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Miljgstyrelsen vil, nar lejligheden gives, offentliggare rapporter og indleeg
vedrgrende forsknings- og udviklingsprojekter inden for miljgsektoren,
finansieret af Miljgstyrelsens undersggelsesbevilling.

Det skal bemarkes, at en sadan offentliggarelse ikke ngdvendigvis
betyder, at det pagaldende indleg giver udtryk for Miljgstyrelsens
synspunkter.

Offentliggarelsen betyder imidlertid, at Miljgstyrelsen finder, at indholdet
udger et vaesentligt indleeg i debatten omkring den danske miljgpolitik.
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Forord

Mange ars forebyggende indsats for at nedbringe luftvejseksponeringen for
bekempelsesmidler i gartneri og landbrug betyder, at hudeksponering nu er
den dominerende eksponeringsvej. En rekke faktorer kan a&ndre pa
bekeempelsesmidlers evne til at treenge gennem huden. Det drejer sig dels om
de anvendte aktivstoffers og hjelpestoffers fysisk-kemiske egenskaber, men i
lige sa hgj grad om hvorvidt huden er beskadiget med smarifter, irritation eller
lignende. Endvidere drejer det sig om, hvorvidt de handsker man anvender
yder den forventede beskyttelse. Dette projekts overordnede mal er at
tilvejebringe viden, der kan anvendes til sikring og forbedring af arbejdsmiljget
inden for gartneri og landbrug. Fokus i denne undersggelse er hudpenetration
og betydningen af interaktion mellem aktiv- og hjelpestoffer, handskers
beskyttelsesgrad samt betydningen af en lettere beskadiget hud.

Undersggelsen er finansieret af Miljgstyrelsens midler til
bekempelsesmiddelforskning, og naervaerende afrapportering deekker
projekterne "Hudpenetration af pesticider — kombinationseffekter mellem
aktiv- og hjelpestoffer’ og 'Penetration af pesticider gennem lettere beskadiget
hud’. Forfatteren har modtaget konstruktive kommentarer fra den af
Miljgstyrelsen nedsatte falgegruppe bestaende af repraesentanter for
Miljastyrelsen (Susanne Hougaard, Jgrn Kirkegaard), Arbejdstilsynet
(Flemming Lander), Arbejdsmiljginstituttet (Mari-Ann Flyvholm) samt
Odense Universitetshospital (Klaus E Andersen).

Endelig skal laborant Franziska Lind takkes for omhyggelig og professionel
gennemfarelse af undersggelsens praktiske dele.

Januar 2004.

Jesper Bo Nielsen






Sammenfatning og konklusion

Projektets formal

Formalet med projektet var at tilvejebringe viden om

hjelpestoffers effekt pa hudpenetration af aktivstoffer

udvalgte aktivstoffers kombinationseffekter pa hudens barrierefunktion
forskellige handskematerialers indflydelse pa aktivstoffers hudpenetration
betydningen af lettere beskadiget hud for hudpenetration af pesticider

Projektet har taget udgangspunkt i de aktivstoffer, der anvendes i Danmark.
De koncentrationer af aktivstoffer, der er anvendt i de enkelte delstudier, har
vaeret umiddelbart sammenlignelige med de anbefalede koncentrationer af
aktivstof ved anvendelse i gartneri/landbrug. De udvalgte pesticider var
methiocarb og pirimicarb, der begge er carbamater, samt svampemidlet
prochloraz, veeksthemmeren paclobutrazol, samt insektmidlet dimethoat.
Endvidere anvendtes salgsformuleringerne af methiocarb (Mesurol fra Bayer)
og pirimicarb (PirimorG fra Zeneca).

Projektets anvendelsesmassige mal var at generere konkrete data med
umiddelbar anvendelighed i farlighedsvurderingen af de undersggte
hjeelpestoffer og relevante blandinger. Denne information kan bruges som
basis for substitution til mindre skadelige hjelpestoffer og ved udarbejdelse af
sikkerhedsanvisninger omkring brug af beskyttelseshandsker. Endvidere skulle
projektet give viden om interaktioner mellem aktivstoffer. Det afsluttende
delprojekt omkring lettere beskadiget hud har relevans for den del af
regelseetningen vedrgrende pesticider, der matte basere sig pa lag-time og flux
— to faktorer som en lettere beskadigelse af huden potentielt vil kunne pavirke.
Projektet har saledes haft bade grundvidenskabelige og anvendelsesorienterede
mal.

