. Dermal uptake for the test

substances was measured on intact, tape stripped and abraded skin.

No statistically significant differences in TEWL-values (p-value > 0,05) were observed
between control and UVB-exposed skin for both thawed and fresh human skin (thawed skin:
control: 3.5 g/m? vs. UVB-exposed skin: 3.2 g/m?, fresh skin: control: 4.0 g/m? vs. UVB-
exposed: 5.1 g/m?). This may indicate that UVB-exposure does not affect skin integrity of ex

vivo human skin).

There was a tendency of increase in dermal uptake of both 1*C-triclosan and **C-methyl
paraben in damaged skin compared to intact skin (**C-triclosan: 8.4 + 3.2% on damaged skin
vs.5.6 + 4.7% on intact skin, 1*C-methyl paraben: 87 + 19.4% on damaged skin vs. 78 + 4.7%
on intact skin), However the increase was not statistically significant (p-value > 0,05).
Abrasion method, using a needle led to slightly higher dermal absorption of the test



substances than the tape stripping method. The values for dermal uptake obtained in this

study were used to calculate the systemic exposure dose (SED).

SED for the aggregated exposure of the test substances was calculated, based on three product
categories (hand wash soap, shower gel and deodrant) for triclosan and fifteen cosmetical
product categories for methyl paraben. SED for aggregated exposure of triclosan (intact skin:
0.01269 mg/kg/bodyweight/day, damaged skin: 0.01252 mg/kg bodyweight/day) and methyl
paraben (intact skin: 0.818 mg/kg bodyweight/day, damaged skin: 0.936 mg/kg
bodyweight/day) were used to calculate the MoS for intact and damaged skin. MoS for the
aggregated exposure to methyl paraben in cosmetic products on damaged skin was reduced
compared to intact skin (1068 in damaged skin vs. 1222 in intact skin). No difference of
significance in MoS was observed on damaged skin compared to intact skin for tricloan (958
on damaged skin vs. 946 on intact skin). All MoS-values were still above the limit value of
100. This means that the use of 0.3% triclosan in soaps and deodorants, and 0.4% methyl

paraben in several cosmetic products can be considered safe both for intact and damaged skin.

Vi



Sammendrag
Mennesker blir hverdag eksponert for kjemikalier fra kosmetikk og kroppspleieprodukter via

huden. | kosmetikk er det ofte brukt konserveringsmidler for & hindre bakterievekst og
forlenge holdbarheten til produktene. Eksempler pa konserveringsmidler som er tillatt a bruke
i kosmetikk og kroppspleieprodukter er triklosan og metylparaben. Huden som fungerer som
en barriere og beskytter kroppen mot inntrenging av toksiske stoffer, kan veere skadet grunnet
sykdommer, tgrt og kaldt miljg eller UV-eksponering. Dette kan da fare til gkt opptak av
kjemikalier. Det er lite data pa hvordan skadet hud pavirker opptaket av triklosan og
metylparaben. Risikovurderingsprosessen er et viktig verktay for a vurdere kjemikalienes
mulige helsefare. Sikkerhetsmarginen (MoS) beregnes for a kunne si om den dosen av
kjemikaliet man utsettes for daglig, faktisk utgjer en helserisiko. Siden det er lite data om
hvordan MoS for triklosan og metylparaben kan pavirkes av skadet hud, baserte denne studien
seg pa & sammenligne opptaket av triklosan og metylparaben mellom intakt og skadet
hudbarriere. Deretter ble det undersgkt om eventuelt gkt opptak via hud med skadet barriere
kan redusere MoS i slik grad at grenseverdier for bruk av disse stoffene i kosmetikk burde

endres.

I denne studien ble en ex vivo human hudmodell (Franz diffusjonscellesystem) benyttet.
Huden ble skadet med UVB-lys, teipstripping og risping med kanyle for a etterligne skadet
hudbarriere in vivo. Opptak av **C-radiomerket triklosan (0,3 %) og metylparaben (0,4 %)
etter henholdsvis 20-minutters og 24 timers eksponeringstid ble undersgkt. Opptaket ble malt

pa intakt, teipstrippet og rispet hud.

UVB-eksponering av bade tint og fersk hud viste ingen statistisk signifikant gkning (p-verdi >
0,05) i TEWL-verdiene mellom kontroll og UVB-eksponert hud (tint hud: kontroll: 3,5 g/m?
vs. UVB-eksponert: 3,2 g/m?, fersk hud: kontroll: 4,0 g/m? vs. UVB-eksponert: 5,1 g/m?).
Dette kan indikere at hudintegriteten til ex vivo human hud ikke blir pavirket av UVB-

behandling.

Det ble funnet at opptaket av béde *C-triklosan og *C-metylparaben hadde en tendens til &
gke for skadet hud i forhold til intakt hud (**C-triklosan: 8,4 + 3,2 % pa skadet hud vs. 5,6 +
4,7 % pa intakt hud, **C-metylparaben: 87 + 19,4 % pé skadet hud vs. 78 + 4,7 % pa intakt
hud), men at gkningen ikke var statistisk signifikant (p-verdi > 0,05). Kanyleskadebehandling
farte til hgyere hudopptak av kjemikaliene enn teipskadebehandling. Hudopptaksverdiene for

testkjemikaliene ble inkludert i beregningene av systemiske eksponeringsdosen (SED). SED

Vi



ved aggregerte eksponering for testkjemikaliene ble beregnet basert pa tre produkter (sape og
deodorant) for triklosan og femten kosmetiske produkter for metylparaben. SED ved
aggregerte eksponeringer for triklosan (intakt hud: 0,01269 mg/kg/kroppsvekt/dag, skadet
hud: 0,01252 mg/kg kroppsvekt/dag) og metylparaben (intakt hud: 0,818 mg/kg
kroppsvekt/dag, skadet hud: 0,936 mg/kg kroppsvekt/dag) ble benyttet til beregninger av MoS
ved aggregerte eksponeringer for testkjemikaliene pa intakt og skadet hud. MoS ved
aggregerte eksponering for metylparaben i kosmetiske produktene pa skadet hud ble redusert i
forhold til intakt hud (1068 ved skadet hud vs. 1222 ved intakt hud). For triklosan ble det ikke
funnet noen betydelig endring i MoS pa skadet hud (958 ved skadet hud vs. 946 ved intakt
hud). Alle MoS verdiene var fortsatt over grenseverdien pa 100. Det vil si at bruk av 0,3 %
triklosan i sapeprodukter og deodorant og 0,4 % metylparaben i en rekke ulike kosmetiske

produkter kan anses for & vaere trygg nar produktene pafgres bade intakt og skadet hud.
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Forkortelser og ordforklaringer
AD: Atopisk dermatitt

H20: Vann

ECHA: Europeiske kjemikaliebyra

MoS: Margin of Safety; Sikkerhetsmargin

NOAEL: No-observable-adverse-effect-level

NaCl: Natriumklorid

OECD: Organisasjon for gkonomisk samarbeid og utvikling
SC: Stratum corneum

SCCS: Scientific Committee on Consumer Safety
SCCP: Scientific Committee on Consumer Products
SED: systemiske eksponeringsdosen

TEWL.: Transepidermal vanntap

UV: Ultrafiolett

UF: Usikkerhetsfaktor



1. Innledning

1.1 Humane eksponeringsveier for kjemikalier

Menneskene blir utsatt for ulike kjemikalier med eller uten sin vilje (1), via fordgyelsen av
mat og drikke, via innanding og via dermal absorpsjon av produkter som inneholder

kjemikaliene (2).

Eksponeringen av kjemikalier kan fare til helseeffekter som blant annet irritasjon av hud og
slimhinner, astma, allergi, kreft og skader pa foster. I tillegg kan kjemikalier pavirke det
endokrine systemet (3). For hay eksponering for kjemikalier kan redusere menneskets
forventet levealder pa grunn av alvorlige helseskader. Maten et kjemikalie tas opp i kroppen
avhenger av fysiske og kjemiske egenskapene til kjemikaliet og ikke minst av type
eksponeringsveier (via innhalasjon, hudeksponering eller oralt inntak). Kjemikalier i form av
gass, damp eller respiratoriske partikler tas hovedsakelig opp via gvre og nedre luftveier.
Kjemikalier i mat og drikke, samt kroppspleieprodukter til oral bruk, kan tas opp via
fordgyelsessystemet. Kjemikalier som pafgres huden, for eksempel kroppspleieprodukter, kan
komme inn i kroppen via penetrering av huden. Ved dermal absorpsjon av toksiske
kjemikaler, kan de enten gi lokale reaksjoner som hudirritasjon eller hudallergi, men de kan
ogsa tas opp i blod- og lymfesystemet og fare til negative helseeffekter i form av for eksempel

kreft, fosterskader og skader pa nervesystemet (1, 3).

Det er per i dag fa studier pa hudopptak av kjemikalier selv om dette er en viktig

eksponeringsvei (4). Fokuset for denne studien er derfor hudeksponering.

1.2 Hud

For & kunne forsta opptak av kjemikalier gjennom huden er det viktig & ha en grundig

kunnskap om hudens anatomi.

Human hud er kroppens starste organ med et overflateareal pa 2 m? hos en gjennomsnittlig
voksen person (den utgjer 15-16% av kroppens totale vekt (5, 6). Huden bestar av 3 hovedlag;
Epidermis, dermis og hypodermis (subcutis) (figur 2) (1). Epidermis er det ytterste laget pa
huden og er det viktigste hudlaget nar det fokuseres pa hudopptak av kjemikalier. Den er ca
200 um tykk og bestar av 4-5 underlag avhengig av hudomradene i kroppen: stratum

germinativum (basale cellelaget), stratum spinosum, stratum granulosum og stratum corneum



(ytterste cellelaget) (SC) (figur 1). Stratum lucidum ligger mellom stratum granulosum og

stratum corneum og finnes kun i epidermis som tilhgrer handpalmene og fotsalene.
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Figur 1. Epidermis til en tykk hud. Den bestar av stratum germinativum (basale cellelaget), stratum
spinosum, stratum granulosum og stratum corneum. Hentet fra: https://courses.lumenlearning.com/suny-
wmopen-biology2/chapter/structure-and-function-of-skin/.

Funksjonene til lagene i epidermis som ligger under SC (levende epidermis) er metabolisering
av kjemikaliene som kommer inn i kroppen gjennom huden, aktiv transport av kjemikalier og
overvaking (1, 5). I tillegg til keratinocytter, bestar epidermis av melanocytter (celler som
produserer melanin som gir huden farge) som ligger i stratum germinativum. Merkel celler
(mekanoreseptorer som er involvert i bergrings stimuleringer) og langerhansceller
(dendrittiske celler som spiller hoved rolle i immunforsvarets funksjon) ligger ogsa i stratum
germinativum i epidermis (5-7). Det er ingen blodarer i epidermis (3). Barrierefunksjonen
ligger i gverste laget til epidermis (SC) og beskytter mot blant annet kjemikalier og
mikroorganismer i miljget som kan vere farlig for kroppen, i tillegg beskytter SC huden ogsa
mot vanntap (1, 8, 9). Avhengig av hudomrade og alder, bestar SC av 10-20 lag av dgde celler
som inneholder keratin (korneocytter). Tykkelsen pa SC er ca. 10-15 um (5, 7, 10, 11). Det er
omtrent ett korneocytt-lag som flasses av naturlig per dag (12). Disse korneocyttene mangler
cellekjerner og er bundet sammen ved hjelp av proteinene korneodesmosomer og
intercellulere lipider som er veldig resistente mot kjemiske og fysiske stimuleringer (1, 8,
13). Intercellulaere lipider bestar av blant annet ceramider (50 %) og fettsyrer (25 %), i tillegg

til kolesteroler (20 %), triaglyserol (3 %) og kolesterol-estere (1). Tykkelsen pa hudomradene



bestemmes av SC laget. Tykkelsen er avhengig av hvor mye de ulike hudomradene i kroppen
brukes. For eksempel er hudomradene pa fotsalene tykke da disse hudomradene brukes mye
for a kunne ga (1, 5, 7). Tykkelsen pa SC bestemmer hastigheten til hudopptaket av
kjemikalier (5). Jo tynnere SC er, jo hgyere vil opptaket av kjemikalier kunne veere (10).
Forskjellen mellom SC og levende epidermis er at SC bestar av flate keratinocytter som har
mistet sine kjerner, nemlig dgde celler. SC er lipofil og inneholder 15 % vann (14). Levende
epidermis bestar mye av levende keratinocytter (i tillegg til andre typer celler) og inneholder
ulike typer metaboliske enzymer. Derfor skjer metabolismen av kjemikaliene i epidermis

laget (1). Levende epidermis og dermis er hydrofile og inneholder 70 % vann (14).
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Figur 2. Et tverrsnittsbilde av hud med de tre essensielle hudlagene. Epidermis (gverste laget) fungerer
som en barriere og beskytter kroppen mot toksiske stoffer/mikroorganismer. Epidermis mangler
blodarer. Dermis (laget i midten) inneholder blodarer, harrgtter og svettkjertler. Hypodermis (nederste
laget) bestar av fettceller. Hentet fra: https://www.myvmc.com/anatomy/human-skin/

Dermis er et tykt lag som ligger under epidermis og bestar av en matrise av kollagen- og
elastin konnektivt vev og et nettverk av blodarer og nerver (3, 6). Disse gir huden sin styrke
og elastisitet. 1 tillegg gir blodkapilleerene naring til de ulike hudlagene (6). Oppgavene til

dermis er a regulere hudtemperaturen og beskytte kroppen til en viss grad mot fysiske skader



(6). Talgkjertlene i dermis gjer at huden blir svakt sur, med pH mellom 4,5 og 6,0 (1). Denne
pH-en er viktig for a hindre invadering av ulike typer mikroorganismer gjennom huden (1).

Hypodermis er laget som ligger under dermis og bestar av fettceller (adipocytter). Dette laget
beskytter kroppen ved a fungere som en isolator mot kalde temperaturer pa utsiden og som en

absorbator for varme og fysisk sjokk (1, 7).

1.3Mekanismer for hudopptak av kjemikalier gjennom hud
Kjemikalier kan tas opp i hud via to hovedveier: veien gjennom SC og veien gjennom

hudstrukturer som talg- og svettekjertler og hargroper (1). Hudstrukturene er en viktig
transportsvei til hydrofile og store molekyler (10). Siden disse strukturene utgjer 0,1 % av

totale arealet til menneskehuden, legges det ofte ikke vekt pa denne transportveien (7, 10).

Hudlaget som begrenser diffusjonen for mange kjemikalier er lipofile SC, men de hydrofile
levende epidermis og dermis fungerer ogsa som barrierer for veldig lipofile kjemikalier (15).
Opptaket gjennom SC blir delt i intercelluleere og intracellulaere veier (1). I intercelluleert
opptak, diffunderer kjemikaliet gjennom lipidene i SC, mens i intracelluleere opptak,
diffunderer kjemikaliet gjennom korneocyttene i SC (1). | begge tilfellene ma kjemikaliet
kunne diffundere gjennom intercellulere lipidene og det er derfor lipidene er en viktig faktor

for begrensning av hudopptak av kjemikalier (10).

1.4 Stratum corneum og hud-skader

1.4.1 Stratum corneum og tarr hud
Det er mange faktorer som kan fare til terr hud, blant annet alder, tart og kaldt klima, sykdom,

bruk av visse sterke kjemikalier, og hyppig vasking (15-17). Tarr hud oppstar ved mangel pa
intercelluleere lipider som ceramider (17, 18), i tillegg til reduksjon i talgproduksjon som er
avhengig av alder. Tarr hud farer da til gkning i transepidermisk vanntap (TEWL) (16, 18,
19).

| SC finnes ogsa proteinet filaggrin (20). Noen av hovedrollene til filaggrin er a gi styrke,
hydrere og regulere pH i SC (1, 20). Personer som har atopisk dermatitt (AD), har ofte
filaggrinmuterte gener (i tillegg til andre mutasjoner). Dette vil fore til redusert eller ingen
produksjon av filaggrin og dermed til en tarr, betent hud som har en nedsatt barriere-funksjon

grunnet feerre lag av korneocytter og ceramider (mellom korneocyttene) (20, 21).

Per i dag er det estimert at AD rammer 3,5-4,4 % av voksne i den europeiske populasjonen og
20 % av barna (22).



Det er ogsa blitt estimert at torr hud rammer 30 til 75 % av eldre befolkningen (>56 ar) (23,
24).

1.4.2 Huden og UV- eksponering
Solbrun hud blir ofte sett pa som fint blant de europeiske og amerikanske befolkningene. Pa
grunn av dette har soling (naturlig eller i solarium), og dermed eksponering for ultrafiolett-lys
(UV-lys) vert utbredt i disse omradene (25, 26). | 2014 ble det estimert at 55 % av
universitetsstudenter i nord- og vest-Europa har brukt solarium (27). Dette tyder pa at mange
blir utsatt for UV-lys som kan fare til solbrent hud. Det er estimert at 50 % av nord-
europeiske befolkningen opplever a bli solbrent (28). Det tar ca. 3 til 5 timer etter at huden er
blitt utsatt for UV-lys til huden blir solbrent (29).

UV-lys bestar av: UV-A (bglgelengde: 315-400 nm), UV-B (bglgelengde: 280-315 nm) og
UV-C (bglgelengde: 100-280 nm) (30). Det meste av UV-C stralene blokkeres allerede i
ozon-laget. Det vil si at UV-stralene som treffer jordoverflaten har balgelengdene fra 280 til
400 nm (nemlig UV-B og UV-A stralene) (31, 32). Fordeler med eksponering for UV-lys er
dannelse av D-vitamin i kroppen, i tillegg til at stralene benyttes til behandling av visse
sykdommer som vitiligo og psoriasis (30, 33). Alvorlige ulemper ved eksponeringen for UV-
lys er blant annet induksjon av hudkreft og andre hudskader som for eksempel erythema
(solbrenning), gkt aldring av huden, og inflammasjon (30, 33).

| &r 2000 ble det rapportert 60 000 dgdsanfall i hele verden grunnet sykdommer forarsaket av
UV-eksponering (33). Enkelte studier viser at UV-A stralene er ansvarlige for hudaldring,

mens UV-B stralene er ansvarlige for solbrenthet (34, 35).

De fleste studiene som er gjort pa eksponering av epidermis for UV-lys har vist at UV-lys
indirekte induserer skade i barriere-funksjonen; via skade pa nukleinsyre-niva og utskilling av
substanser som er ansvarlig for erythema-induksjon (29, 36-38). Til min kjennskap, er det fa
studier publisert som undersgker om UV-eksponering av epidermis gir direkte proteinskader

som farer til en nedsatt barriere-funksjon.

Denne studien baserer seg derfor pa a undersgke opptak av kjemikalier etter UV-eksponering

av intakt, frossen hud i en human ex vivo-modell.



1.5 Opptak av kjemikalier via huden

Huden fungerer som en barriere som beskytter kroppen mot skadelige kjemikalier ved &
redusere eller hindre hudopptak (3). Noen kjemikalier kan trenge gjennom levende epidermis

hvor de kan bli metabolisert ved hjelp av ulike enzymer (3).

Hudopptaket av kjemikalier er avhengig av mange fysiokjemiske faktorer som blant annet
molekylvekten og partisjons koeffisienten til kjemikaliet, i tillegg til viskositeten til
lgsemiddelet til kjemikaliet (15). Andre faktorer som pavirker hudopptaket er tykkelsen pa
SC, mengde har pa huden, og intercellulare lipidsammensetninger i SC. (5, 39). I tillegg til
hudens temperatur, fuktighet og metabolismen. Blodstremning under epidermis og den

naturlige avflassing av SC pavirker ogsa hudopptaket av kjemikalier (15).

En av kildene til hudeksponering for kjemikalier er kroppspleieprodukter som shampoo,
deodoranter, handsape, fuktighetskrem, solkrem, sminke osv. (40, 41). Kroppspleieprodukter
ma tilsettes konserveringsmidler for & unngd bakterievekst og forringelse av produktet. Blant
dem er parabener, isothiasolinoner, organiske syrer, klorheksidin og triklosan (42). | denne
studien fokuseres det pa metylparaben og triklosan (43, 44).