Hjeelpestoffers egeneffekt

Tre hyppigt anvendte hjaelpestoffers effekt pa hudens barrierefunktion er
undersggt og sammenlignet med savel positive som negative kontrolstoffer.
Hverken ethylenglycol, propylenglycol eller lignosulfonsyre gdelagde hudens
integritet efter 48 timers eksponering for op til 10 mM af stofferne.

Kombinationseffekter

De tre anvendte hjelpestoffer synes generelt at nedseette den samlede
penetration af de udvalgte pesticider over 48 timer, om end effekten er
begrenset. De observerede sma effekter er betinget af en kombination af en
lettere nedsat maksimal flux af de testede pesticider sammen med en til tider
svagt nedsat lag-time.



To udvalgte pesticiders penetrationskarakteristika i salgsoplasninger er
inddraget. Penetrationen af pesticiderne i salgsoplgsninger afviger klart fra de
rene stoffers penetrationsegenskaber. Mest markant er en signifikant nedsat
lag-time. Bade Mesurol (aktivstof — methiocarb) og PirimorG (aktivstof —
pirimicarb) har en lag-time pa 2 timer i modsetning til de rene aktivstoffers
lag-time pa omkring 10 timer. Samlet ses en signifikant stgrre penetration af
aktivstofferne i salgsoplgsning over 48 timer i forhold til aktivstofferne alene.
Det er imidlertid ikke denne forskel, der ud fra et praktisk synspunkt er mest
interessant. Det er derimod den ganske betydelig kortere lag-time, der
betyder, at man under normale arbejdsbetingelser vil risikere absorption af
methiocarb eller pirimicarb langt hurtigere end oprindeligt antaget pa basis af
undersggelse af aktivstoffet alene. De fundne resultater vurderes at have
umiddelbar anvendelse i relation til rad og vejledning omkring hygiejne og
anvendelse af handsker ved omgang med disse pesticider.

Kombinationsforsggene med aktivstoffer viser, at de to carbamater ikke i
betydende omfang pavirker hinandens penetrationskarakteristika.
Paclobutrazol synes heller ikke at pavirke penetration, flux, eller lag-time for
de to carbamater, mens begge carbamater pavirker penetrationen af
paclobutrazol. Samlet ma det konkluderes, at kombinationseffekter eksisterer
og kan resultere i sdvel gget som nedsat penetration. Eftersom den
nugaeldende regelszetning kun forholder sig til enkeltstoffer, antyder disse
resultater, at omradet burde have mere bevagenhed.

Handskers beskyttelsesevne mod hudpenetration

Handskematerialers indflydelse pa aktivstoffers hudpenetration er undersegt
med to pesticider (methiocarb samt pirimicarb). Tre forskellige handsker er
undersggt; to nitril-handsker samt en latex-handske. Fra handskeforsggene
rapporteres break-through-time”, der er den tid, det tager et stof at
gennemtrange savel handsken som den underliggende hud og saledes pa sin
vis analog med lag-time fra de rene hud-forsgg. Herudover beregnes
penetrationshastigheden.

Penetrationen gennem latex handsker og nitrilhandsker i de farste 12 timer er
ikke signifikant forskellig, hvorimod man ser klare forskelle ved senere
maletidspunkter. Ingen af de undersggte handskematerialer ggede tiden, inden
pesticiderne kunne males i receptorkammeret pa undersiden af huden.
Derimod nedsatte bade nitril- og latexhandsker signifikant
penetrationshastigheden af de to anvendte pesticider. Denne
penetrationsbegraensende effekt holdt sig hele forsggsperiodens 48 timer for
nitrilhandsker, mens beskyttelseseffekten ikke var betydende for latexhandsker
efter 24 timer.

Penetration af pesticider gennem lettere beskadiget hud

Ved undersggelse af fremmedstoffers penetrationsegenskaber gares oftest en
betydelig indsats for at sikre, at den undersggte hud er intakt, ensartet og med
optimale barriereegenskaber. Imidlertid kendetegnes virkeligheden hos den
enkelte medarbejder ofte af en hudstatus der er markant ringere i forhold til
intakte barriereegenskaber.

Lettere beskadiget hud fas ved forbehandling af intakt hud med natrium lauryl
sulfat (SLS), der er kendt for at kunne inducere en delvis nedbrydning af



hudens barrierefunktion via pavirkning af stratum corneum (7, 16).
Forsggene bestar saledes af en preebehandlingsfase pa 3 timer, hvorunder
huden udsattes for SLS, efterfulgt af eksponering for teststof i 24-30 timer.

En diskussion af den konceptionelle model for hudpenetration konkluderer, at
en pavirkning af hudens barriereegenskaber ikke ngdvendigvis pavirker bade
flux, lag-time samt reservoir.

Pa basis af de opnaede resultater kan det konkluderes, at man ved en lettere
beskadiget hud opnar en markant nedsat lag-time. Konsekvensen heraf er en
forgget penetration. For eksponeringsperioder af en varighed omkring den
oprindelige lag-time for de to modelstoffer vil den relative forggelse af
mangden af penetreret modelstof kunne veere ganske stor. For et stof med en
lag-time pa 6 timer ved optimal hud vil en nedsettelse af lag-time til 2/3 (4
timer), hvilket svarer til vore resultater, resultere i en fordobling af den
penetrerede mangde stof i Igbet af en 8 timers eksponeringsperiode. Dette
resultat har klare implikationer for den vejledning, der gives omkring
anvendelse af pesticider og handsker.

Konklusioner

Projektet har opfyldt dets hovedformal og leveret viden af bade
grundvidenskabelig og anvendelsesorienteret veerdi.

Under anvendelse af en velvalideret eksperimentel model er det vist, at de
udvalgte hjelpestoffer kun i begraenset omfang pavirker hudens
barrierefunktion samt penetrationen af tre udvalgte pesticider.

Safremt pesticiderne derimod anvendes i salgsoplgsninger, ses i forhold til de
rene stoffer en markant reduktion i den tid, der gar, fer pesticiderne kan males
pa undersiden af huden. Salgsformuleringerne reducerer altsa lag-time. Dette
kan have konsekvenser for den regelsatning, der alene baseres pa
undersggelser af rene stoffer. Endvidere indikerer det, at man ved alternative
hjeelpestoffer potentielt kan fa produkter med sundhedsmaessigt mere
fordelagtige penetrationsegenskaber. Formulering af salgsprodukter vil dog
altid veere en afvejning af tekniske savel som sundhedsfaglige egenskaber.

Kombinationsforsgg med 3 pesticider viser, at kombinationseffekter eksisterer
og kan resultere i savel gget som nedsat penetration. Da regelsatningen kun
forholder sig til eksponering for enkeltstoffer, peger disse undersggelser pa et
problemfelt, der kunne krave starre bevagenhed.

Ingen af de undersggte handskematerialer ggede den tid, det tog, far
pesticiderne kunne males pa undersiden af huden. Derimod nedsatte bade
nitril og latex signifikant penetrationshastigheden af de to pesticider. Denne
penetrationsbegraensende effekt holdt sig hele forsggsperiodens 48 timer for
nitrilhandsker, mens beskyttelseseffekten ikke var betydende for latexhandsker
efter 24 timer.

Pa basis af de opnaede resultater med lettere beskadiget hud kan det
konkluderes, at man ved en lettere beskadiget hud opnar en markant nedsat
lag-time. Konsekvensen heraf er en forgget penetration. For et stof med en
lag-time pa 6 timer ved optimal hud vil en nedszttelse af lag-time til 2/3 (4
timer) resultere i en fordobling af den penetrerede mangde stof i Igbet af en 8
timers eksponeringsperiode. Denne viden vil sammen med resultaterne fra
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undersggelser af handskematerialer have betydning for de rad og den
vejledning, der gives omkring anvendelse af savel produkterne som
vaernemidler mod eksponering.