Det finnes likheter (og ulikheter) mellom human hud og hud fra dyr. En dyreart som har
mange likheter med mennesker er grisen. Grisehud ligner pa menneskehud blant annet i har
mengde (20 hértrader/cm? i grisegrene vs. 14-32 hartrader/cm? hos mennesker), histologien til
epidermis og biokjemiske likheter i visse proteiner i SC. Fartiseks studier ble gjort for &
sammenligne hudopptak av 77 kjemikalier mellom hud fra gris og menneske. Disse studiene
indikerte at opptak av kjemikalier i stor grad var like, men likheten varierte avhengig av
kjemikalienes egenskaper (39). Av gnagere har rottene mest hudlikheter med mennesker. Men
gnagere generelt har hgyere opptak (opptil 10 ganger hgyere) enn mennesker pa grunn av et
tynnere lag med SC (1, 7, 39). Siden det er ulikheter i strukturen til hud mellom mennesker og
dyr, farer dette til ulike grad av opptak av kjemikalier (39). For & oppna mest prediktive data
som kan benyttes i toksikologi og risikovurderinger for humant opptak av kjemikalier, burde
huden som benyttes i slike studier, ha like anatomiske, fysiologiske og biokjemiske
egenskaper med menneskehud (5, 39). Siden resultater pa opptak via hud oppnadd fra studier
pa dyr er vanskelig a predikere pa mennesker, er det gnskelig med humane hudmodeller (5,
39). I tillegg har noen studier klart & oppna korrelasjoner i opptak mellom ex vivo og in vivo
humane hudmodeller, derfor er en ex vivo human hudmodell en bra surrogat modell for in

vivo human hud (5).



1.6 Triklosan
Triklosan (CAS 3380-34-5) er en bred-spektret antibakteriell agent som ofte er brukt i

tannkrem, saper og deodoranter og andre husholdningsprodukter grunnet kjemikalets
effektive antibakterielle egenskaper (45-47). 1 2015 ble det estimert at den globale

produksjonen av triklosan var pa 4,8 millioner kg (48).

Triklosan er bade en eter og en fenol (figur 3), og det kjemiske navnet er 5-chloro-2-(2,4-
dichlorophenoxy)phenol (IUPAC) (47). Den blir metabolisert hovedsakelig i leveren (og i

mindre grad i huden) og skilt ut av nyrene hovedsakelig i urin hos mennesker (43, 48, 49).

Triklosan har en molekylvekt pa 289,5 g/mol og en fordelingskoeffisient (Log Pow) pa 4,8
som vil si at den er lipofil da log Pow er starre enn 3 (7). Den absorberes lett gjennom huden
(41, 47, 50). Triklosan er godt lgselig i propylenglykol (>100 g/100 g propylenglykol) og lite
lgselig i vann (0,001 g/100 g vann) (47).
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Figur 3. Bilde av triklosan. Kjemiske gruppene som kjennetegner triklosan er fenoler og eter (46).

Triklosan har vist seg & kunne ha negative helseeffekter som forstyrrelser i det endokrine
systemet, reproduktive og utviklingsdefekter og hemming av musklene i organismen. 1 tillegg
kan eksponeringen for triklosan fare til utvikling av allergi/astma. | mange studir ble det
funnet ut at triklosan farer til blodtoksisitet i mange dyrearter (51). Disse effektene ble funnet

i bade dyr og mennesker (48, 50).

Visse studier indikerer at mennesker i hele verden blir eksponert for triklosan (48),
hovedsakelig gjennom fordgyelsessystemet og dermal absorpsjonen (43, 52). Hovedkilden til
den dermale eksponering for triklosan er kroppspleieprodukter. I1fglge EU-kommisjonen er
maksimalt tillatt innhold av triklosan i kroppspleieprodukter 0,3 % bortsett fra for
munnskyllevann hvor maksimalt tillatt innhold er 0,2 % (47). Da mennesker blir eksponert for
triklosan, blir kjemikaliet ofte detektert i morsmelk, blod og urin (43, 53). Nyfagdte eksponeres
for triklosan hovedsakelig gjennom morsmelk, og dette har fart til en gkt bekymring for

mulige helseeffekter hos ammede barn (53).



1.7 Metylparaben
Metylparaben (CAS No. 99-76.-3; IUPAC: methyl 4-hydroxybenzoate) er et

konserveringsmiddel som ofte blir brukt i medisiner, mat og serlig i kroppspleieprodukter
som tannkrem, deodoranter, fuktighetskrem, saper og sminke (44, 54-56). | fglge EU-
kommisjonen er maksimalt tillatt innhold av metylparaben i kosmetikk 0,4 % dersom det kun
er metylparaben tilstede i produktet, og 0,8 % dersom det er en blanding av flere parabener i
selve produktet (57). Metylparaben er en metylester av p-hydroksybenzosyre (figur 4) og er
en stabil komponent. Det absorberes raskt, med fullstendig opptak gjennom huden (54, 55).
Den har en fordelingskoeffisient (Log Pow) pa 1,96 (58) som vil si at det er bade lipofil og
hydrofil og kan transporteres gjennom hudbarrieren bade via lipid og vandige transportveier i
SC (7). Metylparaben har en molekylvekt pa 152,149 g/mol. | kroppen metaboliseres det og

skilles ut hovedsakelig i urinen (54).
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Figur 4. Molekyleere strukturen til metylparaben. Metylparaben er en metylester av p-hydroksybenzosyre
med alkohol, benzen og estersom er de kjemiske, funksjonelle gruppene som kjennetegner den (56).

Metylparaben kan forarsake allergiske kontakt dermatitt, men regnes for & vere svakt allergen
(54). 1 tillegg kan metylparaben ha reproduksjonstoksiske effekter (44) og @strogenlignende
effekter (anti-androgeniske effekter) (59). De gstrogenlignende effektene er mer enn 1000
ganger svakere enn kroppens naturlige gstrogen (44, 57). En annen studie indikerer at
metylparaben kan fore til differensiering av fettceller (adipocytter), som kan fore til fedme
(60).

Metylparaben og andre antimikrobielle agenter er ofte detektert i humant blod, brystmelk og
vev. Dette farer til gkt bekymringer for mulige effekter pa folkehelsen (55). | falge European
chemical agency (ECHA) lages og importeres det 1000 til 10 000 tonn metylparaben i Europa
per ar (44).

Nar det gjelder lokale effekter i huden, er det en studie som tyder pa at eksponering av UVB
straling pa metylparaben-behandlet human hud ferte til en forsterket skade til keratinocytter i

stratum corneum laget (56).



1.8 Risikovurdering
Risikovurdering er en prosess som brukes til & vurdere helseeffekter av kjemikalier. Den gir

en vitenskapelig forklaring av mulig risiko ved eksponering av kjemikalier. Risikovurderinger
benyttes av statlige og internasjonale/nasjonale organisasjoner (for eksempel europeiske
kjemikaliebyraet (ECHA), EU-kommisjonen og nasjonale myndigheter (Helse-og-
omsorgsdepartmenten og Miljedepartementet) som et grunnlag til forebyggende tiltak mot
mulige helse- og miljgeffekter, ved a lage nye retningslinjer for bruk av kjemikalier i

kosmetikk og kroppspleieprodukter (47).
En risikovurdering bestar av falgende trinn:

e Farevurdering: Dette er en beskrivelse av mulige skadelige effekter et kjemikalie kan
ha. Dette trinnet omfatter data fra humane (epidemiologiske) studier, fra forsgk pa dyr
og fra in vitro studier.

e Dose-respons vurdering: | dette trinnet bestemmes forholdet mellom dosene av
kjemikaliet man undersgker og hendelsene av toksiske effektene. Data som benyttes i
dette trinnet er ofte hentet fra forsgk pa dyr.

e Eksponeringsberegninger: | dette trinnet fokuserer man pa mengde kjemikalie
populasjonen blir eksponert for. | disse beregningene inngar bade frekvens, varighet
og mengde. Dersom nok data er tilgjengelig, kan eksponeringen beregnes for ulike
eksponeringsveier. | dette trinnet beregnes den systemiske eksponeringsdosen (SED)
som er mengde kjemikalie som tas opp i kroppen.

e Risikovurdering: | dette trinnet gjgr man en vurdering om kjemikaliet kan gi
helseskader hos befolkningen. Her benyttes data fra de tre foregaende trinnene (41,
61).

Ved farevurderingstrinnet defineres det no-observable-adverse-effect-level (NOAEL) som er

den hgyeste konsentrasjonen av et kjemikalie en person blir utsatt for som ikke gir en negativ

helseeffekt. NOAEL brukes da til beregning av sikkerhetsmargin (MoS; Margin of Safety) for
kjemikaliet. MoS er forholdet mellom NOAEL og den systemiske humane eksponeringsdosen
(SED) (62).

En MoS-verdi som er lik eller stgrre enn 100 vil si at den daglige eksponeringen for
kjemikaliet anses a vaere trygg. Verdien 100 kommer fra en usikkerhetsfaktor (UF) pa 10 for
forskjeller mellom arter (f.eks. data fra studier pa mus for fastsettelse av NOAEL) og en UF
pa 10 for interindividuelle forskjeller hos mennesker (for a ta hgyde for at ikke alle



menneskene er like sensitive med tanke pa kjemikaliet). MoS for kjemikalier i
kroppspleieproduktene baserer seg hovedsakelig pa hudopptak via intakt hud (63, 64).
Dersom NOAEL bestemmes ut fra humane studier, kan man vurdere & bruke en MoS pa 10 i
stedet for 100 (41, 61).

2. Problemstillinger og begrunnelser
Mennesker blir hver dag utsatt for kjemikalier fra kroppspleieprodukter via huden (65). Blant

kjemikaliene som brukes i kroppspleieprodukter er triklosan og parabener som metylparaben
(63, 66). Huden fungerer som en barriere som beskytter kroppen mot inntrenging av toksiske
stoffer og mikroorganismer som bakterier (1, 9). Det er ikke alltid slik at hudens
barrierefunksjonen er intakt. Det er flere arsaker til en skadet hudbarriere: AD, terr hud og
UV-eksponering er noen av de (33, 67, 68). Enkelte studier indikerer at det kan veere hgyere
absorpsjon av kjemikalier ved skadet hudbarriere enn ved intakt hud (69-71). Det er derimot

lite data pa opptak av metylparaben og triklosan pa en skadet hudbarriere.

Ikke alle kjemikaliene som kroppen utsettes for er trygge. For & vurdere kjemikalienes mulige
helsefare, er risikovurdering av kjemikaliene en viktig prosess (3). MoS, et viktig trinn i
risikovurderingsprosessen, beregnes for & se om den dosen av kjemikaliet man utsettes for
daglig, faktisk utgjer en helserisiko (3, 62). MoS for kjemikalier i kroppspleieproduktene
baserer seg hovedsakelig pa opptak av kjemikalier pa intakt hud (63, 64).

Hensikten med denne studien er derfor & undersgke:

e Opptak av triklosan og metylparaben gjennom bade intakt hud og hud med skadet

barriere (stratum corneum)

e Om gkt opptak via huden grunnet hud med skadet barriere reduserer
sikkerhetsmarginen i slik grad at grenseverdier for bruk av disse stoffene i
kroppspleieprodukter bgr endres.

3. Materialer og metoder
Eksperimentene i dette prosjektet ble utfgrt etter OECD retningslinje 428 for hudopptak i en

ex vivo human hudmodell (72), og EU-kommisjonens kriterier for in vitro metoder for
hudopptak av kjemikalier og kosmetikk (12), samt EU-kommisjonens dokument > Scientific

Committee of Consumer Safety’s (SCCS) Notes of Guidance, 10-ende revisjon’’ (41).
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3.1 Human hud
| dette prosjektet ble det benyttet human hud, donert fra pasienter som har gjennomgatt

bukplastikk, foretatt ved Fornebuklinikk AS. Hudene ble lagret ved -20 °C i biobanken
Dermatox ved Folkehelseinstituttet. Hudbitene ble donert anonymt med kun informasjon om
alder og kjgnn. Huddonorene har gitt skriftlige samtykker til bruk av huden til forskning i
dette prosjektet. Bukhuden ble valgt fordi man kan fa tilstrekkelig med hud per donor. Ved
hvert forsgk i denne studien, ble huden tint i romtemperatur og hudprgvene pa ca. 3x3 cm ble
skjeert av underliggende fettvevet ved hjelp av en dermatom (Aesculap AG, B. Braun
Company, Tuttlingen, Tyskland) med en tykkelse pa 0,5 mm. Det ble gjort visuelle
inspeksjoner av hudprgvene og biter, og hudprgvene som hadde strekkmerker, tatoveringer,

arr, tydelige har og andre skader ble ekskludert fra forsgkene.

3.2 Hudintegritet
Hudpravene som skal benyttes i forsgk, ma ha god hudintegritet. Det finnes ulike metoder for

a male hudintegriteten, som transepidermalt vann tap (TEWL), transepidermalt elektrisk
resistens (TEER) og titrert vannstremning (TWF). | denne studien ble TEWL brukt for & male

hudintegriteten.

TEWL-instrumentet som ble brukt i dette prosjektet (Cortex technology ApS, Danmark),
inneholder to sensorer som maler fuktigheten i lufta som ligger rett over hudoverflaten, og to
andre sensorer som maler temperaturen. Fra disse parameterne kalkuleres tetthetsgradienten
til vanndamp som passerer gjennom huden og malingene blir oppgitt i g/m?/time. TEWL
malingene pavirkes av endring i fuktighet og temperatur. De optimale betingelsene for TEWL
metoden er en temperatur pa 22-24 °C og en luft fuktighet pa 40-60 %. Maleomradet for
TEWL instrumentet er fra 0 opptil 250 g/m?/time (73). Hoyere TEWL-verdier betyr at
hudbarrieren er mer skadet. TEWL maling i dette prosjektet ble utfart i et lukket rom med

minimale bevegelser, under konstant romtemperatur (21,1 °C) og fuktighet (23,5 %).

TEWL ble malt tre ganger pa hver hudprave som ble brukt i forsgkene i dette prosjektet.
Hudprgvene med TEWL verdier som var hgyere enn 6,23 g/m? ble ekskludert. Denne
grenseverdien er basert pa en pilotstudie utfart ved Folkehelseinstituttet, av masterstudenten
Martine Malmer Herud (81), der huddonorer (n=29) ble malt for TEWL og gjennomsnittet og
standardavviket ble beregnet. | pilotstudien ble hudprgvene ogsa vurdert utseendemessig
basert pa visuelle inspeksjoner, der hudprgver som hadde strekkmerker, tatoveringer, arr, mye

har og skader ble ekskludert fra forsgkene.
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3.3 Franz diffusjonscelle system
Franz diffusjonscellesystem (kalt Franz celler) (PermeGear, Hellertown, PA/USA) for ex vivo

eksperimentene ble benyttet for hudopptak av *C-triklosan og **C-metylparaben (figur 5).
Franz celler er et statisk system hvor hudprgvene monteres mellom et donor- og et reseptor
kammer. Hudomradet som eksponeres for test-kjemikaliene har en starrelse pa 1,76 cm? per

celle.

Radioaktive testkjemikalier ble pasatt huden gjennom donorkammeret. I retningslinjer for
dermal absorpsjon (SCCS/1358/10, OECD nr. 428) er det oppgitt at appliseringsdosen for
testkjemikaliet i veeskeform skal vaere 10 pl per cm? hudareal (72,12). Det skal tilsvare et reelt
eksponeringsscenario (72, 15). Siden hudarealet i Franz cellene som ble eksponert for 14C-
testkjemikaliet var 1,76 cm?, derfor ble appliseringsvolumet for “C-triklosan i propylenglykol

pa 17 pl.

Siden *C-metylparaben ble lgst i et semi-fast lgsemiddel, er det oppgitt i EU-kommisjonen
0og OECD retningslinje 428 at appliseringsvolumet som utgjar det reelle
eksponeringsscenarioet skal veere 1-5 mg/cm? hudomréde (72, 12). Det ble da brukt 4,5 mg
14C-metylparaben i krem til 1,76 cm? eksponeringsomrade, som utgjer ca. 2,5 mg krem/cm?.

Reseptorkammeret bestar av et indre og et ytre kammer. Indre kammeret ble fylt med
reseptorlgsning opp til kanten, slik at reseptorlgsningen kom i kontakt med huden.
Reseptorlasningen i en diffusjonscelle er en lgsning som testkjemikaliet lgser seqg i etter at det
er blitt absorbert gjennom huden. En optimal reseptorlgsning er en lgsning som
testkjemikaliet er godt lgselig i, samtidig bar den ligne situasjonen in vivo (med tanke pa
vaeskene i kroppen til en organisme). Ulike reseptorlgsninger (Natriumklorid (NaCl), destillert
vann (H20), 30 % etanol, 50 % etanol og 70 % etanol) ble testet ut for & finne en optimal
reseptorlgsning til 1*C-triklosan og 4C-metylparaben. Det ble funnet ut at 30 % etanol i vann
ga en optimal lgselighet for **C-triklosan og at 0,9 % NaCl, ga en optimal Igselighet for 14C-

metylparaben. Se vedlegg 8.1

Alle de ytre diffusjonskamrene ble koblet sammen via slanger og deretter koblet til et
vannsirkulasjonssystem som holdt en konstant temperatur pa ca. 32 °C som er den normale
temperaturen til huden hos mennesker. Etter pasetting av *C-testkjemikaliet til huden i
forsgkene for dette prosjektet, ble donorkammer og uttaksport dekket med parafilm for &

forhindre fordamping av reseptorlgsning og kjemikaliene.
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Figur 5. En Franz diffusjonscelle. Den bestar av et donorkammer (gverste delen i figuren) og et
reseptorkammer (nederste delen i figuren). Hudprgven (membranen i figuren) monteres mellom dem. Det
radioaktive testkjemikaliet tilsettes til hudpreven gjennom donorkammeret. Hentet fra:

http://permegear.com/wp-content/uploads/2015/08/primer.pdf

Etter 24-timers inkubering, ble hudprgvene fjernet fra diffusjonscellene og plassert pa et
skjeerebrett. Eksponeringsomradet, ble stanset ut ved hjelp av et 20 mm hulljern. Rester av
hudsirklene ble lagt i telleglass. Hudoverflatene ble vasket med filterpapir, fuktet med
reseptorlgsningen (tre ganger for hudprgvene som ble eksponert for 14C-metylparaben og to
ganger for hudpravene som ble eksponert for 1*C-triklosan) og tarket med tert filterpapir. Alle
filterpapirene ble lagt i egne telleglass. @verste lagene til stratum corneum (SC) ble fjernet
ved hjelp av teipstripping. Det ble benyttet fem Corneotape biter med et trykk pa ca. 225
gram/cm? i tre sekunder med en rask fjerning av teip. Trykket ble laget ved hjelp av en
Cuderm D-Squame stav applikator (Cuderm Corporation, Dallas, USA). Hver teip ble lagt i
eget telleglass. Antall ganger teipstripping pa fem for a fjerne gverste lagene av SC ble
bestemt basert pa en pilotstudie, utfart tidligere pa Folkehelseinstituttet. I studien ble det
konkludert med fem teipstripping med Corneotape biter for & fjerne *4C-merket test-
kjemikaliet i gverste lagene i SC. Dette ble gjort for at hudopptaket av kjemikaliet skal ligne
pa avflassing av huden som skjer naturlig in vivo, og som dermed farer til at kjemikaliet som
ligger i de gverste lagene til SC ikke blir absorbert i dypere lagene til huden. Derfor ble
absorpsjon av test-kjemikaliet i disse teipbitene ikke tatt med i videre beregninger av totale
hudabsorpsjon (kapittel 4.4). Pilotstudien ble ikke publisert.
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Epidermis og dermis ble skilt fra hverandre ved hjelp av vannbad pa 62 °C. Hudsirklene ble
lagt i et tart begerglass og holdt ned i vannbadet i 2 minutter. Deretter det ble epidermis og
dermis skilt fra hverandre ved hjelp av pinsetter. Epidermis, dermis og den delen av huden
som var igjen etter utstansing av hudsirkelen ble lagt i hver sin 1 ml opplegsningsmiddel
Solvable™ og inkubert pa en rister (Belly dancer fra Alfa-lab, Oslo, Norge) ved 60 °C over

natt. Deretter ble lgsningene overfart til egne telleglass.

Alle telleglassene med prgvene ble telt i scintillasjonsteller (Tri-Carb 2810TR, PerkinElmer,
Oslo, Norge). Telleglassene ble fylt med 4 ml UltimaGold telleveske for de ble satt i
scintillasjonstellemaskinen. Absorpsjonsverdiene i alle pravene ble automatisk trukket fra

verdien for en negativ kontroll (telleglass som kun inneholdt tellevaeske).

3.4 Beregning av total absorbert mengde testkjemikalie
Deteksjonsverdiene ble gruppert i ulike kategorier: ‘Hudvask’, ‘SC’, ‘epidermis’, ‘dermis’,

‘reseptorlosning’ og ‘utstyr’.

‘Hudvask’ kategorien inkluderte pravene fra tarking av 4C-merket testkjemikalie pa huden
(vask av huden med fuktige filterpapir og terking av huden). Kategorien ‘utstyr’ inkluderte
praver fra deler av hudbitene som var igjen etter utstansing av hudsirklene, dampen terket av
parafilmene og selve parafilmene og vask og tgrk av: donor- og reseptorkammer og petriskal
og begerglassene for hver prave. Disse er deteksjonsverdier for 24C-testkjemikalie som ikke
ble absorbert av selve hudprevene. ‘SC’ kategorien inkluderte prgver av alle teipstrippingene
(totalt 5) summert. ‘Reseptorlgsning’ kategorien inkluderer absorpsjonsverdien for 1*C-merket
testkjemikalie i 1 ml reseptorlgsning ganget med det totale volumet av reseptorlgsning for

hver diffusjonscelle.