Pa basis af undersggelser af fem modelstoffer konkluderes, at oplgseligheden
har betydning for stoffernes penetrationsegenskaber. De gennemfarte
undersggelser viser, at bade en for hgj og en for lav lipofilicitet begraenser
hudpenetrationen. Endvidere indikerer eksperimenterne med beskadiget hud,
at den beskadigelse, der jo sker fra oversiden af huden, primert har effekt pa
passagen fra donor og ind i huden, hvilket illustreres ved de markant endrede
penetrationsforhold for den meget hydrofile dimethoat.

Man ma endvidere forholde sig til, at en beskadiget hud potentielt giver
anledning til en gget ophobning af stof i huden (reservoir effekt). Betydningen
af denne deponering og hvorvidt den vil lede til en gget men forsinket
penetration er hid til kun meget sparsomt belyst.

Projektet har saledes papeget betydningen af reservoir-effekten samt
tilstedevaerelsen af hjelpestoffer i faerdigformuleringer. Begge omrader har
betydning i relation til arbejdsmiljeforhold samt generel regelsatning pa
pesticidomradet, men den nuverende viden bar udbygges.

Problemstillinger og perspektiver for fortsatte studier

Et fremadrettet perspektiv vil vaere en naermere undersggelse af betydningen
af sdvel molvaegt som oplgselighed for reservoir-effekten. Dette indebaerer
analyse af den mangde modelstof, der persisterer i huden ved eksponerings-
og forsggsophgr, og som efterfalgende fortsat vil kunne absorberes selvom
den dermale eksponering er stoppet. Diskussioner med andre
hudpenetrations-laboratorier viser, at dette er ganske vanskeligt at gare
reproducerbart uden brug af isotoper. Reservoir-effekten vil derfor lettest
kunne belyses ved studier med radioaktivt meerkede modelstoffer. Her vil man
af pris og leveringsmassige arsager sandsynligvis som udgangspunkt anvende
modelstoffer, der ikke er pesticider, men som reprasenterer samme fysisk-
kemiske karakteristika i forhold til molvaegt og oplgselighed. Herved vil
muligheden for analogi-slutninger over til relevante pesticider fortsat veere
mulig.

Et andet felt, der vil kreve fremtidig fokus, er effekten af hjaelpestoffer pa den
dermale penetration. Nervaerende undersggelse understreger ikke alene
betydningen af at anvende undersggelser af salgsprodukter som
vurderingsrundlag ved regelsetning, men ogsa at revurderinger ved
substitution af hjelpestoffer i allerede godkendte pesticider kreever en
naermere vurdering. | Miljgstyrelsens nuveerende vurderingsgrundlag (fra
1999) star der ikke andet end at Miljgstyrelsen vurderer den dermale
absorption, men ikke hvordan man ger. Baggrunden herfor er mangel pa
viden omkring hjelpestoffers effekt pa den dermale penetration af aktivstoffer.
En mangel pa umiddelbar tilgeengelig viden ber imidlertid ikke fa
Muiljastyrelsen til at ignorere denne problemstilling.



Summary and conclusions

Background

Pesticides are among the few substances distributed into our environment
with the intent to harm biological systems. The selectivity of pesticides varies
and many of the toxicological endpoints that pesticides target also make
humans a potential target. Toxicity may involve systemic as well as local
effects, depending on the route of exposure. The primary occupational
exposure to pesticides is dermal, and occurs during mixing and spraying, and
in green houses during re-entry activities, i.e. activities related to handling
recently treated plants.

The purpose of the project was to study:

o Effect of detergents on skin integrity and penetration
o  Effects of mixtures of pesticides on dermal penetration
o  Effects of gloves on dermal penetration of pesticides
e Penetration of pesticides through slightly damaged skin

The present study examined the in-vitro percutaneous penetration of five
pesticides widely used in agriculture and green houses. The five pesticides
were the fungicides methiocarb, pirimicarb, and prochloraz, the growth
retardant paclobutrazol and the insecticide dimethoate. An experimental
model with static diffusion cells mounted with human breast or abdominal
skin was used, and pesticide concentrations were quantified by HPLC. The
pesticides covered a wide range of solubilities, as well as different molecular
weights, which allowed discussion of penetration characteristics of the single
pesticides as well as comparisons between penetration characteristics as
influenced by product formulation and selected detergents. Further, the
degree of protection that different glove materials offered against dermal
penetration of pesticides was studied. Finally, the degree to which a slightly
damaged dermal barrier would affect penetration characteristics of the five
pesticides was evaluated.