Mengde “C-triklosan og *C-metylparaben i de ulike kategoriene (SC, epidermis og dermis,
reseptorlesning, ‘hudvask’ og ‘utstyr’) for hver hudpreve ble beregnet i prosent. Dette ble
gjort ved & dele deteksjonsverdien for 1*C-testkjemikaliet i hver kategori pa deteksjonsverdien
til den positive kontrollen (telleglass som kun inneholdt den samme dosen av **C-merket test-

kjemikalie som ble tilsatt til hver enkel hudprave).

For & bestemme den totale *4C-merket test-kjemikalie som er blitt gjenvunnet i prosent, ble
ifalge EU-kommisjonen (SCCS/1358/10) deteksjonsverdiene for 4C-merket testkjemikalie i
de ulike kategoriene for hver prgve summert og delt pa deteksjonsverdien til den positive
kontrollen og ganget med 100. Ifglge EU-kommisjonen ligger en godkjent prosent
testkjemikalie gjenvunnet mellom 85-115 % (12). Hudprgvene som ikke hadde godkjent
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prosent *4C-testkjemikaliet gjenvunnet, ble ekskludert fra videre beregninger for total

hudabsorpsjonsverdier.

Dersom kriteriene i retningslinjene er oppfylt, beregnes total hudabsorpsjon som total
prosentmengde 4C-testkjemikalie i ‘epidermis’, ‘dermis’ og ‘reseptorlosning’ (gjennomsnitt
av summen) lagt til ett standardavvik. | falge EU-kommisjonen er et akseptabelt antall
hudpraver 8, fra minst 4 donorer per skadebehandling (12). Dette kriteriet ble ikke mgtt ved
forsgkene for opptak av *C-triklosan og **C-metylparaben pa intakt, teipstrippet og rispet
hud, grunnet tekniske problemer som farte til tidsmessige utfordringer. Antall hudprever per
behandling ble derfor mindre enn 8 ved visse forsgk. | opptaksforsgkene som avvek fra
retningslinjene ble det derfor lagt til to standardavvik ved beregning av den totale

hudabsorpsjonen.

Prosent 1“C-testkjemikalie i SC ble ekskludert fra beregningene for totale
hudabsorpsjonsverdiene fordi dette laget flasses av naturlig i levende organismen og dermed
blir ikke testkjemikaliet tilgjengelig i sirkulasjonssystemet (72, 12). 1 tillegg kan naturlige
sebumutskilling fare til at testkjemikaliet ikke blir absorbert i dypere lagene til huden (12).
Total hudabsorpsjonsverdiene for 1“C-testkjemikalie pa intakt, teipstrippet og rispet hud ble
benyttet til beregninger av systemiske eksponeringsdoser (SED) og sikkerhetsmarginer
(MoS).

3.5 Kjemikalier i studien
Kjemikaliene som ble brukt i denne studien var *C-merket triklosan og **C-merket

metylparaben (American Radio-labelled Chemicals Inc. St. Louis, USA). Propylenglykol
(Fluka Chemie AG) ble brukt som et Igsemiddel til 1*C-triklosan. For *C-metylparaben ble en
kommersielt tilgjengelig krem (ApoBase fuktighetskrem, 30 % fett, Apotek1, Norge) brukt

som et lgsemiddel.

For & lgse opp dermis og epidermis ble det brukt Solvable™ (PerkinElmer Inc. Waltham,
USA). UltimaGold (PerkinElmer Inc. Waltham, USA) ble brukt som tellevaeske. For testing
av blandbarhet av Igsninger i krem, ble bromfenolblatt brukt (Sigma Aldrich Norway AS,
Oslo, Norge).

Kravet til lasemidlene som ble brukt til & lgse testkjemikaliene var at de mest mulig etterlignet
de produkttypene som inneholder testkjemikaliene (12). Propylenglykol ble brukt som et
Izsemiddel til C-triklosan fordi kosmetiske produkter (som handséper) som inneholder
triklosan, ofte ogsa inneholder propylenglykol (74). ApoBase krem ble valgt som et
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Ilasemiddel for metylparaben fordi metylparaben finnes ofte i kosmetiske produkter som
fuktighetskremer. ApoBase krem inneholder da minst mulig kosmetiske ingredienser som kan

interferere med forsgkene, i forhold til andre kremer.

3.6 Metodeutvikling

3.6.1 Skading av stratum corneum
Det ble valgt tre mater a skade hudens SC pa; Ved teipstripping, UV-lys og risping i huden

med kanyle.

3.6.1.1  Skading av stratum corneum ved teipstripping med Scotch-teip
For & kunne oppna mangel pa intercellulaere lipider og dermed gkning i TEWL pa samme
mate som terr hud in vivo, ble det bestemt a redusere cellelagene i SC ved teipstripping (16,
18, 19). Faktorene som pavirker teipstripping er blant annet, type teip benyttet, trykket ved
pafaring av teipen, varighet av trykket og hvor fort teipen fjernes. Det ble valgt a teipstrippe
hudpragvene 10 ganger (se kapittel 5.1.3). Det ble brukt 10 3M Scotch Magic teipbiter (Tanum
bokhandel, Oslo, Norge). Teipen ble pafart med et trykk pé ca. 5 kg/m?, som varte i 10
sekunder far teipen ble fjernet. Teipen ble fjernet i lgpet av 2 sekunder. Trykket ble
kontrollert ved & ha hudpraven pa en vekt og trykke til 5 kg. Det ble valgt a teipstrippe huden
10 ganger pa bakgrunn av en pilotstudie utfart pa Folkehelseinstituttet (upublisert data). |
pilotstudien ble hudprever teipet 0-20 ganger og deretter visuelt undersgkt i mikroskop. I
pilotstudien ble det konkludert med at SC ble helt fjernet etter ca.15-20 gangers teipstripping
med Scotch teip, ved et trykk pa 5 kg/m? og en varighet pa 10 sekunder (figur 6).
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Figur 6. Et Bilde av en hudprgve far teipstripping ((/:nstre) ef ‘bixlde'

teipstripping (midten) og et bilde av hudpraven etter 20 gangers teipstripping (hayere).
3.6.1.2 Behandling med UV-lys pa hud som har veert frossen
Det ble brukt hud fra en donor (kvinne, 40 ar). Hudbiten ble delt i to. Disse bitene var omtrent
like nar det gjaldt strekkmerker, faflekker, harinnhold, og andre typer skader. Hudbitene ble
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plassert under like betingelser i samme rom (lik temperatur, fuktighet, osv). Den ene hudbiten
ble brukt som kontroll og ble ikke eksponert for UV-lys. Den andre hudbiten ble eksponert for
bredspektret UVB-straler med bglgelengder 270-400 nm, ved hjelp av Broadband UVB-
lampe (PL-S 9W/12/2P; Philips fra SolRx 100; Solar C Systems). UVB-lampa ble plassert pa
et stativ slik at avstanden ble 10 cm mellom UV-lampa og hudbiten. Det ble malt TEWL pa
begge hudbitene far den ene hudbiten ble eksponert for UV-lys (tre ganger pa tre ulike
omrader). Under eksponering av UV-lys, ble det malt TEWL etter 2,4 og 6 timer pa bade
kontrollhuden og UV-behandlet hudprgve (3 ganger pa hvert omrade).

3.6.1.3  Behandling med UV-lys pa fersk hud
Fersk hud oppbevart ved 4 °C mellom operasjon og forsgksstart (ca. 15 timer) ble benyttet

(donor: kvinne, 44 ar). Huden ble delt i to biter, en kontroll (ikke eksponert for UV-lys) og en
eksponert for UVB-lys opptil 6 timer. Begge hudbitene ble plassert under like betingelser i
samme rom. TEWL ble malt bade far og under UVB-bestraling som beskrevet over i kapittel
3.6.1.2.

36.1.4 Risping med kanyle.
Et av kjennetegnene til tarr hud er at det dannes sprekk i huden. Sprekkene kan fordype seg

ned til blodkapilleerene i dermis og forarsake blgdning i huden. Dette vil da kunne fare til
gkning i TEWL (75) som vil fare til et gkt opptak av kjemikalier (11, 14). Sma kutt/skrubbsar
kan ogsa pavirke hudoppak av kjemikalier. Slike sar kan oppsta serlig pa hender (14, 76) og
pa andre hudomrader etter barbering (76). For & kunne danne sprekker i huden in vitro, kan

huden rispes ved hjelp av en kanyle.

Hud fra en donor (kvinne, 35) ble brukt. Omradene pa hudprgvene som skulle skades, ble
merket med en tusj til en sirkel som tilsvarte et areal som er ca. 1,76 cm?. Det ble brukt BD
Microlance, 21G hypodermisk kanyle (+Apotek 1 Gruppen AS, Oslo, Norge) med diameter
pa 0,08 cm og lengde pa 4 cm. Hudpraven ble rispet ved a dra kanylen forsiktig gjennom SC-
laget, og det ble lagd 1-6 usynlige kryss i det merket hudomradet (figur 7). TEWL ble malt tre
ganger etter hvert kryss. Prosedyren fortsatte til TEWL-malingene oppnadde en plata. Det ble
bestemt a lage 4 horisontale striper og 4 vertikale striper som et kryss for risping av prevene
ved eksperimentene pa opptak av *C-triklosan og *C-metylparaben pé kanyleskadet hud.
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Figur 7. Et skissediagram av en rispet hudprave. Sirkelen representerer merket omréadet pa hudprgven og
svarte strekene er riftene som ble laget ved hjelp av en kanyle. Det ble laget 4 vertikale og 4 horisontale rifter
som krysset hverandre.

3.7 Absorpsjon av triklosan og metylparaben pa intakt hud

3.7.1 Korttids hudeksponering for *C-triklosan
Ti hudpraver fra fire kvinnelige donorer (34-52 ar) (2-3 hudprever fra hver donor) ble brukt.

Eksponering med *C-triklosan ble utfgrt som beskrevet i kapittel 3.3. Hudpravene ble fuktet
med 10 pl reseptorlgsning (30 % etanol) og inkubert i ca. 10 minutter far 1*C-triklosan ble
tilsatt. Dette ble gjort fordi testkjemikaliet fordeler seg bedre utover huden nar den er fuktig.
Det ble deretter tilsatt 17 pl 0,3 % *4C-triklosan (i propylenglykol) i hver Franz-
diffusjonscelle (totalt 10 celler). Etter 20 minutters eksponeringstid, ble **C-triklosan terket av
med et tort filterpapir og alle hudprgvene ble forsiktig vasket to ganger med to filterpapir,
fuktet med reseptorlgsningen. Filterpapirene ble lagt i hvert sitt telleglass (fylt med 4 ml

UltimaGold telleveske). Prgvene stod i totalt 24 timer etter pafgring av testkjemikaliet.

3.7.2 Langtids hudeksponering for 4C-metylparaben
Det ble brukt ti hudprgver fra fire kvinnelige donorer (34-52 &r). Eksponering med 4C-

metylparaben ble utfart som beskrevet i kapittel 3.3. | en petriskal ble det veid inn 675 mg
ApoBase krem ved hjelp av en kalibrert vekt (Mettler Toledo AG64, Oslo). Deretter ble
kremen tilfgrt 2 pl 1*C-metylparaben (tilsvarende en konsentrasjon pa 0,4 %) og blandet inn i
kremen ved & bruke 8-blandingsformen, 150 antall ganger. Det ble tilsatt 4,5 mg
kremblanding pa hver hudprgve i Franz cellene ved hjelp av en spatel. Spatelen og veieskipet
ble etter hver overfaring av 1*C-metylparaben i krem, tarket av med hver sitt eget tart
filterpapir og lagt i egne telleglass. Det ble ogsé laget en positiv kontroll hvor 0,4 % 4C-
metylparaben i 4,5 gram Apo-Base krem ble overfart til et telleglass. Pravene ble eksponert i
24 timer.

3.8 Eksponering for **C-triklosan pa intakt, teipstrippet og rispet hud
Protokoll for korttids eksponering for *4C-triklosan péa intakt, teipskadet og kanyleskadet

hudprgver ble utfart pd samme méte som beskrevet for korttids eksponering for 1*C-triklosan
pa intakt hud (kapittel 3.7.1), med unntak av falgende endringer:
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Det ble brukt tolv hudpraver i eksperimentet (4 intakte, 4 teipskadet og 4 kanyleskadet
hudpraver).

Det ble brukt tre Corneotape biter til 4 skade fire av hudpravene far de ble montert pa
Franz-cellene. Deretter ble det benyttet kun to Corneotape biter i ** separering av
hudlagene’” -s trinnet (kapittel 3.8) for disse pravene. TEWL ble malt far og etter
skading.

Fire av hudprgvene ble skadet med kanyle (kapittel 3.5.2.3) med TEWL malt for og

etter skading.

Optimaliseringer og endringer i prosedyren:

Samme forsgket ble gjentatt, med falgende endringer for optimalisering av prosedyren:

Det ble brukt ti 3M Scotch teip (i stedet for Corneotape biter) til & teipstrippe fire av
hudprgvene (kapittel 3.5.2.1).

Ved en feiltagelse, ble ikke hudprevene fuktet med 10 pl 30 % etanol, og derfor ble
det brukt en spatel for & spre 17 pl 0,3 % *C-triklosan (i propylenglykol) pa
hudprgvene. Spatelen ble vasket med fuktig filterpapir (ren etanol) etter hver gang den
ble brukt til & spre 0,3 % C-triklosan pa en hudprave. Filterpapirene ble telt i
scintillasjonstelleren.

Etter 20-minutters eksponering med **C-triklosan i Franz-cellene, ble **C-triklosan
tarket av med et tart filterpapir for hver Franz-celle, og hudprgvene ble ikke vasket fgr

etter 24-timers inkubering av Franz-cellene.

3.9 Eksponering for 1*C-metylparaben pa intakt, teipstrippet og rispet hud
Protokoll for langtids eksponering for 1*C-metylparaben pa intakt, teipskadet og kanyleskadet

hud ble gjort pA samme mate som i langtids eksponering for *C-metylparaben pa intakt hud

med optimalisering av forsgket (kapittel 3.7.2), med noen endringer:

Det ble brukt tolv hudprgver totalt i eksperimentet (4 intakte, 4 teipskadet og 4
kanyleskadet hudpraver)

Det ble brukt 10 3M Scotch teip (i stedet for Corneotape biter) til a skade fire av
hudprevene med teip i dette forsgket (kapittel 3.5.2.1). TEWL ble malt far og etter
skading av hudprgvene.

Fire hudpraver ble skadet med kanyle (kapittel 3.5.2.3) med TEWL malt far og etter
skading.

19



3.10 Beregninger av systemiske eksponeringsdoser (SED) og

sikkerhetsmarginer (MoS)
SED ble beregnet for a finne totale dosen av kjemikaliet man blir utsatt for fra alle kosmetiske

produktene. Verdiene for relative eksponering ved daglige mengde pafert for en
produktkategori (Eproduki) SOm er basert pa kroppsvekten til et menneske, ble brukt til
beregning av SED. Eprodukt verdiene for ‘Rinse-off” og ‘leave-on’ produkter ble hentet fra
SCCS Notes of Guidance dokumentet (10-ende revisjonen, 2018) (tabell 1).

Tabell 1. Produkteksponering for beregning av aggregerte eksponeringer for
konserveringsmidlene i kosmetikk

Produkt **Eprodukt Eproduke mht* kroppsvekt (mg/kg

kategori (g/dag) kroppsvekt/dag)

Handsape 0,20 3,33
Dusjsape 0,190 2,79
Deodorant 1,50 22,1
Shampoo 0,110 1,51
Harbalsam 0,04 0,670
Body lotion 7,82 123
Ansiktskrem 1,54 24,1
Handkrem 2,16 32,7
Har-styling 0,4 5,74
Foundation 0,51 7,90
Sminke fjerner 0,5 8,33
Leppestift 0,06 0,90
@ye-sminke 0,02 0,330
Maskara 0,025 0,420
Eyeliner 0,005 0,08

*mht: med hensyn til
** Eproqukt €F basert pa kroppsvektene til personene som ble brukt i studiene for bestemmelsen av verdiene for
Eprodukt 0g ikke pa default verdien som er 60 kg

SED for triklosan ble beregnet utifra Eproduki-verdiene for handsape, dusjsape og deodorant,
mens for metylparaben ble SED beregnet fra Eproduki-verdiene for alle produktene i tabell 1.
SED ble da beregnet ved & bruke ligningen for beregning av SED (ligning 1), hentet fra SCCS
Notes of Guidance dokumentet (10-ende revisjonen, 2018), og verdiene for totale

hudabsorpsjonene for test-kjemikaliene funnet i denne studien.

C (%) , DAp (%)
ED=E ek~
S produkt = =50 100

ligning 1
Der:

SED (mg/kg bw/dag): Systemisk eksponerings dose

Eprodukt (Mg/kg bw/dag): Relative daglige mengde produktkategori pafart huden
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C (%): Konsentrasjon av testkjemikaliet i lasningen (kosmetiske produktet) i prosent

DA, (%): Hudabsorpsjon av test-kjemikalie i prosent av den totale dose test-kjemikalie pafert
pa hudprgvene i henhold til dosen pafart i virkeligheten.

Ligning 2 ble brukt for & beregne MoS-verdiene for triklosan eller metylparaben. | denne
ligningen inngar SED beregningene samt NOAEL-verdiene for triklosan (12 mg/kg
kroppsvekt/dag) og metylparaben (1000 mg/kg kroppsvekt/dag). NOAEL verdiene ble hentet
fra ‘Opinion On Triclosan’ dokumentet (SCCP, 2009) og ‘Extended Opinion on the Safety
Evaluation of Parabens’ dokumentet (SCCP, 2005).

Mos = X245L ligning 2

SED

3.11 Statistiske analyser
Statistiske beregninger ble utfgrt ved hjelp av Excel, SPSS Software og manuelle beregninger

av visse statistiske metoder. Det ble brukt deskriptiv statistikk (beregning av
gjennomsnittsverdier og standardavvik) for a finne gjennomsnittene og variasjoner i

absorpsjonsverdiene for hudopptak av kjemikaliene.

For & finne ut om det er en statistisk signifikant forskjell i TEWL-verdiene mellom kontroll og
UV-eksponerte hudbitene, ble det benyttet en Mann-Whitney U test som er en ikke-
parametrisk versjon av uavhengig t-test, fordi det ble brukt to uavhengige hudbiter der den

ene hudbiten ble eksponert for UV-lys mens den andre ble brukt som en kontroll.

Den statistiske metoden som ble brukt til & sammenligne hudabsorpsjon mellom intakt, teip
og kanyle skadebehandlinger er Kruskal Wallis test, som er en ikke-parametrisk versjon av
en-veis ANOVA test. Denne testen ble benyttet fordi det er lite antall hudprever (n= 3-4
hudpraver per behandling per testkjemikalie) som gjer det vanskelig 4 anta at data er
tilnermet normalfordelt. | tillegg ble det brukt hudprever fra ulike donorer for hver
behandling.

3.12 Etiske forhold
| denne studien ble det benyttet human bukhud fra biobank Dermatox som ble godkjent fra

Regionale komiteer for medisinske og helsefaglig forskningsetikk (REK) (Rek ID:
2015/1032) og hvor huddonorene har gitt sine samtykker til bruk av huden til forskning.
Bruken av hud for opptak av *C-triklosan og *C-metylparaben har godkjenning fra REK
(REK ID: 2018/2228).
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4. Resultater

4.1UVB-behandling ved ulike tidsintervaller
Tabell 2 viser gjennomsnittlige TEWL-verdier far og 2,4 og 6 timer etter at huden (tint og

fersk) ble eksponert for UVB-lys. UVB-bestraling ga ingen gkning i TEWL-verdiene, verken

for tint eller fersk hud, sammenlignet med kontrollen.

Tabell 2. Gjennomsnitt (G.snitt) og standardavviksverdiene til TEWL malingene til kontroll og UVB-eksponerte

hudbiter (n=4,40-44 ar, 2 kvinnedonorer). TEWL malingene er gjort far og 2,4 og 6 timer etter UVB-bestraling.

Kontrollen ble malt ved de samme tidspunktene.

Behandling Tid (1) *Tint hud *Fersk hud
G.snitt TEWL (g/m?) Standardavvik | G.snitt TEWL Standardavvik
(g/m?)
Kontroll Fgr UVB 59 0,98 8,8 11

Etter 2 t 4,6 0,86 3,9 0,7
Etter 4 t 4,3 0,46 34 0,5
Etter 6 t 3,5 0,2 4,0 0,4

UVB-bestrélt | Far UVB 6,5 2,0 9,7 1,0
Etter 2 t 39 0,26 6,8 0,2
Etter 4 t 33 0,49 51 0,9
Etter 6 t 3,2 0,34 51 0,5

* Mann Whitney U test: p-verdi > 0,05. TEWL for kontroll versus UVB-eksponert hud etter 6 timers eksponeringstid

4.2 Risping med kanyle og TEWL
Tabell 3 viser TEWL malinger med gkt antall rifter i en hudpreve

Tabell 3. TEWL verdier i forhold til antall ganger med
risping av en hudprgve (kvinne 35 4r)

Antall rifter | TEWL (g/m?) Standardavvik
0 4,70 0,10
2 21,40 0,82
4 23,57 2,66
6 25,63 1,76
8 32,17 1,62
10 32,33 2,70
12 30,27 0,55

Far risping var TEWL-verdiene til hudprgven pa 4,7 g/m?. Etter 2 og 8 rifter, gpkte TEWL-
verdien henholdsvis 4,5 og 8 ganger. Gjennomsnitt TEWL verdier etter 8, 10 og 12 rifter er
nesten like. P& grunn av dette ble det bestemt & lage 8 rifter i hud ved opptak av **C-triklosan
og *C-metylparaben forsgkene (kapittel 4.6-4.8).

4.3 Gjenvinning og hudabsorpsjon
4.3.1 C-triklosan og *C-metylparaben pa intakt hud
TEWL verdier for hudpravene som ble brukt i forsgket for hudopptak av *C-triklosan pa

intakt hud varierte mellom 3,60 +0,17 og 5,57 +0,46 g/m?. For hudopptak av *C-
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metylparaben varierte TEWL for hudpragvene mellom 3,83 +0,31 og 5,83 +0,25 g/m? (tabell
17 og 18 i vedlegg 8.5.1).

Absorpsjon av *C-triklosan og **C-metylparaben i de ulike hudlagene (SC, epidermis og
dermis), reseptorlesning, ‘hudvask’, samt total hudabsorpsjon ved forsgksslutt og pa utstyret

som ble benyttet i forsgkene til hver hudpreve vises i tabell 4 og 5.

Hudpravene pa Franz-cellene C, H og J i tabell 4 viste en prosent gjenvinning som er utenfor
det akseptable intervallet (10 £15 %), derfor ble de ekskludert fra videre beregninger.
Verdiene for de resterende 7 hudprevene med godkjent prosent testkjemikalie gjenvunnet, ble
brukt til beregningen av totale hudabsorpsjon av **C-triklosan pa intakt hud. Siden antallet pa
7 hudprever avviker fra antallet hudprgver foreslatt av EU-kommisjonen (som er minst 8), ble
summen av absorpsjonsverdiene i epidermis (uten SC), dermis og reseptorlgsning lagt

sammen med to standardavvik.
Den totale hudabsorpsjon av **C-triklosan pa intakt hud: 9 % + 2*7,3 =23,6 %

For *C-metylparaben pé intakt hud derimot, ble det godkjent prosent testkjemikalie
gjenvunnet pa alle ti hudprgvene som ble brukt, og dermed ble det et akseptabelt antall
hudprgver som ble brukt til beregningen av total hudabsorpsjonsverdi ifglge EU-
kommisjonen. Derfor ble summen av absorpsjonsverdiene for 1*C-metylparaben i epidermis

(uten SC), dermis og reseptorlgsning lagt sammen med ett standardavvik.

Den totale hudabsorpsjon av **C-metylparaben pé intakt hud: 72 + 6,1 = 78,1 %
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Tabell 4. Prosent absorpsjon av C-triklosan etter 20-minutters eksponeringstid (n=10, 34-52 ar, 4 kvinnedonorer) i
ulike hudlagene, reseptorlosning, ‘hudvask’, ‘utstyr’ og C-triklosan gjenvunnet pa intakt hud. I tillegg til total
hudabsorpsjon, gjennomsnittene i prosent og standardavvikene til alle verdiene.
Hudprgve | SC | Epidermis | Dermis | Reseptorlgsning | Hudvask | Utstyr | Gjennvunnet Tot
absorpsjon
A 1,86 0,52 1,43 3,71 104,37 111 113 5,65
B 6,84 1,67 2,96 2,37 83,76 1,52 99 7,00
© 4,27 1,57 2,86 6,97 59,08 2,64 77 -
D 4,76 1,19 0,58 1,82 102,89 1,34 113 3,58
E 4,19 0,91 1,46 2,36 88,16 1,86 99 4,72
F 4,20 0,73 0,51 1,55 92,86 1,74 102 2,79
G 8,70 2,05 1,34 16,44 55,68 2,32 87 19,83
H 8,78 2,66 2,38 5,23 56,40 5,47 81 -
J 5,94 2,41 5,19 4,33 61,31 1,76 81 -
K 9,71 2,82 7,39 9,02 56,17 4,77 90 19,24
Gj.snitt 5,75 1,41 2,24 5,32 83,41 2,10 100 8,97
Std.avvik 2,78 0,82 2,41 5,54 20,17 1,24 10 7,3

Rader merket med rosa representerer opptaksverdiene for hudpravene som ble ekskludert fra beregninger av gjennomsnitt og
standardavvik, grunnet prosent gjenvinning av testkjemikaliet som ikke tilfredstiller det akseptable intervallet for prosent

gjenvinning (85-115 %)).
*Tot. absorpsjon = epidermis + dermis + reseptorlgsning

hudabsorpsjon, gjennomsnittene i

Tabell 5. Prosent absorpsjon av *4C-metylparaben etter 24-timers eksponeringstid (n=10, 34-52 ar, 4 kvinnedonorer) i
ulike hudlagene, reseptorlesning, ‘hudvask’, ‘utstyr’ og **C-metylparaben gjenvunnet pa intakt hud. I tillegg til total
prosent og standardavvikene (Std.avvik) til alle verdiene.

Hudprgve | SC | Epidermis | Dermis | Reseptorlgsning | Hudvask | Utstyr | Gjennvunnet | Tot. absorpsjon
A 0,65 0,78 1,14 74,78 1,96 11,70 91 76,65
B 0,46 0,55 1,36 75,28 0,18 11,70 88 77,18
C 1,08 1,53 1,33 65,64 1,46 14,05 85 68,48
D 0,34 0,63 2,44 57,71 0,34 23,27 85 60,72
E 0,44 0,50 0,85 62,08 0,43 22,15 86 63,30
F 0,42 1,01 2,02 75,03 0,69 8,00 87 78,00
G 2,59 2,34 4,38 67,77 2,91 11,59 92 74,50
H 1,05 1,28 5,94 70,40 1,85 12,43 93 77,53
| 1,20 4,06 19,22 50,07 3,23 13,71 91 73,23
J 0,73 0,91 1,57 67,86 1,61 15,62 88 70,31
Gj.snitt 0,90 1,36 4,03 66,66 1,47 14,42 89 71,99
Std.avvik 0,67 1,10 5,58 8,19 1,07 4,81 3 6,1

*Total absorpsjon = epidermis+dermis+reseptorlgsning

Verdiene for total hudabsorpsjon for *C-triklosan og **C-metylparaben pa intakt hud
(henholdsvis 23,6 % og 78,1 %) fra disse forsgkene ble ikke brukt til beregninger av SED og

MoS, grunnet forskjeller mellom dem og verdiene oppnadd i forsgkene med intakt og skadet

hud.
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4.3.2 C-triklosan pa intakt, teipstrippet og rispet hud (forsgk 1)

TEWL verdiene for hudprgvene varierte mellom 2,63 +0,45 og 3,77 +0,21 g/m? far skading
av huden og mellom 3,33 +0,15 og 49,27 +0,93 g/m? etter skading av huden (tabell 19 og 20,

vedlegg 8.5.2). Teipstripping med 3 Corneotape biter, ga liten gkning i TEWL. Det ble derfor

bestemt & bruke 10 biter Scotch Magic tape for teipstripping i de neste forsgkene (vedlegg
8.5.3 09 8.5.4).

Tabell 6 viser prosent absorpsjon **C-triklosan i de ulike hudlagene (SC, epidermis og

dermis), reseptorlesning, ‘hud vask’, ‘utstyr’, samt total hudabsorpsjon for hver hudprgve i

forsgk 1.

Tabell 6. Forsgk 1: Prosent absorpsjon av “C-triklosan etter 20-minutters eksponeringstid (n=12, 29-46 ar, 4

kvinnedonorer) i de ulike hudlageme, reseptorlgsning (R.L), ‘hudvask’, ‘utstyr’ og **C-triklosan gjenvunnet pa intakt hud,
teipstrippet og rispet hud. 1 tillegg til total hudabsorpsjon, gjennomsnittet (Gj.snitt) og standardavviket (Std.avvik) ved hver
(skade)behandling.

Tot.

Hud absorpsjon*
Behandling SC | Epidermis Dermis R.L vask Utstyr | Gjennvunnet | #
Kontroll 2,4 0,4 0,7 1,4 115,0 11 121 3
Kontroll 1,7 0,3 0,2 0,5 104,7 0,1 108 1
Kontroll 9,3 2,5 3,9 4,0 81,2 1,8 96 10
Kontroll 47 2,3 0,9 2,2 91,5 1,2 100 5
Gj.snitt 5,2 1,69 1,67 2,23 92,4 1,1 101 5,6
Std.avvik 3,8 1,24 1,96 1,72 11,8 0,87 5,8 4,7
Teipstrippet 0,5 0,4 0,4 1,2 98,7 0,1 101 2
Teipstrippet 2,0 55 5,0 14,9 87,9 0,5 116 25
Teipstrippet 0,5 0,6 0,3 0,1 109,7 0,0 110 1
Teipstrippet 1,8 3,1 0,8 0,4 90,9 0,1 93 4
Gj.snitt 0,93 1,37 0,49 0,58 99,8 0,094 101 2,4
Std.avvik 0,76 1,50 0,25 0,59 9,5 0,05 8,6 1,6
Rispet 3,0 1,3 2,3 7,3 98,4 0,1 112 11
Rispet 2,8 31 4,3 3,0 92,8 3,3 109 10
Rispet 4,4 1,3 2,3 0,4 86,6 0,0 91 4
Rispet 3,9 2,6 3.7 1,8 96,0 0,2 102 8
Gj.snitt 3,5 2,09 3,15 3,14 93,4 0,91 104 8,4
Std.avvik 0,77 0,91 0,99 2,97 51 1,6 9,4 3,2

* Sammenligne opptak av “C-triklosan mellom intakt, teipstrippet og rispet hud (Kruskal-Wallis: p-verdi > 0,05 = ingen
statistisk signifikant forskjell)

#Tot.absorpsjon= epidermis + dermis + reseptorlgsning.

Rosa cellemerking representerer opptaksverdiene for hudprgvene som ble ekskludert fra beregninger av gjennomsnitt og
standardavvik, grunnet prosent gjenvinning av testkjemikaliet som ikke tilfredstiller det akseptable intervallet for prosent

gjenvinning (85-115 %).

Total hudabsorpsjon av *C-triklosan ble beregnet til & veere:

5,6 % + 2*4,7 = 15,0 % pa intakt hud

2,4 % + 2*1,6 = 5,6 % pa teipstrippet hud

25



8,4 % + 2*3,2 = 14,8 % pa rispet hud

Disse beregnede total hudabsorpsjonsverdiene ble benyttet til beregning av systemiske
eksponeringsdosene (SED) og sikkerhetsmarginene (MoS) for triklosan pa intakt og rispet
hud, grunnet godkjente prosent testkjemikalie gjenvunnet. Den totale hudabsorpsjonsverdien
for 1*C-triklosan pa teipstrippet hud ble lavere enn verdien for intakt hud, derfor ble denne
verdien ikke benyttet til beregningene av SED og MoS. Se kapittel 3.12

4.3.3 YC-triklosan pa intakt, teipstrippet og rispet hud (forsgk 2).
TEWL-verdiene far skading av huden varierte mellom 3,8 +0,3 og 5,8 +0,4 g/m?. etter

skading av huden varierte TEWL fra 7,7 +0,8 til 46,5 +1,4 g/m? (tabell 21 og 22, vedlegg
8.5.3).

Absorpsjon av *C-triklosan i de ulike hudlagene (SC, epidermis og dermis), reseptorlgsning,

‘hudvask’, ‘utstyr’, samt total hudabsorpsjon for de ulike hudprevene vises i tabell 7.

Prosent mengde **C-triklosan gjenvunnet i alle hudpravene ikke tilfredsstiller grenseverdien
100 +15 %. Prosent total hudabsorpsjonen for 1*C-triklosan viste en tendenstil & gke pé skadet
hud, men gkningen ikke var ikke statistisk signifikant.

Total hudabsorpsjon av *C-triklosan ble beregnet til & veere:

16 % + 2* 6,5 = 29,0 % pa intakt hud

27 % + 2* 8,2 = 43,4 % pa teipstrippet hud

28 % + 2* 5,1 = 38,2 % pa rispet hud
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Tabell 7.Forsgk 2: Prosent absorpsjon av “C-triklosan etter 20-minutters eksponeringstid (n=12, 29-46 &r, 4
kvinnedonorer) i de ulike hudlageme, reseptorlgsning (R.L.), ‘hudvask’, ‘utstyr’ og *C-triklosan gjenvunnet pa intakt hud
og skadet hud. I tillegg til total hudabsorpsjon, gjennomsnittet (Gj.Snitt) og standardavviket (Std.avvik) ved hver
(skade)behandling.

Behandling SC Epidermis Dermis R.L. Hud vask | Utstyr | Gjennvunnet abso-rrgstjon*#
Intakt 8,0 12,6 1,0 47 25,7 4,6 56,6 18,3
Intakt 47 2,7 4,1 8,0 25,3 0,4 45,2 14,8
Intakt 7,0 1,6 2,9 2,6 35,5 10,4 60,0 7,0
Intakt 4,2 57 12,0 4,5 16,8 3,7 47,0 22,2
Gj.snitt 6 5,6 5,0 4,9 26 5 52 16
Std.awvik 1,82 4,96 4,8 2,2 7,6 4,2 7,2 6,5
Teipstrippet 1,1 3,6 7,3 19,0 21,4 4,2 56,6 30,0
Teipstrippet 5,8 3,8 9,4 14,0 14,6 2,1 49,6 27,2
Teipstrippet 4,8 2,3 6,5 6,9 28,0 6,2 54,7 15,7
Teipstrippet 1,8 4,2 18,5 12,6 11,9 0,9 49,9 353
Gj.snitt 3 3,5 10,4 131 19 3 53 27
Std.avvik 2,27 0,81 55 5,0 7,2 2,3 35 8,2
Rispet 2,3 4,7 124 16,1 13,2 1,3 50,0 33,2
Rispet 6,0 5,0 9,5 14,2 22,0 2,6 60,2 28,7
Rispet 91 8,9 0,5 11,6 19,0 3,7 52,7 20,9
Rispet 49 5,0 11,3 11,2 20,9 2,4 55,7 27,5
Gj.snitt 6 59 8,4 13,2 19 2 55 28
Std.avvik 2,81 2,0 54 2,3 3,9 1,0 4,4 51

* Sammenligne opptak av “C-triklosan mellom intakt, teipstrippet og rispet hud (Kruskal-Wallis: p-verdi > 0,05 = ingen
statistisk signifikant forskjell)
#Tot. absorpsjon = epidermis + dermis + reseptorlgsning

4.3.4 ¥*C-metylparaben pa intakt, teipstrippet og rispet hud
TEWL-verdiene for hudprgvene som ble brukt i dette forsgket varierte mellom 3,8 £0,12 og

5,8 £0,12 far skading av huden og mellom 6,9 £0,4 og 37,6 £2,13 etter skading av huden
(tabell 23 og 24 i vedlegg 8.5.4).

Prosent absorpsjon av *C-metylparaben i de ulike hudlagene, reseptorlgsning, ‘hudvask’,
‘utstyr’ og totale hudabsorpsjon for alle hudprevene samt prosent 4C-metylparaben
gjenvunnet vises i tabell 8.

Den totale hudabsorpsjon av **C-metylparaben ble beregnet til & vaere:

78 %+ 2* 4,7 = 87,4 % pa intakt hud

78 % + 2* 14,7 = 107,4 % pa teipstrippet hud

87 + 2* 19,7 = 126,4 % pa rispet hud

Disse verdiene ble brukt til beregning av SED og MoS pa intakt og skadet hud. Siden prosent
totale hudabsorpsverdiene for 1*C-metylparaben pa teipstrippet og rispet hud gkte til over 100

%, ble disse verdiene ikke brukt i beregninger av SED og MoS fordi ved reelle
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eksponeringsscenarioene kan hudabsopsjonen ikke overstige 100 %. For beregninger av SED
og MosS for metylparaben pa teipstrippet og rispet hud, ble det dermed bestemt a bruke 100 %
verdien i stedet. Teipstrippet og rispet hud ble slatt sammen til skadet hud.

Tabell 8. Prosent absorpsjon av *C-metylparaben etter 24-timers eksponeringstid (n=12, 37-68 ar, 4 kvinnedonorer) i de
ulike hudlageme, reseptorlgsning (R.L.), ‘hudvask’, ‘utstyr’ og *C-metylparaben gjenvunnet pa intakt hud og skadet hud.
I tillegg til total hudabsorpsjon, gjennomsnittene i prosent og standardavvikene til alle verdiene. Gjennomsnitt (Gj.snitt)
og standardavvik (Std.avvik) for hver skadebehandling ble beregnet.

Behandling SC Epidermis | Dermis R.L. | Hudvask | Utstyr | Gjenvunnet abso-rl—s;jon*#
Intakt 2 2 2 69 5 18 99 74
Intakt 2 1 1 70 0 10 82 72
Intakt 2 2 6 70 2 8 89 78
Intakt 1 1 2 80 1 15 100 83
Gj.snitt 1,6 1,7 34 73 2,50 13 96 78
Std.avvik 0,82 0,79 23 6,1 21 54 58 4,7
Teipstrippet 0 0 2 76 0 11 89 77
Teipstrippet 0 0 1 65 0 25 91 66
Teipstrippet 0 0 1 69 0 26 96 70
Teipstrippet 0 0 2 97 0 10 110 99
Gj.snitt 0,11 0,33 1,2 77 0,27 18 97 78
Std.avvik 0,04 0,12 0,44 143 0,06 8,6 9,3 14,7
Rispet 0 0 1 88 0 4 93 89
Rispet 0 0 1 104 0 7 114 106
Rispet 0 1 4 88 1 25 120 94
Rispet 0 1 1 65 0 28 96 67
Gj.snitt 0,18 0,45 1,2 86 0,35 13 101 87
Std.avvik 0,11 0,09 0,13 194 0,02 133 11,0 194

*Sammenligne opptak av *C-metylparaben mellom intakt, teipstrippet og rispet hud (Kruskal-Wallis: p-verdi > 0,05 = ingen
statistisk signifikant forskjell)

#Tot.absorpsjon= epidermis + dermis + reseptorlgsning

Rosa cellemerking representerer opptaksverdiene for hudpravene som ble ekskludert fra beregninger av gjennomsnitt og
standardavvik, grunnet prosent gjenvinning av testkjemikaliet som ikke tilfredstiller det akseptable intervallet for prosent
gjenvinning (85-115 %).

4.4 Beregning av systemiske eksponeringsdoser (SED) og sikkerhetsmarginer
(MoS) for triklosan og metylparaben etter henholdsvis 20-minutters og 24-
timers eksponeringstid

For & beregne systemiske eksponeringsdosene (SED) for triklosan og metylparaben, ble

prosent absorpsjonsverdiene fra forsgkene med godkjent mengde gjenvunnet (i henhold til
EU-kommisjonen og OECD retningslinjene) brukt. Verdiene for de totale
hudabsorpsjonsverdiene som ble funnet for *4C-triklosan (forsgk 1) (15,0 % for intakt hud, og
14,8 % for rispet hud) og **C-metylparaben (87,4 % for intakt hud og 100 % for skadet hud),
og ligningen for beregning av SED, hentet fra SCCS ‘Notes of Guidance’ dokumentet (2018)
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(ligning 1), i tillegg til verdiene for relative eksponering ved daglig mengde pafart for hver

produkt kategori (tabell 1) ble benyttet til beregning av SED-verdiene.

Tabell 9, 10 og 11 viser verdiene for relative eksponeringen ved daglige mengdene pafart for

hver produktkategori og beregnet SED verdiene for triklosan (intakt og rispet hud) og

metylparaben (intakt og skadet hud).

Tabell 9. Verdier for relative daglig eksponering for produktene (Eproduke), tillatt konsentrasjon av triklosan
i kosmetikk, total hudabsorpsjon (%) og beregnet systemisk eksponeringsdoser (SED) pd intakt og rispet

hud

Eprodukt (Mg/kg Tillatt konsentrasjon Totale hudabsorpsjon | *SED (mg/kg
Produkt type | kroppsvekt/dag) triklosan (%6) triklosan (%6) kroppsvekt/dag)
Hénd sape
(intakt) 3,33 0,3 15,0 0,00150
Dusj gel (intakt) 2,79 0,3 15,0 0,00126
Deodorant (roll-
on) (intakt) 22,1 0,3 15,0 0,00994
Hand sape
(rispet) 3,33 0,3 14,8 0,00148
Dusj-gel
(rispet) 2,79 0,3 14,8 0,00124
Deodorant (roll-
on) (rispet) 22,1 0,3 14,8 0,00980

Tabell 10. Intakt hud. Verdier for relative daglig eksponering for produkter (Eproduke), tillatt konsentrasjon av

metylparaben i kosmetikk, total hudabsorpsjon og beregnet systemiske eksponeringsdoser (SED)

produkt- Eprodukt mht kroppsvekt Tillatt konsentrasjon -r:S(t:Je:bsorpsjon *SED (mg/kg
kategori (mg/kg kroppsvekt/dag) metylparaben (%) (%) kroppsvekt/dag)
Handsape 3,33 0,4 87,4 0,0116
Dusjsape 2,79 0,4 87,4 0,0098
Deodorant 22,1 0,4 87,4 0,0772
Shampoo 1,51 0,4 87,4 0,0053
Harbalsam 0,670 0,4 87,4 0,0023
Body lotion 123 0,4 87,4 0,4307
Ansiktskrem 24,1 0,4 87,4 0,0844
Handkrem 32,7 0,4 87,4 0,1143
Har-styling 5,74 0,4 87,4 0,0201
Foundation 7,9 0,4 87,4 0,0276
Sminke

fjerner 8,33 0,4 87,4 0,0291
Leppestift 0,9 0,4 87,4 0,0031
@ye-sminke 0,33 0,4 87,4 0,0012
Maskara 0,42 0,4 87,4 0,0015
Eyeliner 0,08 0,4 87,4 0,0003
Aggregert

eksponering 234,12 0,4 87,4 0,8185

mht: med hensyn til
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Tabell 11. Skadet hud. Verdier for relative daglie eksponering for produkter (Eproduks), tillatt konsentrasjon av

metylparaben i kosmetikk, totale hudabsorpsjonene og beregnet systemiske eksponeringsdoser (SED).

Eprodukt mht kroppsvekt | Tillatt
Produkt (mg/kg konsentrasjon Total SED (mg/kg
kategori kroppsvekt/dag) metylparaben (%) | hudabsorpsjon (%) | kroppsvekt/dag)
Handsape 3,33 0,4 100 0,0133
Dusjsape 2,79 0,4 100 0,0112
Deodorant 22,08 0,4 100 0,0883
Shampoo 1,51 0,4 100 0,0060
Harbalsam 0,67 0,4 100 0,0027
Body lotion 123,2 0,4 100 0,4928
Ansiktskrem 24,14 0,4 100 0,0966
Handkrem 32,7 0,4 100 0,1308
Har-styling 5,74 0,4 100 0,0230
Foundation 7,9 0,4 100 0,0316
Sminke
fjerner 8,33 0,4 100 0,0333
Leppestift 0,9 0,4 100 0,0036
@ye-sminke 0,33 0,4 100 0,0013
Maskara 0,42 0,4 100 0,0017
Eyeliner 0,08 0,4 100 0,0003
Aggregert
eksponering 234,12 0,4 100 0,9365

mht: med hensyn til

Ved a bruke SED-verdiene (fra tabell 9, 10 og 11), NOAEL-verdiene 12 mg/kg
kroppsvekt/dag for triklosan (hentet fra SCCP 2009) og 1000 mg/kg kroppsvekt/dag for

metylparaben (hentet fra SCCP 2005), og ligningen for kalkulering av MoS (ligning 2) ble

MoS for aggregerte eksponeringene for triklosan (intakt og rispet hud) og metylparaben

(intakt og skadet hud) i de ulike produktkategoriene beregnet (tabell 12 og 13).

Tabell 12. Verdier for systemiske eksponeringsdoser (SED) og beregnet sikkerhetsmargin (MoS) for hver
produkttype og aggregerte eksponeringen for triklosan pa intakt og rispet hud

Sikkerhetsmargin

Produkt type SED (mg/kg kroppsvekt/dag) | (MoS)*

Trikloan i handsape (intakt) 0,00150 8008
Triklosan i dusj-gel (intakt) 0,00126 9558
Triklosan i deodorant (roll-on) (intakt) 0,00994 1208
Aggregert eksponering for triklosan (intakt) 0,01269 946
Triklosan i handsape (rispet) 0,00148 8116
Triklosan i dusj-gel (rispet) 0,00124 9687
Triklosan i deodorant (roll-on) (rispet) 0,00980 1224
Aggregert eksponering for triklosan (rispet) 0,01252 958

*MoS= NOAEL/SED
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Tabell 13. Verdier for systemiske eksponeringsdosene (SED) og beregnet sikkerhetsmargin (MoS) for
aggregerte eksponeringen av metylparaben pa intakt og skadet hud

SED (mg/kg Sikkerhetsmargin
Produkt type kroppsvekt/dag) (MoS)*
Aggregert eksponering for meylparaben (intakt hud) 0,818 1222
Aggregert eksponering for meylparaben (skadet
hud) 0,936 1068

*MoS=NOAEL/SED

Resultatene viser at MoS til aggregerte eksponeringer for triklosan i kosmetikk er ca. 10

ganger hgyere enn grenseverdien for MoS (som er 100) ved bade intakt og rispet hud (tabell

12). Det er ingen forskjeller av betydning for de to MoS-verdiene (946 og 958 for henholdsvis

intakt og skadet hud).

Resultatene viser at MoS for aggregerte eksponeringer av metylparaben pa intakt og skadet

hud er ca. henholdsvis 12 og 11 ganger hgyere enn grenseverdien for MoS som er 100 (tabell

13).
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5. Diskusjon

5.1 Metodeutvikling og metodiske hensyn

5.1.1 Testing av reseptorlgsninger
Av reseptorlgsningene som ble testet i Franz-diffusjonscellesystemet ga 30 % etanol i vann en

optimal Igselighet for $4C-triklosan og 0,9 % natriumklorid (NaCl) for *4C-metylparaben
(vedlegg 8.1).

For a finne reseptorlgsningen som kan gi optimale absorpsjonsverdier ble det valgt ulike
reseptorlgsninger for a finne hvilken reseptorlgsning som test-kjemikaliene lgser seg best i og
som samtidig egner seg til bruk i hudmodellen. Reseptorlgsningene som ble valgt for begge
test-kjemikaliene (**C-triklosan og **C-metylparaben) var destillert vann (H20) alene, og
destillert vann tilsatt 0,9 % NaCl (fysiologisk saltvann), 30 %, 50 % eller 70 % etanol. De to
farstnevnte ble valgt fordi de er vandige Igsninger, og vandige lgsninger er godt egnet til
moderat lipofile test-kjemikalier som 4C-metylparaben (7), i tillegg til at de best mimikerer
fysiologiske forhold i kroppen. *C-triklosan er lipofil og lgser seg godt i organiske lgsninger
som etanol (7, 15). | tillegg er testkjemikaliene godt Igselige i etanol (over 100 g triklosan/
100 g 70-90 % etanol og 52 g metylparaben/ 100 g 70-90 % etanol) (47, 58). | falge EU-
kommisjonen skal ikke reseptorlgsningen interferere med opptaket av testkjemikaliet (12).
Etanol i hgye konsentrasjoner kan endre hudstrukturen. For & fa resultater som kun viser
effektene av de valgte hudbehandlingene pa hudopptak av *4C-merket testkjemikaliene, er det
ikke gnskelig a bruke hgye konsentrasjoner av etanol for & ikke interferere med resultatene
(7). Enkelte studier indikerer at 50 % etanol i vann som reseptorlgsning kan gke hudopptaket
av kjemikalier (77-79). Thors et.al (2016) fant ingen signifikant forskjell i hudopptak mellom
hudprgvene som hadde 33 % etanol, 11 % etanol og destillert vann som reseptorlgsninger i
Franz diffusjonscellesystemet (80). Minste konsentrasjon av etanol (30 %) ble derfor benyttet
i denne studien. Sammenlignet med tidligere studier pa hudopptak av *C-triklosan utfart ved
Folkehelseinstituttet (81), var opptaket av *4C-triklosan hgyere ved bruk av 30 % etanol
(kapittel 4.5.2) enn ved bruk av fysiologisk saltvann som reseptorlgsning (hhv 8,97 %=+ 7,34
0g 2,06 %= 2,02). Dette indikerer at 30 % etanol som reseptorlgsning kan gi et bedre bilde av
hudopptaket av *C-triklosan ved at den gir en bedre lgselighet av testkjemikaliet i

reseptorlgsningen.

For 1C-metylparaben ga fysiologisk salt vann beste deteksjonsverdier etter 24-timers
eksponeringstid, sammenlignet med de andre reseptorlgsningene brukt i denne studien (31,6
% ved fysiologisk saltvann, 27,2 % ved H-0, 6,8 % ved 30 % etanol, 22,7 % ved 50 % etanol
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0g 11,2 % ved 70 % etanol. Dette indikerer at **C-metylparaben lgser seg best i vandige
reseptorlgsninger. Dette kan skyldes at 1*C-metylparaben (Log Pow 1,96) er svak lipofil og
lgser seg bedre i vandige lgsninger (7).

5.1.2 Eksponering for UVB-lys
| denne studien var det et gnske om a undersgke ulike mekanismer for skading av hud; fysisk

skading ved hjelp av teipstripping og kanylerisping og fysiologisk ved hjelp av UV-lys.
Langvarige utsettelser av hud for UV-straler (sarlig UV-B) er kjent for & solbrenne huden, og

kan dermed fare til nedsatt barrierefunksjon (14, 15).

Da frossen hud ble eksponert for UVB-lys, ble TEWL verdiene ikke pavirket (ingen statistisk
signifikant forskjell mellom ueksponert og eksponert hud, p-verdi > 0,05). Dette kan tyde pa
at hudintegriteten til ex vivo tint hud ikke ble endret av UVB-behandling. Bronaugh og
Stewart (1985) mener at eksperimenter pa effekt av UV-eksponering pa hudbarrieren ikke kan
utfares in vitro, grunnet fysiologiske reaksjoner som skjer i levende hud og ikke i ded hud
(76). Siden frossen hud, i motsetning til fersk hud ikke er metabolsk aktiv, ble forsgket derfor
gjentatt pa fersk hud, men ingen statistisk signifikant forskjell i TEWL-verdiene mellom
ueksponert og eksponert hud (6 timers UVB bestraling) ble observert (p-verdi > 0,05). Disse
funnene stettes av Moody og Martineau (82) som, i en in vitro (flow-through) modell, brukte
UV-lys med bglgelengde 200-400 nm til & bestrale bade tint og fersk human hud i 24 timer,
ved samtidig eksponering for 1*C-N,N-Dietyl-m-Toluamid. Moody og Martineau fant da
ingen statistisk signifikant forskjell i hudopptaket av testkjemikaliet mellom bestralt og ikke-
bestralt hud. Disse resultatene kan tyde pa at integriteten for ex vivo hud ikke pavirkes av UV-
behandling. Dette indikerer at UVB-lys hemmer og induserer visse cellulare prosesser (29,
36, 37) in vivo som ikke oppstar ved hud som har veert frossen og heller ikke fersk hud. Ved
UV-eksponering in vivo tar det ca. 3 til 5 timer til huden blir solbrent (29). TEWL-verdiene til
bade kontroll og UVB-eksponerte hudbitene minket etter hvert som de sto ved romtemperatur.
Dette skyldes at hudbitene ble akklimatisert og at dette i seg selv vil kunne pavirke TEWL-
verdiene. Siden UVB-lys ga ingen effekt pa TEWL-verdiene, ble denne skadebehandlingen
valgt bort fra opptak av *C-triklosan og *C-metylparaben i denne studien.

For a teste om UV-eksponeringen har en effekt pa hudopptak av kjemikalier har Solomon et
al. (83) og Bronaugh og Stewart (1985) (76) utsatt harlase mus og barberte rotter for UV-lys
far avliving og brukt dyrehuden i eksperimentene for hudopptak av kjemikalier. En mulig
mate a teste hudopptaket av kjemikalier pa UV-bestralt hud er a bestrale huden som skal

fjernes fra kroppen fer operasjonen. Et slikt forsgk vil derimot kunne veere praktisk og etisk
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utfordrende. Huden benyttet i denne studien ble fjernet fra pasienter ved allerede planlagte
kosmetiske operasjoner hvor det opprinnelige formalet ikke var forskning. Flere timers UV-
belysning av huden vil kunne pavirke hudens integritet og dermed ogsa resultatet av selve
operasjonen. | tillegg vil klinikken matte endre sine timeavtaler for & fa tid til UV-bestraling

far selve inngrepet.

5.1.3 Teipstriping
Teipstripping er metoden som brukes ofte nar det undersgkes hudopptak av kjemikalier pa

skadet hudbarriere (14). Denne metoden er minst mulig skadelig og er billig (14, 15). Per i
dag er det utfordrende a lage en standardisert protokoll for teipstripping av huden, grunnet
mange faktorer som pavirker teipstripping, som type teip brukt, trykket pafert pa huden ved
teipstripping, varigheten av trykket pafert, hastigheten pa fjerning av teipen og tykkelsen pa
SC som igjen er avhengig av lokasjon av hudomradet i kroppen, hudalder, kjgnn og kanskije
rase (10, 15).

Basert pa en pilotstudie, gjort pa Folkehelseinstituttet, ble det farst konkludert med at SC
fjernes fullstendig ved bruk av 5 Corneotape biter. Personer med terr hud og hudsykdommer
som AD, psoriasis, har fortsatt SC cellelag, men cellelagene ikke er like intakte som frisk hud
(18, 20). Derfor ble det bestemt at antall ganger med teipstripping med Corneotape biter ikke

skal overskride 3 ganger slik at deler av SC fortsatt er tilstede pa hudpragvene.

| farste forsgket med opptak av *C-triklosan pd intakt, teipskadet og kanyleskadet hud
(vedlegg 8.2.1), ble det ikke en gkning i TEWL-verdier etter teipstripping sammenlignet med
intakt hud. Dette kan skyldes at tre gangers teipstripping med Corneotape biter ikke var
tilstrekkelig til & skade SC slik at det ga utslag pA TEWL-malingene. Skading av SC i dette
prosjektet ble derfor basert pa en tidligere utfart pilotstudie pa teipstripping med 3M Scotch
teip (kapittel 3.5.2.1). | pilotstudien ble tykkelse pa SC undersgkt mikroskopisk, og det ble
konkludert at 15-20 gangers teipstripping var nok til a fjerne hele SC fra hudprgvene. Da det
var gnskelig a kun redusere SC og ikke fjerne den helt, ble hudpravene strippet ti ganger med
3M Scotch biter i neste forsgkene for opptak av “*C-testkjemikaliene pa teipskadet hud. 3M
Scotch teip ble brukt fordi denne type teip er billigere i forhold til Corneotape. Ved a bruke
Scotch teip til teipstripping av huden, ble det to til tre gangers gkning i TEWL i forhold til
intakt hud (vedlegg 8.5.3 og 8.5.4). Siden det er feerre intercelluleere lipider mellom
korneocyttene i SC hos personer med AD, psoriasis eller tgrr hud, kan disse personene ha tre
til ti ganger hayere TEWL i forhold til personer med normal hud (14, 18, 84). Det vil si at

teipstripping 10 ganger med 3M Scotch teipbiter kan vere en god metode for a predikere
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opptak av kjemikalier pa skadet hud. Dette stemmer med konklusjonen til Heylings et. al som
var at 10 gangers teipstripping med Corneotape ved et trykk p& 225 g/cm? farte til 3-4 gangers
gkning i TEWL i forhold til intakt hud, og dette antallet var dermed god til & mimikere skadet
hudbarrieren til personer med AD og psoriasis in vivo (84).

5.1.4 Risping

For d oppna en ex vivo hudmodell som ligner pa syk eller skadet hud in vivo (f.eks. eksemhud,
tarr hud og skrubbsar), ble det bestemt & rispe huden med kanyle. Risping av hud i denne
studien forte til 4-8 gangers gkning i TEWL i forhold til intakt hud. Denne gkningen i TEWL
kan derfor representere syk eller skadet hud in vivo som kan ha opptil 10 ganger hayere
TEWL-verdier enn frisk hud (14). Sammenlignet med andre rispingsteknikker er bruk av
kanyle til risping en enkel metode for & skade huden pa. I tillegg ligner sprekkene som ble
dannet ved kanylerisping, pa sprekkene som oppstar i huden ved skrubbséar og AD pasienter.
Ulempen med denne metoden er at den er ustandardisert. Det kan vere vanskelig a kontrollere
dypden pa skaden av SC. Derfor ble det variasjoner i dybden mellom riftene som ble laget i
hudprgvene, og dette vises ved variasjoner i TEWL-verdiene (vedlegg 8.5.2, 8.5.3 0g 8.5.4).
Schlupp et. al (2014) brukte en svamp dekket med aluminium til risping av huden med
kontinuerlige malinger av TEWL (14). De satte en grenseverdi for TEWL pa 30 +2 for a fa en
mest mulig lik grad av skade pa SC (14). | fremtidige forsgk kan dette vaere en mate a
standardisere kanyleskademetoden pd. Akomeah et. al har ogsa brukt en standardisert metode
til & rispe huden med. Der brukte de en roterende bust barste med en konstant behandlingstid
pa 45 sekunder (87). Ved bruk av roterende bust bgrste og aluminiumdekket svamp til risping
av hud, kan det oppnas en jevn dybde pa skaden av SC, i tillegg vil kun SC laget blir skadet
mens hudlagene som ligger under SC ikke blir pavirket (14, 87). | motsetning av
kanylerisping hvor dybden pa skaden av SC blir forskjellig mellom riftene pa hudprgven og
hvor underliggene lagene (levende epidermis og dermis) ogsa blir pavirket. Roterende bust
barste og aluminiumdekket svamp kan veere bedre alternativer til risping enn

kanyleskadebehandling da dybden pa skaden kan bedre standardiseres og kontrolleres.

5.1.5 Lesemiddel
Hensiktene med lgsemidlene er at de skal kunne reflektere de produkttypene hvor

kjemikaliene brukes (12, 72, 91). | denne studien ble det benyttet propylenglykol og ApoBase
krem til henholdsvis *C-triklosan og **C-metylparaben. Propylenglykol ble brukt siden den er
ofte brukt i kosmetikk, sarlig i sapeprodukter (74), men propylenglykol kan i seg selv pavirke
hudopptaket. Det er flere studier som har tydet pa at propylenglykol kan gi et gkt hudopptak
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av kjemikalier bade in vitro og in vivo (1, 7, 74, 92). Fang et. al har sasmmenlignet opptak av
4C-triklosan (10 mg/kg kroppsvekt) i propylenglykol, 95 % etanol og vannbasert
fuktighetskrem p& mus in vivo. Det ble funnet at opptaket av *C-triklosan var lavest nar
propylenglykol var brukt som et lgsemiddel (3,865 +289 %/time for propylenglykol vs. 5,747
+127 %/time for 95 % etanol og 5,827 +72 %/ time for fuktighetskrem) (93). Det er ogsa en
studie som indikerer at propylenglykol i sma appliseringsvolum ikke pavirker hudopptak av
lipofile kjemikalier. Hilton et. al sammenlignet hudopptak av tre kjemikalier med ulike grad
lipofilisitet, i tre lasemidler som er brukt i kosmetikk (oktanol, etyldekanoat og
propylenglykol) pa human hud in vitro. For testkjemikaliet Fluazifop-butyl med tilnaermet lik
partisjonskoeffisient og molekylvekt med triklosan, ble det funnet at hudopptaket gkte mest
med propylenglykol sammenlignet med oktanol og etyldekanoat (0,39 +0,07 vs. 0,099 £0,02
0g 0,064 +0,007 pg/cm?/time) ved et appliseringsvolum pé& 200 pl/cm?, men effekten var ikke
stor ved sméa volum (10 pl/cm?) som ligner pé reelle eksponeringsvolumer (0,017 +0,04,
0,018 +0,04 og 0,012 +0,03 pg/cm?/time) (94). Flere undersgkelser pd sma volum av
propylenglykol og hudopptak av kjemikalier er derimot ngdvendig for & bekrefte dette. En
utfordring ved propylenglykol som Igsemiddel er at det er viskast (74), som kan fare til at det
blir vanskelig for testkjemikaliet & absorberes gjennom huden og noe av testkjemikaliet vil

forbli pa hudens overflate (95).

For *C-metylparaben ble det brukt en fettbasert krem (30 % fett) som et lgsemiddel.
Fettbaserte kremmer danner ofte membraner som dekker og hydrerer huden og dermed farer
til okt opptak av testkjemikalier (7). Denne studien statter dette da opptaket av *C-
metylparaben pa intakt hud var hgyere nar ApoBase krem ble brukt som lgsemiddel (kapittel
4.3.1) sammenlignet med propylenglykol (i forsgk for testing av reseptorlgsninger, vedlegg
8.1): henholdsvis 72,0 % (n=10) og 31,6 % (n=5) hudopptak.

5.1.6 Ex vivo hud for opptak av kjemikalier
| denne studien ble det benyttet ex vivo forsgk til opptak av 4C-metylparaben og *C-triklosan

pa intakt og skadet hud. Per i dag baserer risikovurderingsprosessen av kjemikalier seg pa
opptak av kjemikalier pa intakt hud. Det er derimot lite kunnskap om opptak av kosmetiske
ingredienser pa skadet human hudbarriere (SC). Dette er grunnet etiske, praktiske og

gkonomiske arsaker som ikke tillater disse type forsgk pa levende dyr/mennesker (5, 15, 84).

| EU ble det i 2013 forbudt a buke eksperimentelle dyreforsgk til a teste ingredienser som skal
brukes i kosmetiske produkter (41). Av etiske grunner ma man ogsa vere forsiktig med a teste

ut kosmetiske ingredienser pa mennesker da man kan pafare forsgkspersonene midlertidig
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eller varige helseskader. Ved in vivo forsgk pa mennesker kan det i tillegg veere store
variasjoner i forsgksresultatene mellom individene (5). Ex vivo forsgk tilbyr muligheten &
teste nye kosmetiske ingredienser uten & ma ta hensyn til etiske problemstillingene som er

knyttet til mulige helseskader ved in vivo studier (84).

| falge Abd et. al, Kielhorn og Mangelsdorf og OECD er det en del studier som har indikert til
overbevisende korrelasjoner mellom in vivo og ex vivo hudopptak forsgk (5, 15, 91). Generelt
sett tyder disse studiene pa at ex vivo systemer er gode til & predikere hudopptak av
kjemikalier i in vivo, bortsett fra fire studier diskutert av Kielhorn og Mangelsdorf som viser
et hgyere hudopptak av kjemikalier i in vivo enn ex vivo. Grunnen til darlige korrelasjoner i
disse fire studiene kan veere ustandardiserte eksperimentelle protokoller, siden disse forsgkene
ble utfert for etablering av standardiserte protokoller fra OECD (15).

| denne studien ble huden skjaert av underliggende fettvevet, ved en tykkelse pa 500 um pa
alle hudprevene far opptak av *C-testkjemikaliene. Dette ble gjort for & begrense
variabiliteten i opptaket mellom hudpravene, siden dermis (et hydrofilt lag) fungerer ogsa
som en barriere for lipofile kjemikalier (som *C-triklosan) i in vitro men ikke i in vivo forsgk
(5, 79, 86). Dette skyldes at absorberende kjemikalier i in vivo behgver ikke & diffundere
gjennom hele dermislaget for & kunne komme seg inn i blodarene og veere tilgjengelig i

systemiske sirkulasjonen i kroppen (79).

Hud benyttet i denne studien ble lagret opptil ett ar ved -20 °C. Mange studier har indikert til
at lagring av human hud ved -20 °C, opptil 12 maneder ikke pavirket hudbarrieren, ifolge
Davis et. al (2004), Kielhorn og Mangelsdorf og Harrison et. al (15, 96, 97). Parca et. al og
Ahlstrom et. al derimot indikerte at hudopptaket av hydrofile fluorscein og hydrokortison var
hagyere i tint hud (som har vaert oppbevart ved -20 °C) sammenlignet med fersk hud, og jo
lengere huden har veert frossen, jo hayere ble hudopptaket (85, 98). Grunnet til at disse
studiene viser forskjellige resultater kan vaere at hud fra ulike arter med forskjellige
lipidsammensetninger enn human hud ble brukt. Dette kan fare til at human hud taler frysing
bedre enn dyrehud. Parca et. al brukte hud fra gris fra ukjent antall donorer. Dersom de har
brukt hud fra fa donorer, vil ikke resultatene vere representativ for grisehud. Andre grunner
kan veere forskjellige lagringsforhold som er knyttet til ulike laboratorier som gjar at effektene
blir forskjellige. Det anbefales derfor a teste lagringseffektene pa huden i hver individuell

laboratorie.
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5.1.7 Hudintegritet
Barrierefunksjonen er viktig med tanke pa dermal absorpsjon. Hudintegriteten ma derfor

sjekkes far forsgksstart. | denne studien ble det brukt TEWL til & male hudintegriteten. | fglge
EU-kommisjonens vitenskapskomite (SCCS/1358/10) er dette en av metodene som kan
brukes, i tillegg til TEER (Transepidermal electrical resistance) og TWF (tritiated water flux)
(12). Fordelene med TEWL er at den er det mest direkte mal pa hudbarrierefunksjonen og gir
reproduserbare malinger (73, 99). | tillegg gir den ingen effekt pa huden og er lett & utfere
(73, 100). Ulemper med TEWL er at malingene kan pavirkes faktorer som temperatur,
luftfuktighet og fuktigheten til SC (73, 99). Derfor er det viktig & serge for en konstant
temperatur og luftfuktighet under TEWL-malinger (73, 100). | tillegg anbefales det &
avkklimatisere huden i minst 30 minutter far maling (84, 100). I dette prosjektet ble TEWL-
verdier pa noen hudprgver redusert etter tid (tabell 2). Dette kan skyldes at hudprgvene I3 i
romtemperatur kortere enn anbefalte tidsperioden (30 min, av Heylings et. al og Netzlaff et.

al) for start av TEWL-malingene.

| denne studien ga TEWL en god indikasjon pa prever med store skader i hudbarriere ved at
gkningen i TEWL (4-8 ganger) ga tilsvarende gkning i hudabsorpsjon. Dette stemmer med
resultater fra Guth et. al som ogsa har funnet at hudabsorpsjonsverdiene ble hgyere nar
hudbarrieren ble klassifisert som darlige ifalge TEWL (grenseverdi pa 10 g/m?/time) in vitro
(101). Netzlaff et. al indikerte at TEWL ikke var sensitiv nok til & kunne oppdage sma
endringer som 3 teipskader da de sammenlignet TEWL verdier med opptak av flufenamin
syre, men bare alvorlige skader i SC. Der fant de ingen statistisk signifikant forskjell i TEWL
(n=6) mellom intakte og 3 gangers teipstrippet hudprgver, men derimot fant de statistisk
signifikant forskjell i opptaket av flufenamin syre (100). Heylings et. al har ogsa vist at
TEWL ikke var sensitiv nok til & oppdage sma skader i SC som én teipskade da de
sammenlignet TEWL og TEER-verdiene etter teipstripping av huden. Samtidig viste Heylings
et. al at TEER metoden er mer sensitiv og robust til & kunne oppdage en teip skade i SC og at
den ikke blir pavirket av faktorene som TEWL pavirkes av (84). TEER begr derfor vurderes

som et alternativ til TEWL ved videre studier for hudopptak av kjemikalier in vitro.

Grenseverdien for TEWL i denne studien er forskjellig fra grenseverdien som ble brukt i Guth
et al, Heylings et al, og andre studier (84, 86, 101). Det er vanskelig a fastsette en generell
grenseverdi for TEWL som skal gjelde for alle laboratorier da malingene er avhengig av
mange faktorer som er forskjellig fra et laboratorium til et annet (84). Det er derfor viktig at
hvert laboratorium definerer egne grenseverdier for TEWL.
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5.1.8 Appliseringsmengde
Variasjoner i prosent testkjemikalie gjenvunnet (82-120 %) kan blant annet skyldes faktisk

mengde testkjemikalie applisert. Ved forsgkene for opptak av *C-metylparaben, ble det brukt
en spatel til & overfare testmateriale fra veieskipene til hudprgvene. Da det ikke er mulig a
overfare alt testmaterialet vil det bli vaerende igjen noe testmateriale bade i veieskipet og pa
spatelen. Det ble da et volum pa mindre enn 4,5 mg **C-metylparaben i krem som ble
tilgjengelig for absorpsjon pa hudpraven. 1 tillegg var det ikke tilgjengelig finvekt som kunne
benyttes til innveing av radioaktivt materiale, det ble derfor brukt en grovere vekt som vil ha
ungyaktigheter med tanke pa maling av sma mengder testmateriale. Prosent testkjemikalie i
de ulike kategoriene var forskjellige mellom hudprgvene i hver (skade)behandling og
standardavviksverdiene var store. Dette viser at denne usikkerheten i innveinger av
appliseringsvolum gjenspeiler seg pa deteksjonsverdiene og dermed pavirker
hudabsorpsjonsverdiene. For & fa kontroll pA mengdene som ligget igjen pa spatelen og
veieskipet, ble bade spatelen og veieskipene tarket med en filterpapir (fuktet med 100 %
etanol) en gang mellom hver applisering av testkjemikaliet i denne studien. Dette sgrget for en
bedre prosent testkjemikalie gjenvunnet. En mulig forbedring i denne prosedyren er  bruke
en bomullspinne, hvor bomulldelen dekkes med parafilm. Denne delen brukes da til & spre
14C-triklosan drapen pa hudpraven, deretter kuttes bomullsdelen ved hjelp av en saks og settes
direkte i telleglasset. P& denne maten, vil alt gjenveaerende “C-testkjemikaliet kunne bli

detektert ved scintillasjonstelleren.

Ifelge EU-kommisjonen skal gjenvinning av testkjemikaliet veere pa mellom 85-115 %. | det
farste forsgket med triklosan og forsgket med metylparaben pa intakt, teipstrippet og rispet
hud oppfylte dette kravet, bortsett fra 2 hudpraver ved hvert forsgk som matte ekskluderes fra
videre beregninger for hudabsorpsjonsverdiene. | det andre forsgket med triklosan pa intakt,
teipstrippet og rispet hud derimot, 12 alle verdiene for gjenvunnet testkjemikaliet pa under 85
%. Forsgket ble derfor ikke godkjent. Den lave gjenvinningsprosenten kan skyldes at det ble
brukt en spatel til & spre drapen til *C-testkjemikaliet pa hudpraven, og spatelen ble tarket
med et fuktig filterpapir (100 % etanol) kun en gang mellom hver applisering av
testkjemikaliet. Dette kan ha fart til at mye av *4C-testkjemikaliet ble igjen pa spatelen, og da
ikke tatt med til telling med scintillasjonstelleren. Det som ble gjort bedre pa forste forsgket
med 4C-triklosan pa intakt, teipstrippet og rispet hud er at hudpravene ble fuktet med
reseptorlgsningen i 10 minutter far applisering av *4C-merket testkjemikaliet. I tillegg ble det

bevegd litt med pipetten under pipetteringen. P& denne méten ble *C-testkjemikaliet spredt pa
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fuktig hud bedre enn pa tgrr hud, uten at det matte tas hensyn til testkjemikaliet som 1a igjen
pa spatelen. A pipettere volumet av **C-testkjemikaliet utover ulike steder i hudpraven, hjalp
0gs& med spredning av “C-testkjemikaliet.

For & f& mindre variasjoner i prosent 1*C-triklosan gjenvunnet mellom hudprgvene, burde
tuppen av pipettespissen klippes og telles etter hver applisering av C-testkjemikaliet.

Volumet som sitter igjen i pipettespissen vil da kunne bli detektert ved scintillasjonstelleren.

5.2 Opptak av *C-triklosan og **C-metylparaben pa intakt, teipstrippet og

rispet hud
| forsgkene hvor kun intakt hud ble brukt, ble de totale absorpsjonsverdiene forskjellige for

testkjemikaliene i forhold til forsgk hvor bade intakt og skadet hud ble testet. Dette kan
skyldes forskjellen i antall hudpraver (10 versus 4) hvor flere hudprever per behandling kan
gi sikrere resultater. | tillegg vil det kunne vaere variasjoner i utfgrelsen av forsgkene (mange

ledd i oppsettet) som igjen kan pavirke de endelige resultatene.

| denne studien ble opptaket av **C-triklosan ved farste forsgket pa intakt, teipstrippet og
rispet hud henholdsvis 6 + 4,7 %, 2 + 1,6 % og 8 + 3,2 %. | andre forsgket for *C-triklosan pa
intakt, teipstrippet og rispet hud ble opptaket henholdsvis 16 = 6,5 %, 27 + 8,2 % 0g 28 + 5,1
%. Ved forsgket for 1*C-metylparaben pé intakt, teipstrippet og rispet hud, ble opptaket
henholdsvis 78 + 4,7 %, 78 +14,7 % og 87 = 19,4 %.

Ved & sammenligne opptaket av 1*C-triklosan og *C-metylparaben mellom intakt, teipstrippet
og rispet hud, ble det ikke funnet statistisk signifikant forskjell (p-verdi > 0,05). Grunnen til
dette kan veere variasjoner i opptaket (dvs hgyt standardavvik) mellom hudprgvene innen hver
(skade)behandling. Et hayt standardavvik kan skyldes blant annet usikkerheter i
appliseringsmengdene da lgsningsmidlene var enten en viskas veaeske eller en krem (diskutert i
kapittel 5.1.8). Nar det er variasjoner i hudopptaket mellom hudprevene i hver
(skade)behandling og mellom selve (skade)behandlingene, vil dette fare til darlig

diskriminering av opptaket mellom de ulike (skade)behandlingene.

Denne studien gir indikasjon pa at hudopptaket av *C-triklosan kan gke nar hudens barriere
er skadet, og at dette farer til en redusert sikkerhetsmargin. I de to forsgkene med 4C-
triklosan pa intakt og skadet hud, var det vesentlige forskjeller i verdiene for hudopptak etter
teipstripping. Etter a ha ekskludert hudpregvene som hadde darlige prosent gjenvinning i farste
forsgket for 1*C-triklosan pé intakt, teipstrippet og rispet hud, ble gjennomsnitt total

hudabsorpsjon for teipstrippet hudprgver lavere enn for intakt hud. | det andre forsgket
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derimot, var verdiene hgyere og pa linje med de som ble funnet for rispet hud. Grunnen til
denne forskjellen mellom forsgkene kan skyldes tekniske problemer som er vanskelig a
identifisere. Pa grunn av usikkerhetene med tanke pa opptaksverdiene for teipstrippet hud ble
ikke resultatene fra det farste forsgket brukt i videre beregninger av SED og MoS. Andre
grunner for et hgyere opptak pa intakt hud enn skadet hud kan vere at det ble store
variasjoner i hudopptaket mellom hudprgvene ved samme (skade)behandling (serlig ved
intakt hud) som gjar at gjennomsnittsverdiene ikke kan sammenlignes. Visse studier indikerer
til at hudopptaket av kjemikalier gker nar huden er teipstrippet: (Akomeah et. al (2007),
Bronaugh og Stewart (1985), Schlupp et al. (2014)) (14, 76, 87).

Farste forsgk for opptak av C-triklosan pa intakt, teipstrippet og rispet hud i denne studien
viste en 1,5 gangs gkning i prosent total hudabsorpsjon i rispet hud (8,4 + 3,2 %) i forhold til
intakt hud (5,6 = 4,7 %). Selv om resultatene ikke er statistisk signifikante (p-verdi > 0,05),
stemmer de overens med resultater fra Akomeah et. al og Schlupp et al. som ogsa har funnet
en gkning i absorpsjon av veldig lipofile testkjemikalier (butylparaben og testosteron, log P >
3) ved rispet hud i forhold til intakt hud (14, 87).

| det andre forsgket for hudopptak av C-triklosan pa intakt, teipstrippet og rispet hud, ble det
en 1,7-1,8 gangs gkning pa skadet hudbarriere (teipstrippet og rispet hud) i forhold til intakt
hud. Prosent *C-triklosan gjenvunnet for alle hudprgvene varierte fra 45 til 60 %. Disse
verdiene ble ikke optimale i henhold til EU-kommisjonen (12, 41). Selv om gjenvinningen for
de ulike hudprgvene var under 85 %, viste de liten variasjon bade innenfor og mellom de
ulike behandlingene. Selv om resultatene ma omtales med forsiktighet kan de gi nyttig
informasjon om forskjellene i absorpsjonsverdi mellom de ulike hud behandlingene.
Resultatene fra andre forsgket med *C-triklosan i denne studien stemte med Schlupp et. al
som har benyttet veldig lipofile testosteron (med Log P > 3) i sin studie. Schlupp et al. viste
ogsa at opptaket gker nar huden er teipstrippet og rispet (14,8 + 2,1 % pa teipstrippet og 14,9
+ 2,8 % pa rispet hud) i forhold til intakt hud (7,8 + 2,6 %) (14).

Selv om skading av huden i denne studien ga ulike TEWL verdier mellom teipstripping og
risping i det andre forsgket med triklosan (11,2 +2,59 g/m?for teipstrippet hud vs. 37,9 15,21
g/m? for rispet hud), ble totale hudabsorpsjonen tilneermet lik mellom dem (henholdsvis 27
+8,2 % 0g 28 + 5,1 %). Grunnen til dette kan veere at dybden pa skaden av SC ikke pavirker
hudopptaket av veldig lipofile kjemikalier da det hydrofile epidermis og dermis kan begrense
diffusjonen av veldig lipofile kjemikaliene uavhengig av tilstedeveerelse av SC.
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For *C-metylparaben pé intakt, teipstrippet og rispet hud, ble total hudabsorpsjon mellom
intakt og teipstrippet hud tilneermet like (henholdsvis 78 + 14,7 % vs. 78 + 4,7 %). Pa rispet
hud (87 £ 19,4 %) ble det ca. 1,2 gangs gkning i totale hudabsorpsjonen i forhold til intakt
hud. Et hgyere opptak av testkjemikalier i rispet hud enn teipstrippet hud i forhold til intakt
hud stemmer overens med Akomeah et. al og Schlupp et. al som ogsa har funnet at risping av
huden ga hgyere opptak av bade svak lipofile (sorbin syre og metylparaben) og hydrofile
kjemikalier (koffein og angiotensin 2) enn teipstripping av huden (14, 87). Bronaugh og
Stewart derimot fant ut at teipstripping av huden ga hgyere opptak av lipofile tritiert vann
(Log Pow 1,38) pa teipstrippet hud enn rispet hud (56,9 +7,2 % pa teipstrippet hud vs. 33,8 +
7,1 pa rispet hud) (76). Dette motstrider resultatene fra denne studien. Dette kan skyldes at
Bronaugh og Stewart brukte en 19G kanyle, med en bredde pa 0,01 cm. Det ble laget 4 rifter
med skading av 6,4 % av totale arealet til huden. I denne studien derimot, ble det brukt en
21G kanyle (bredde: 0,08 cm). Totalt ble det laget 8 rifter, og arealet av huden som ble skadet
ble beregnet til & veere 42,7 %. Starre nalbredde og hgyere antall rifter kan vare arsaken til at
det ble oppnadd hayere hudopptak av **C-metylparaben pa rispet hud enn teipstrippet hud. |
tillegg har Bronaugh og Stewart brukt flere antall Scotch teip (12 stk) i forhold til antallet
Scotch teip som ble brukt i denne studien (10 stk). Jo flere teip som brukes, jo flere SC lag

fjernes.

14C-metylparaben ble i mye hgyere grad tatt opp i intakt hud enn *C-triklosan. Dette kan
skyldes at siden *C-triklosan er meget lipofilt, begrenset hydrerte levende epidermis og
dermis opptaket av *4C-triklosan gjennom huden (7, 99). | falge Schlupp et. al og Kezic og
Nielsen kan dette ogsa vere arsaken til lavere total hudabsorpsjon av veldig lipofile
kjemikalier i forhold til mindre lipofile kjemikalier pa intakt hud (14, 102). Triklosan har et
starre molekylvekt enn metylparaben, og siden store molekyler absorberes saktere gjennom
huden enn sma molekyler (7, 15), kan dette ogsa vaere arsaken til at total hudabsorpsjon for
4C-triklosan ble lavere enn for 1*C-metylparaben pa intakt hud. En annen viktig &rsak er at
huden ble eksponert for **C-triklosan i 20 minutter, mens for *C-metylparaben derimot ved

24 timer. Det er kjent at opptaket av kjemikaliene gker ved gkende eksponeringstid.

Sammenlignet med intakt hud, var det en gkning i det totale opptaket av **C-triklosan pé 1,5-
1,8 ganger pa skadet hud. Tilsvarende gkning for **C-metylparaben var pé 1,1 gang. Det vil si
at det ble oppnadd hgyere endring i opptaket av 1*C-triklosan enn *C-metylparaben pa skadet
hud i forhold til intakt hud. Dette motstrider med resultatene fra Akomeah et. al, Bronaugh og

Stewart og Schlupp et. al som har funnet hgyere skadeeffekt pa opptak av mer hydrofile (som
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metylparaben og koffein) enn mer lipofile kjemikalier som testosteron, benzosyre og
butylparaben (14, 76, 87). Grunnen til at opptaket av hydrofile kjemikalier blir mer pavirket
av hudskade enn lipofile kjemikalier kan veere at siden SC er det eneste laget i huden som er
lipofilt, vil kun dette laget begrense opptaket av mer hydrofile kjemikalier. Nar SC skades
eller fjernes vil mer hydrofile kjemikalier kunne diffundere lettere gjennom huden siden
hydrofile epidermis og dermis ikke vil pavirke hudopptaket av dem i like stor grad som
lipofile kjemikalier. For sterke lipofile kjemikaler derimot, er SC ikke det eneste hudlaget som
virker som en barriere; Hydrofile epidermis og dermis vil ogsa begrense hudopptaket av dem
(14, 76, 87). | falge teorien burde effekten av hudskade derfor mest pavirke opptaket
metylparaben enn triklosan. Grunnen til at det motsatte ble observert kan veere flere: i) Store
variasjoner i opptak av testkjemikaliene mellom hudprgvene innenfor (skade)behandlingene;
ii) Store standardavvik kan gjare at gjennomsnittsverdiene til hudopptak av testkjemikaliene
til de ulike (skade)behandlingene er vanskelige & sammenligne; iii) Huden kan ikke ta opp
mer enn 100 % av applisert mengde. Da triklosan i utgangspunktet tas opp i vesentlig mindre
grad enn metylparaben i intakt hud (6 £ 4,7 % versus 78 + 4,7 %), vil skading av huden
potensielt kunne gi en starre relativ gkning i opptaket av triklosan sammenlignet

metylparaben.

5.3 Systemiske eksponeringsdoser (SED) og sikkerhetsmarginer (MoS) for

opptak av triklosan og metylparaben pa intakt og skadet hud
Forsgk 1 for 1*C-triklosan pé intakt, teipstrippet og rispet hud oppfyller kravene til

retningslinjene. Totalt hudopptak viser en tendens til & vare hgyere for rispet hud enn intakt
hud, men etter & ha plusset pa 2 SD, ble det ingen forskijell i totalt opptak av triklosan. Ergo
vil det heller ikke forventes & vere forskjeller i SED og MoS. Forsgk 2 oppfyller ikke kravene
til retningslinjene, men viser samme trend som vi ser for metylparaben. Det bgr derfor settes

opp nye forsgk for triklosan for eventuelt & verifisere funnene i forsgk 2.

| SCCS (1414/11) risikovurdering av 0,3 % triklosan, ble SED etter eksponering pa intakt hud
beregnet til & veere 0,0066, 0,0192 og 0,0030 mg/kg kroppsvekt/dag for henholdsvis handsape,
dusjsape og deodorant (51). Disse verdiene er forskjellige fra SED-verdiene som ble funnet
for 0,3 % triklosan pa intakt hud i denne studien (0,00150, 0,00126 og 0,00994 for
henholdsvis handsape, dusjsape og deodoran (roll-on)). Dette skyldes flere faktorer:

e Beregninger av SED utfgrt av SCCS baserte seg pa absorpsjonsverdiene som ble beregnet
i pg/cm?. Dette farte til bruk av en annen ligning for beregning av SED sammenlignet

med denne studien. Da ulike standardverdier brukes i disse to ligningene, kan det fore til
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ulike SED-verdier. Ved absorpsjon oppgitt som pg/cm? inkluderes informasjon om
hudoverflateareal, frekvens for applikasjon av produkt og kroppsvekt i ligningen. Ved
absorpsjon oppgitt som prosent inkluderes informasjon om estimert daglig eksponering
for produktet per kilo kroppsvekt og konsentrasjonen av kjemikaliet i ligningen (ligning
1).

o Forskjeller i eksponeringstid far testkjemikaliet ble vasket av. | studiene SCCS baserer
seg pa var eksponeringstiden for triklosan 24 timer (47), i motsetning til denne studien
hvor triklosan ble vasket av etter 20-minutters eksponeringstid. Eksponeringstid for test-
kjemikaliet pavirker hudabsorpsjonsverdiene, fordi lengere eksponeringstid kan fare til
hgyere opptak av kjemikalier (7, 15, 41).

e Ulike produktkategorier inngar i beregninger av aggregerte SED-verdi. SCCS beregnet en
aggregert SED pa 0,5256 mg/kg/kroppsvekt/dag pa totalt 8 produkttyper, mens i denne
studien ble aggregert SED estimert til & vaere 0,01269 mg/kg/kroppsvekt/dag basert pa tre
produkttyper. Inklusjon av antall produktkategorier i SCCS sin risikovurdering kan etter
dagens forhold veere for hgyt da deres risikovurdering ble utfert far nytt regelverk for
triklosan tradte i kraft i EU i 2014 hvor bruken av triklosan i enkelte produkter ble
forbudt (48).

Triklosan ble vaske av etter 20-minutters eksponeringstid, men siden deodoranter er et leave-
on produkt burde det ha blitt satt opp et forsgk hvor testkjemikaliet ble vasket av etter minst 8
timers eksponering. Her kan det derfor vare en underestimering av bidraget fra deodoranter i
total SED. I tillegg ble propylenglykol brukt som lgsemiddel som er et substitutt for sape
men ikke en deodorant. Dette kan ogsa pavirke SED, men det er ukjent i hvilken retning (dvs.
om det er en over/underestimering). Disse punktene er en kilde til usikkerhet i beregningen.
Da MoS er sapass hgy som den er, vil usikkerhetene rundt hudopptak og SED-beregningene

sannsynligvis ikke pavirke MoS i en slik grad at konklusjonen i denne studien endres.

Sammenlignet med Cowan-Ellsberry og Robinson som har beregnet SED-verdiene for
metylparaben i en rekke kosmetiske produkter, i tillegg til aggregert SED-verdi (sum av 9
kroppspleieprodukter), var SED bare noe lavere (0,79 mg/kg kroppsvekt/dag) sammenlignet
med denne studien (0,82 mg/kg kroppsvekt/dag) hvor 15 kosmetiske produkter ble brukt til
beregning pa intakt hud (103). Dette skyldes flere grunner:
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e Konsentrasjonene av metylparaben i kroppspleieproduktene som ble brukt til SED
beregninger av Cowan-Ellsberry og Robinson var 0,2-0,35 %, mens i denne studien ble
den maksimale tillatte konsentrasjon av metylparaben i kosmetikk brukt (0,4 %).

e Cowan-Ellsberry og Robinson beregnet SED til hver enkel kosmetisk produkt basert pa
hudabsorpsjonsverdien 100 %, mens i denne studien ble hudabsorpsjonsverdien til intakt
hud (87,4 %) brukt. Nar det gjelder aggregert SED-verdi derimot, benyttet Cowan-
Ellsberry og Robinson en absorpsjonsverdi pa 80 %. De brukte raffineringsmetoder til
denne beregningen (inklusjon av prosentandel av populasjonen som brukte de ulike
kosmetiske produktene som inneholder metylparaben og prosentandel av produktene som
metylparaben brukes i). Tilsvarende raffineringsmetoder ble ikke utfart ved beregning av
SED-verdien for aggregerte eksponering for metylparaben pa intakt hud i denne studien.i
stedet ble standardverdien for aggregert daglig applisert mengde produkt, oppgitt i SCCS
‘Notes of guidance’ 10-ende versjon, benyttet (41).

e Cowan-Ellsberry og Robinsons beregningene av SED var basert pa en standard for
kroppsvekt pa 60 kg, mens i denne studien ble Eproduki-verdiene fra SCCS ‘Notes of
guidance’ 10-ende versjon (tabell 1) benyttet, hvor verdiene er basert pa studiespesifikke
kroppsvekter.

e Cowan-Ellsberry og Robinson fokuserte kun pa kvinner i den amerikanske populasjonen,
mens standardverdien oppgitt av SCCS er basert pa begge kjgnn i den europeiske

populasjonen.

Den maksimale tillatte konsentrasjon av triklosan og metylparaben i kosmetiske produkter er
benyttet til beregning av SED-verdiene. | tillegg antar man at samtlige produkter som inngar i
en produktkategori inneholder triklosan eller metylparaben. Slike antagelser vil sannsynligvis
fare til overestimering av SED-verdiene, da ikke alle produktene inneholder samme
konserveringsmiddel og da mange kosmetiske produkter inneholder lavere konsentrasjoner av
triklosan og metylparaben enn henholdsvis 0,3 % og 0,4 %. Dette vil da fare til lavere MoS
enn om man hadde brukt de konsentrasjonsverdiene som er mer likt det som faktisk finnes pa
markedet. Ved beregning av aggregerte eksponeringsdosene for triklosan og metylparaben ble
SED verdiene for alle kosmetiske produktene som inneholdt testkjemikaliene lagt sammen.
Dette kan fare til overestimering av SED-verdiene til testkjemikaliene fordi det er lite
sannsynlig at alle kosmetiske produktene brukes av samme individet hver dag, i en lang

periode.
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MosS for triklosan pa intakt og skadet (rispet) hud ble funnet til & vaere henholdsvis 946 og
958. For metylparaben ble MoS beregnet til & veere 1222 pa intakt hud og 1068 for skadet
(teipstrippet og rispet) hud. Det vil si at selv om MoS minket med gkende grad av
hudabsorpsjon, er alle MoS-verdiene over 100. Forskjellen i MoS-verdiene for triklosan pa
intakt og skadet hud er av liten praktisk betydning, men ved intakt hud var det store
standardavvik (variasjoner) med tanke pa opptaksverdiene som gir usammenlignbare
gjennomsnittsverdier for de ulike (skade)behandlingene. Grunnen for usammenlignbare
gjennomsnittsverdier ble diskutert i kapittel 5.2. MoS for triklosan er veldig hgy (>900) slik at
de usikkerhetene pga hegyt standardavvik vil neppe fore til at MoS blir lavere enn 100. Derfor
blir det konkludert med at bruk av 0,3 % triklosan i sapeprodukter og deodorant og 0,4 %
metylparaben i en rekke ulike kosmetiske produkter kan anses for a veare trygg nar

produktene pafares bade intakt og skadet hud.

For andre kjemikalier hvor MoS er naermere 100 basert pa opptak ved intakt hud, vil derimot
en gkning av totalt hudopptak grunnet skadet hud kunne pavirke hudopptaket i en slik grad at
beregnet MoS kan bli lavere enn 100. Da en stor andel av befolkningen har en svekket
hudbarriere pa grunn av blant annet eksem eller tarr hud, bgr man vurdere om retningslinjene
for testing av hudopptak og videre beregninger av SED og MoS ogsa burde inkludere testing
pa skadet hud.

Beregningene for SED ble i denne studien estimert pa basis av et europeiske lovverk og
standardverdier, basert pa den europeiske populasjonen. Resultatene fra denne studien gjelder
dermed for den europeiske befolkningen. For andre steder i verden med f.eks. et annet
bruksmgnster for kosmetiske produkter og andre tillatte konsentrasjoner av det aktuelle

kjemikaliet, ma SED og MoS beregnes pa nytt.

5.4 Andre begrensninger ved forsgkene i denne studien
| fglge retningslinjene skal det benyttes 8 hudprever per behandling fra minst 4 donorer per

oppsett (12). Grunnet praktiske arsaker er det vanskelig a inkludere flere enn 12 Franz-celler
per oppsett. | forsgkene med bade intalkt og skadet hud ble det derfor benyttet kun 4
hudprever per behandling, per testkjemikalie per oppsett. Dette gjorde at forsgkene til bade
14C-triklosan og *C-metylparaben ikke ble optimale. Dersom to forsgk per testkjemikalie
hadde blitt godkjent og/eller utfart ville det ha vert optimalt. Planen var derfor a sette opp to
forsgk per testkjemikalie slik at det totalt ble 8 hudprever per behandling. Dataene ville

deretter bli analysert ved hjelp av to-veis ANOVA.
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For triklosan ble det kjart to oppsett, men dessverre ble gjenvinningsgraden for lav i det andre
oppsettet. For metylparaben, ble det for knapt med tid til & sette opp to forsgk da de
innledende forsgkene/metodeutviklingen ble mer omfattende og tidkrevende enn planlagt.
Vare konklusjoner er derfor kun basert pa fire hudprever per behandling og resultatene ma
tolkes med forsiktighet. Men ettersom risping av huden ga gkt absorpsjon for bade triklosan
og metylparaben, gir dette gode holdepunkter for at skading i form av risping kan gke
absorpsjon av kjemikalier.

Ved forsgkene for opptak av **C-triklosan ble det brukt propylenglykol som lgsemiddel.
Siden propylenglykol er en viskgs lgsning, kan den vere utfordrende a pipettere pa grunn av
at vaesken trekker veldig sakte opp i pipetten. Dette kan ha medfart til variasjoner i pipetterte
volumer for *C-triklosan pa hudprgvene. Pa denne maten vil det kunne vaere
forskjeller/ungyaktigheter i hvor mye som pipetteres opp av testlgsningen. Viskase vaesker
kan ogsa veere vanskeligere a fa ut av spissen igjen nar testlgsningen tilsettes hudbiten. Ergo
risikerer man at mindre enn 17 pl avsettes pa huden. Det & pipettere sa sma volum som 17 pl
har en utfordring i at eventuell testlgsning som kan ha blitt sittende igjen pa utsiden av
pipettespissen vil gi ungyaktigheter. For eksempel dersom det satt igjen en liten drape pa
utsiden, kunne denne ha blitt overfart til hudbiten nar testlgsningen ble pipettert ut og mer enn
17 pl kunne ha blitt overfart. Dette kan da ha fart til variasjoner i opptaket av *4C-triklosan
mellom hudprgvene ved samme (skade)behandling, fordi jo mer C-testkjemikalie blir tilfart
til huden, jo hgyere hudopptak av testkjemikaliet blir det til en viss grad far det blir oppnadd
en metning (7, 15, 41).

Vekten som ble brukt i denne studien var ikke ngyaktig nok til innveininger av sma mengder
krem (675 og 4,5 mg). Dette farte til ungyaktigheter i innveide mengder krem, og dermed ble

ikke mengde applisert metylparaben likt pa alle hudprgvene.
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6 Konklusjon
Hensikten med denne studien var a benytte Franz diffusjonscellesystemet til & undersgke om

opptaket av triklosan og metylparaben gker nar human hud har en skadet barriere i forhold til
intakt hud. Deretter ble det undersgkt om et eventuelt gkt opptak via hud med skadet barriere
kan redusere sikkerhetsmarginen i slik grad at grenseverdier for bruk av disse stoffene i

kroppspleieprodukter bgr endres.

Det ble valgt a skade ex vivo human hud med UVB-lys, teipstripping og risping. UVB-
eksponering av bade tint og fersk hud viste ingen statistisk signifikant gkning (p-verdi > 0,05)
i TEWL-verdiene mellom kontroll og UVB-eksponert hud (tint hud: kontroll: 3,5 g/m? vs.
UVB-eksponert: 3,2 g/m?, fersk hud: kontroll: 4,0 g/m? vs. UVB-eksponert: 5,1 g/m?). Dette
kan indikere at hudintegriteten til ex vivo human hud ikke blir pavirket av UVB-behandling.
Derfor ble det konkludert med & ekskludere UVB-skadebehandling fra videre undersgkelser

pa opptak av testkjemikaliene.

Det ble funnet ut at opptaket av bade triklosan og metylparaben gker nar huden er skadet
(*4C-triklosan: 8,4 + 3,2 % pé skadet hud vs. 5,6 + 4,7 % pa intakt hud, *C-metylparaben: 87
+ 19,4 % pa skadet hud vs. 78 + 4,7 % pa intakt hud), men gkningen ikke er statistisk
signifikant. Kanyleskadebehandling ferte til hayere hudopptak av kjemikaliene enn
teipskadebehandling. Selv om risping av huden farte til en ikke-signifikant gkning av
hudopptaket av testkjemikaliene, ble de estimerte MoS verdiene ved aggregert eksponering pa
skadet hud betydelig redusert i forhold til intakt hud for metylparaben (1068 ved skadet hud
vs. 1222 ved intakt hud), men for triklosan derimot ble det ikke funnet noen betydelig endring
i MoS pa skadet hud (958 ved skadet hud vs. 946 ved intakt hud). Selv om MoS minket med
gkende grad av hudopptak, er alle MoS-verdiene over 100. Det betyr at bruk av 0,3 %
triklosan i sapeprodukter og deodorant og 0,4 % metylparaben i en rekke ulike kosmetiske

produkter kan anses for & vaere trygg nar produktene pafgres bade intakt og skadet hud.

Av praktiske arsaker ble det i forhold til retningslinjene for hudopptak, brukt et for lite antall
hudpraver (n=3-4) per (skade)behandling i hvertforsgk. Sikkerhetsmarginene for kjemikaliene
ble estimert basert pa absorpsjonsverdiene for dette antallet hudpraver per (skade)behandling.
Videre undersgkelser trenges derfor til & estimere hudopptak og dermed sikkerhetsmarginer

for kjemikaliene pa sterre antall hudprgver per skadebehandling.
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8 Vedlegg

8.1Testing av reseptorlgsninger (metode og resultat)
Det ble valgt ulike reseptorlgsninger for & finne en optimal reseptorlgsning til **C-triklosan og

14C-metylparaben. Reseptorlgsningene som ble prgvd ut var: NaCl, destillert H,0, 30 %
etanol, 50 % etanol og 70 % etanol. Det ble da benyttet 10 hudprever fra samme donoren
(kvinne, 68 ar); 5 hudpraver til *C-metylparaben og 5 hudpraver til **C-triklosan.
Hudprgvene montert pa Franz diffusjonscellene (Figur 4). Hver av de 5 reseptorlgsningene
ble prevd ut pa 2 hudbiter med bade *C-triklosan og 4C-metylparaben. Reseptorlgsningene
ble tilsatt reseptorkammeret i Franzcellene slik at det ikke var luft mellom vaesken og
undersiden av hudbitene. Ti minutter far testkjemikaliene ble tilsatt, ble Hudprevenes
overflatene fuktet med 10 puL NaCl. Deretter ble 17 pl av 0,3 % *C-triklosan tilsatt 5 hudbiter
med hver sin reseptorlgsning, og de resterende 5 hudbitene (Franz celler) med forskjellige
reseptorlgsninger ble tilsatt 17 pl 0,4 % *C-metylparaben. | dette pilotforsgket ble begge
testkjemikaliene lgst i propylenglykol. Fra uttaksporten til reseptorkamrene ble det tatt ut 100
ML reseptorlasning etter 1, 2, 4, 20 og 24 timers inkubering. Etter hvert uttak av en
reseptorlgsning ble det tilsatt nye 100 pL reseptorlgsning til diffusjonscellen slik at
vaeskemengden holdt seg konstant og hudbitene var fortsatt i kontakt med reseptorlgsningen.
Mengde radioaktivitet i hver prave ble malt ved hjelp av en scintillasjonsteller. For 4C-
triklosan ble 30 % etanol den beste egnet reseptorlgsning, og for 1*C-metylparaben ble 0,9 %

natriumklorid (NaCl) den beste egnet reseptorlgsning. Se kapittel 5.1.1.

TEWL-verdiene for hudprgvene og gjennomsnittsverdiene ble lagt i tabell 14.

Tabell 14. Transepidermal vanntap verdiene for hudprgvene til testing av
reseptorlgsninger.

Maling a Malingb | Maling ¢
Hud | (g/m?) (g/m?) (g/m?) Gjennomsnitt mling
1 6 6 7 6,33
2 7,1 7 6,5 6,87
3 5,6 5,2 6,3 5,70
4 5,6 54 5,9 5,63
5 6 5,2 5,8 5,67
6 55 53 5,8 5,53
7 47 4,6 51 4,80
8 45 4,5 4,3 4,43
9 53 6,1 6,2 5,87
10 4,9 4,9 5 4,93




Det ble tatt ut 100 ul fra hver reseptorlgsning etter: 1,2,4,20 og 24 timers inkubering og
etterfylt med nye 100 pl reseptorlgsninger slik at vaeskenivaet var konstant. Alle pravene ble
telt i scintillasjonsteller. Deretter ble det tatt ut 1 ml av hver reseptorlasning fra uttaksporten
etter inkubering med test-kjemikaliene ved 24 timer og malt i scintillasjonsteller. Dette ble
gjort for & beregne absorpsjonsverdiene av 1*C-merket test-kjemikaliene i prosent i hele
volumet til reseptorlgsningene. Prosent absorpsjonsverdiene for uttakene for ulike
reseptorlgsningene etter ulike inkuberingsperioder ble lagt i tabell 15 (for 14C-triklosan) og 16

(for Y*C-metylparaben).

Tabell 15. Prosent absorpsjonsverdier av “C-triklosan i ulike reseptorlgsninger ved ulike tidsperioder

Tid NaCl Dest vann 30 % etanol 50 % etanol 70 % etanol

1 time (100 pl) 0,01 0,02 0,01 0,01 0,03
2 timer (100 pl) 0,02 0,01 0,02 0,00 0,03
4 timer (100 pl) 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01
20 timer (100 pl) 0,01 0,05 0,07 0,12 0,22
24 timer (100 pl) 0,03 0,10 0,09 0,15 0,26
24 timer (total volum) 0,45 8,52 8,55 18,39 27,65

*Dest vann= Destillert vann
*NaCl= Natriumklorid

Tabell 16. Prosent absorpsjonsverdier av **C-metylparaben i ulike reseptorlgsninger ved ulike tidsperioder

Tid NaCl Dest vann 30 % etanol 50 % etanol 70 % etanol

1 time (100 pl) 0,02 0,09 0,04 0,00 0,02
2 timer (100 pl) 0,00 0,01 0,02 0,04 0,00
4 timer (100 pl) 0,01 0,01 0,03 0,04 0,01
20 timer (100 pl) 0,33 0,22 0,10 0,26 0,07
24 timer (100 plb 0,32 0,32 0,06 0,25 0,11
24 timer (total volum) 31,59 27,19 6,83 22,69 11,22

*Dest vann= Destillert vann
*NaCl= Natriumklorid

Deretter ble det laget diagrammer (Figur 8 og 9) for bade *C-metylparaben og *C-triklosan

som viser i hvilke reseptorlgsninger er test-kjemikaliene hgyest lgselig i.
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Figur 8. Plott av absorpsjon av *C-triklosan (i prosent) mot inkuberingstid (i timer) i hver av de ulike
reseptorlgsningene (diagrammene); Natriumklorid (NaCl, oransje), destillert vann (DH-0, gra), 30 %
etanol (gul), 50 % etanol (bld) og 70 % etanol (grgnn).
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Figur 9. Plott av absorpsjon av “C-metylparaben (i prosent) mot inkuberingstid (i timer) i hver av de
ulike reseptorlgsningene (diagrammene); Natriumklorid (NaCl, oransje), destillert vann (DH:0, gra), 30
% etanol (gul), 50 % etanol (bld) og 70 % etanol (grgnn).

Fra figurene 7 og 8 vises det at for test-kjemikalien *C-triklosan er absorpsjonsverdiene
hayest i reseptorlgsningen 70 % etanol i vann, mens for *C-metylparaben er
absorpsjonsverdiene hgyest ofte i reseptorlgsningen natriumklorid (NaCl). Siden hgye
konsentrasjoner av etanol kan interferere med permeabilitetsfunksjonen til huden, ble det

bestemt at 30 % etanol i vann er reseptorlgsningen som er egnet til forsgkene pa hudopptak av



14C-triklosan. Det ble bestemt at 0,9 % natriumklorid er reseptorlgsningen som er egnet til

forsgkene pa hudopptak av *C-metylparaben (se kapittel 5.1.1).

8.2 Testing av blandbarhet til **C-metylparaben i fuktighetskrem
For & finne ut hvordan man far en homogen blanding av *4C-metylparaben i Apobase kremen

som ble brukt som lgsemiddel, ble et farget kjemikalie (0,4 % trypanblatt) brukt for a fa
visualisert hvor mye manuel rgring som skulle til for & fa en homogen blanding. Det ble brukt
en tynn trepinne til & rere med. Regringen ble gjort i 8-tall, og etter 150 omrgringer ble det en

jevn blafarge pa kremen.

8.30ptimalisering av prosedyren for separering av hudlagene
Prosent *4C-testkjemikalie gjenvunnet ble ikke godkjent (lavere enn 85-110 %), derfor matte

prosedyren optimaliseres for & f& bedre gjenvinning av **C-testkjemikalie. Separering av
hudlagene ved optimalisering ble utfgrt pA samme mate som nevnt over i dette kapittelet,
bortsett fra at hudprevene ble plassert pa aluminiumsfolie pa skjeerebrettet fgr utstansing av
hudsirklene. Undersidene av hudprgvene og tilhgrende aluminiumsfoliene som 1a under, etter

utstansing, ble tarket med tart filterpapir. Filterpapirene ble lagt i egne telleglass.

8.4 Optimalisering av prosedyren for vask av utstyr
Vask av utstyr ble gjort pa samme mate som nevnt ovenfor i dette kapittelet. Det er blitt gjort

endringer for & gke deteksjon av absorbsjonsverdiene for test-kjemikaliene. Endringene er

falgende:

e Aluminiumsfoliene som la under hver prave, ble lagt i eget telleglass.

e Parafilmene som ble brukt til & dekke diffusjonscellene ble telt i scintillasjonstelleren
(etter at de ble tgrket av med bomullspinner).

e Donor-kammeret i Franz cellene ble vasket med fuktige filterpapir (fuktet med ren
etanol) og tarket med tart filterpapir. Filterpapirene ble telt i scintillasjonstelleren.

e Reseptor-kammeret ble vasket med 1 ml ren etanol (i stedet for 1 ml reseptorlgsning).

Begerglass og petriskal som tilhgrte pravene ble ogsa vasket med 1 ml ren etanol.

8.5Hud og TEWL

8.5.1 Opptak av “C-triklosan og *C-metylparaben pa intakt hud
Gjennomsnitt og standardavvik av alle TEWL-verdiene ble beregnet for alle hudprever

(Tabell 17 og 18).



Tabell 17. TEWL-malinger for hver hudprgve (3 malinger), gjennomsnitts TEWL-verdiene og standardavvikene for

hudpravene benyttet for opptak av *C-triklosan pa intakt hud

Hudprgve | TEWL maling1 | TEWL maling 2 TEWL maéling 3 | Gjennomsnitt Standardavvik
(g/m?) (g/m?) (g/m?) (g/m?)

#33-A 3,20 4,30 3,80 3,77 0,55

#34-B 4,50 4,50 4,60 4,53 0,06

#33-C 3,50 3,80 3,50 3,60 0,17

#34-D 5,10 4,40 3,90 4,47 0,60

#34-E 4,20 3,90 3,80 3,97 0,21

#38-F 4,90 4,50 4,50 4,63 0,23

#38-G 4,90 5,20 4,70 4,93 0,25

#38-H 5,40 5,60 5,20 5,40 0,20

#50-J 5,30 5,30 6,10 5,57 0,46

#50-K 4,80 5,00 5,00 4,93 0,12

Tabell 18. TEWL-verdier for hver hudprgve (3 malinger), gjennomsnitts TEWL-verdi og standardavviket for
hudpravene benyttet for opptak av #C-metylparaben pa intakt hud.
Hudprave TEWL maling | TEWL mdling1 | TEWL maling 1 Gjennomsnitt | Standardavvik
1 (gim?) (9/m?) (9/m?) (9/m?)
#35-A 5,80 5,10 5,10 5,33 0,40
#28-B 4,10 3,50 3,90 3,83 0,31
#29-C 4,40 4,90 4,60 4,63 0,25
#28-D 4,10 4,20 3,90 4,07 0,15
#35-E 5,90 5,50 5,30 5,57 0,31
#29-F 4,40 5,20 5,60 5,07 0,61
#40-G 5,50 5,60 4,50 5,20 0,61
#28-H 4,50 5,00 5,00 4,83 0,29
#40-1 5,80 5,60 6,10 5,83 0,25
#35-J 4,80 4,90 4,60 4,77 0,15

8.5.2 Forsgk 1 for hudopptak av “C-triklosan pa intakt, teipstrippet og rispet
hud
Det ble brukt totalt 12 hudpraver i farste forsgket for hudopptak av *C-triklosan pa intakt,

teipskadet og kanyleskadet hud. Alle huddonorene var kvinner, 29-46 ar. TEWL ble malt pa

samme mate som gjort ovenfor, fgr skading av hudprgvene, og verdiene ble lagt i tabell 19.



Tabell 19. Transepidermal vanntap mélingene for hudprgvene som ble benyttet for opptak av **C-triklosan, far

behandlinger med ulike typer hudskader (3 mélinger per hudprgve), gjennomsnitt og standardavvik verdiene (forsgk

1).

Hudprave Maling 1 (g/m?) Maling 2 Maling 3 | Gjennomsnitt (g/m?) Std. avvik
(9/m?) (9/m?)

A 3,60 2,30 2,60 2,83 0,68

B 3,60 3,70 4,00 3,77 0,21

C 4,30 3,30 3,40 3,67 0,55

D 2,20 3,10 2,60 2,63 0,45

E 2,60 3,20 2,60 2,80 0,35

F 3,30 3,40 3,30 3,33 0,06

G 2,70 3,60 3,50 3,27 0,49

H 3,00 ---- - | 3,00

I 2,60 3,00 2,60 2,73 0,23

J 2,90 - |29

K 3,50 3,60 - | 355 0,07

Pa grunn av tekniske problemer med TEWL-instrumentet, ble det ikke malt TEWL 3 ganger
pa hudprgvene H, J og K som ble benyttet i dette forsgket (tabell 5). TEWL ble malt etter

hver behandling (teipstripping og risping) og TEWL-verdiene ble lagt i tabell 20.

Tabell 20. Transepidermal vanntap malinger for hudpregvene som ble benyttet for opptak av C-triklosan, etter

behandlinger med ulike typer skader (3 malinger per hudprave), gjennomsnitt og standardavvikverdiene (forsgk

1).

Hudprgve | Behandling Maling1l | Maling2 | Maling3 | Gjennomsnitt Standardavvik
(g/m?) (g/m?) (9/m?) (9/im?)

A Kontroll (intakt)

B Kontroll (intakt)

C Teipstrippet 4,60 2,80 4,40 3,93 0,99

D Teipstrippet 3,70 2,60 3,90 3,40 0,70

E Rispet 43,20 41,90 36,00 40,37 3,84

F Rispet 40,10 43,00 39,70 40,93 1,80

G Rispet 33,00 38,40 40,20 37,20 3,75

H Rispet 49,90 48,20 49,70 49,27 0,93

| Teipstrippet

J Teipstrippet 3,30 3,20 3,50 3,33 0,15

K Kontroll (intakt)




L Kontroll (intakt)

Tabell 20 viser at det ikke ble stor gkning i TEWL verdiene ved teipstripping med 3
Corneotape biter. Kontrollhudpragvene ble kun malt for TEWL 3 ganger. Pa grunn av tekniske
problemer med TEWL-instrumentet ble det ikke malt TEWL pa hudprgve I, som ble benyttet
i dette eksperimentet (tabell 7). Tabell 7 viser ogsa at TEWL verdiene gkte ikke mer enn 1
gang etter skading av hudprgvene med 3 Corneotape biter, mens med 8 rifter ved hjelp av en
kanyle forte det til 11-16 gangers gkning i TEWL.

8.5.3 Forsgk 2 for hudopptak av C-triklosan pa intakt, teipskadet og rispet hud
Det ble brukt totalt 12 hudpraver i andre forsgket for hudopptak av *C-triklosan pa intakt,

teipskadet og kanyleskadet hud. Alle huddonorene var kvinner, 29-46 ar. TEWL ble malt pa
samme mate som nevnt i kapittel 8.5.1 fgr skading av hudprgvene, og verdiene ble lagt i tabell
21

Tabell 21. TEWL verdier, gjennomsnitt TEWL og standardavvik for hudpraver til forsgk 2 for hudopptak av **C-triklosan
for skading av hudprgvene

Hudprave | TEWL 1 (g/m?) TEWL 2 (g/m?) TEWL 3 (g/m?) Gjennomsnitt (g/m?) Standardavvik
#23-A 55 6,1 58 58 0,3

#23-E 4,5 4,2 4,2 4,3 0,2

#23-C 5,9 59 53 57 0,3

#37-B 43 4,6 4,9 4,6 0,3

#37-D 3,5 41 39 38 0,3

#37-F 5,6 54 57 5,6 0,2

# 40-K 4,0 4,3 3,7 4,0 0,3

# 40-1 5,6 52 47 52 0,5

#40-G 54 6,2 59 58 0,4

#43-L 47 4,7 47 4,7 0,0

#43-J 47 57 43 4,9 0,7

#43-H 43 4,3 43 4,3 0,0

*TEWL= Transepidermisk vanntap

TEWL ble malt etter hver behandling (teipstripping og risping) og TEWL-verdiene ble lagt i
tabell 22. TEWL ble ikke malt igjen pa hudprevene som ikke ble skadet (A, B, K og L).



Tabell 22. TEWL verdier, gjennomsnitt TEWL og standardavvik etter ulike typer

skadingsmetoder av hudprgvene til hudopptak av *C-trikolsan

Hudprgve | Behandling | TEWL1 | TEWL 2 | TEWL 3 Gjennomsnitt | Standardavvik
(g/m?) (g/m?) | (g/m?) (g/m?)

#23-A Intakt

# 23-E Teipskadet 12,6 12,2 10 11,6 14

#23-C Rispet 458 48,1 45,7 46,5 14

#37-B Intakt

#37-D Teipskadet 11,6 12,4 10,9 11,6 0,8

#37-F Rispet 42,3 43,2 47,6 44,4 2,8

# 40-K Intakt

# 40-1 Teipskadet | 8,6 7,6 7 1,7 0,8

# 40-G Rispet 45,9 447 45,7 454 0,6

#43-L Intakt

#43-] Teipskadet 15,3 13,9 12,8 14,0 1,3

#43-H Rispet 16,4 154 134 151 15

Fra tabell 21 og 22 vises det at TEWL verdiene gkte 1-3 ganger etter teipstripping med 3M
Scotch teip. TEWL verdiene gkte 4-8 ganger etter skading av hudprever med kanyle.

8.5.4 Opptak av *C-metylparaben pa intakt, teipstrippet og rispet hud
Det ble brukt totalt 12 hudpraver i forsgket for hudopptak av **C-metylparaben pa intakt,

teipskadet og kanyleskadet hud. Alle huddonorene var kvinner, 37-68 ar. TEWL ble malt pa
samme mate som nevnt i kapittel 8.5.1 fgr skading av hudprgvene, og verdiene for TEWL far

skading av hud, gjennomsnitt TEWL verdiene og standardavvikene ble lagt i tabell 23

Tabell 23. Transepidermal vanntap (TEWL) malingene for hudpravene som ble benyttet for opptak

av 1C-metylparaben, far behandlinger med ulike typer hudskader (3 malinger per hudprave),

gjennomsnitt og standardavvikene.

Hudprgve | TEWL1 | TEWL 2 TEWL 3 Gjennomsnitt Standardavvik
(g/m?) (g/m?) (g/m?) (g/m?)

# A-40 3,5 43 4,4 41 0,49

# C-40 3,9 3,7 3,9 3,8 0,12

# E-40 4.2 4.3 4.2 4,2 0,06

# B-52 5,5 5,6 5,8 5,6 0,15

# D-52 4,3 4,4 4 4,2 0,21

# F-52 4,8 4,5 4,6 4,6 0,15

# K-51 4.8 4,2 4,9 4,6 0,38

#1-51 3,9 43 4 4,1 0,21

#G-51 54 5 54 53 0,23

# L-37 4.8 54 53 5,2 0,32

#J-37 57 57 5,9 5,8 0,12

# H-37 5,3 51 54 53 0,15




Etter skading av noen hudprgver ved kanyle og teipstripping, ble TEWL malt igjen pa
hudprevene som ble skadet (3 ganger hver). TEWL malingene ble gjentatt kun en gang pa
intakte hudprever. Verdiene for TEWL etter skading av hudprgvene ble lagt i tabell 24.

Tabell 24. Transepidermal vanntap malinger for hudpravene som ble benyttet for opptak av 4C-metylparaben, etter

behandlinger med ulike typer skader (3 malinger per hudpreve), gjennomsnitt og standardavvikverdiene.

Hudpregve | Behandling | TEWL 1 TEWL 2 TEWL 3 | Gjennomsnitt (g/m?) | Standardavvik
(9/m?) (9/m?) (@/m?)

# A-40 Intakt 4,7 47

#C-40 Teipskadet | 12,7 11,8 11,6 12,0 0,59

# E-40 Rispet 13,8 17,4 14,2 151 1,97

# B-52 Intakt 54 54

# D-52 Teipskadet 6,5 7,3 6,9 6,9 0,40

# F-52 Rispet 337 355 35 34,7 0,93

# K-51 Intakt 4 4,0

#1-51 Teipskadet | 52 46,5 41,7 46,7 5,15

# G-51 Rispet 31,1 33,2 334 32,6 1,27

# L-37 Intakt 6 6,0

# J-37 Teipskadet 11,6 12 12,1 11,9 0,26

# H-37 Rispet 357 37,2 39,9 37,6 2,13

Fra tabell 23 og 24 vises det at TEWL verdiene gkte 2-3 ganger etter skading med 10 3M
Scotch teip biter, og 4-8 ganger etter risping med en 21G kanyle. | hudprgven som ble
montert i cellen 1, ble epidermis lgsnet fra dermis under teipstrippingsprosedyren. TEWL

verdiene ble ca. 5 ganger hgyere enn TEWL verdiene for de andre teipstrippet hudprevene.

8.6 Beregning av prosent arealet skadet ved risping
Figur 10 viser beregningen av prosent arealet skadet ved en 21G kanyle med en bredde pa
0,08 cm. Skadet prosent arealet til hudpravene ble beregnet til & veere 42,7 %.



Iiigur 10. Beregning av proseht areal skadet ved risping med en 21 G kanyle (bredde 0,08 cm).

8.7 Diskusjon om Franz diffusjons cellesystem
Det finnes to hovedtyper diffusjonscellesystemer som benyttes i studiene for hudopptak av

kjemikalier: statiske Franz diffusjonscellesystem og ** flow-through’’ diffusjonscellesystem.
Franz diffusjonscellesystemet er ofte en statisk cellesystem som har en fast volum og en
kontrollert temperatur. Reseptorlgsningen blandes kontinuerlig ved hjelp av en rgremagnet
(7). En ©* flow-through’’ diffusjonscellesystem kjennetegnes ved en kontinuerlig, automatisk

erstatning av reseptorlgsning, og mengde testkjemikaliet blir analysert automatisk. Dette



systemet kan mimikere blodgjennomstremning i huden in vivo bedre enn Franz

diffusjonscellesystemet (7).

| denne studien ble det brukt Franz diffusjonscellesystem til testing av hudopptak av *4C-

testkjemikaliene. Fordelene med statiske diffusjonsceller er:

e Etenklere i oppsett som gir faerre tekniske utfordringer som ofte kan oppsta ved “* flow-
through’’ diffusjonscellesystemet som blant annet pumping av reseptorlgsning,
tilkoblingsproblemer (datamaskin) og testkjemikalie som kan feste seg i tubene i systemet
(15).

e Bedre a bruke til & bestemme prosent gjenvinning av testkjemikaliet, da det er faerre
steder i apparatet hvor testkjemikaliet kan feste seg pa (15).

e | tillegg tillater enkle designen i Franz (vertikale) cellesystemet, pafering av mange ulike
typer (inkludert semifaste) lgsemidler som inneholder testkjemikaliet pa huden som for
eksempel krem, i motsetning til horisontale diffusjonsceller hvor semifaste lgsemidler
ikke kan spres pa huden (7, 15).

o Statisk cellesystemet er billigere og tilbyr starre absorpsjonsareal til huden som gir bedre

deteksjonsnivaer enn ¢ flow-through’ systemet (15).

En viktig ulempe ved statiske diffusjonscellesystem er at hvis konsentrasjonen til
testkjemikaliet i reseptorkammeret overskrider 10 % av konsentrasjonen i donorkammeret, vil
testkjemikaliet kunne diffundere saktere gjennom hudmembranen til reseptorkammeret (7).

Dette vil da fare til underestimering av hudopptaket for testkjemikaliet.

| > flow-through’’ cellesystemet er det en kontinuerlig erstatning av reseptorlgsning hvor
reseptorlgsningen kan veere et naeringsmedium til hudmembranen og stremmer gjennom
reseptorkammeret med en hastighet pa 1-2 ml/timen, noe som ligner pa blodstremmen in vivo
(7, 15, 88). °’ Dette kan vaere en fordel nar metabolismen av testkjemikaliet som skjer i huden
under opptaksprosessen skal undersgkes (15, 88).

Selv om de to ulike forsgksmodellene har sine styrker og svakheter, viser en del studier som

sammenligner de to systemene ingen forskjeller i verdiene for hudopptak av kjemikalier (15,
88-90).