An overall aim was to generate data that could feed directly into the hazard
assessment process for the selected detergents, pesticides and their mixtures.
This information could be used as a basis for substituting to less hazardous
detergents, when writing safety data sheets, and when giving
recommendations on the use of gloves during work with pesticides. The sub-
project on slightly damaged skin was to specifically question the guidelines
based on penetration data from skin with full integrity.

Effect of detergents on skin integrity and penetration
Pesticides are not used commercially as pure chemicals, but are mixed with

different detergents to change solubility characteristics and in some cases
increase the penetration into leaves of plants. The three detergents included in
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this study were chosen on the basis of their use in several product
formulations and an expected low dermal toxicity.

None of the three detergents (ethylene glycol, propylene glycol and
lignosulfonic acid) damaged the skin integrity significantly following 48 hours
exposure to 10 mM.

The three detergents (ethylene glycol, propylene glycol and lignosulfonic
acid) only marginally affected the dermal penetration of methiocarb,
pirimicarb and paclobutrazol. The detergents used in the sales formulations of
methiocarb (Mesurol) and pirimicarb (PirimorG) did, however, change
penetration characteristics significantly compared to the pure pesticides. The
time between application of the pesticides on the apical side of the skin and
appearance below the skin (the lag-time) was significantly reduced for both
pesticides, which caused a significantly increased total penetration during the
experimental period. The reduced lag-time demonstrated the range of effects
that different detergents may have on penetration of pesticides, and suggests
that regulatory agencies consider these data when evaluating pesticides
resubmitted for approval after a change in formulation. At present, the Danish
EPA does not require updated penetration data when re-evaluating known
pesticides in changed formulations.

Effects of mixtures of pesticides on dermal penetration

Pesticides may be used as mixtures or distributed one at a time on plant
cultures with very short time intervals. In both cases, employees handling
these recently treated cultures will potentially be exposed to a mixture of
pesticides. Knowledge on interactions between pesticides is scarce, and often
focuses on toxicity in animals following oral exposure. The present study used
three pesticides to evaluate whether one pesticide would change penetration
characteristics of another pesticide when applied together. The experiments
demonstrated that interactions do occur, and may cause increased as well as
decreased penetration depending on the pesticides mixed. As regulatory
guidelines only relate to single pesticides, the present results suggest that this
area might deserve a higher focus.

Effect of gloves on dermal penetration of pesticides

When dermal exposure to pesticides cannot be avoided through prolonged re-
entry intervals, gloves are used to prevent dermal absorption. We have
evaluated the penetration of methiocarb and pirimicarb through a double
layer consisting of human skin plus glove. Gloves made of nitrile or latex were
used in this study. None of the gloves reduced significantly the break-through
time, i.e. the time from application of the pesticide on top of the glove to
appearance below the skin. Both glove materials significantly reduced the
pesticide penetration during the initial 12 hours exposure compared to
unprotected skin. The protection offered by latex gloves was not significant
after 24 hours. During a 48 hours observation period the nitrile gloves offered
significantly better protection against pesticide penetration than gloves made
of latex. As both glove materials apparently offer equal protection during
short-term exposure, it would be more important from a preventive
perspective to avoid re-using gloves instead of focusing on the glove material
being latex or nitrile. An important caveat to these studies is, however, that
they only included pure pesticides and not the sales formulations, which



potentially may affect results for penetration through the different glove
materials.

Penetration of pesticides through slightly damaged skin

International guidelines for experimental studies on dermal penetration
require full integrity of the dermal barrier. However, workplace experience
and occupational epidemiology repeatedly describes sub-optimal skin
conditions for many employees. It was therefore prudent to study whether a
slightly damaged skin would change penetration characteristics of pesticides.

Sodium Lauryl Sulfate (SLS) is known to affect the barrier integrity of the
skin. Slightly damaged skin is achieved through three hours’ exposure to 0.1%
or 0.3% SLS. Following this pre-treatment, SLS is removed, the skin is
washed, and pesticides applied.

The lag-time for the pesticides included in the study was significantly reduced
and the total amount of pesticide penetrating the skin during a specified
period increased significantly. These findings will have clear implications as to
the guidance of workers exposed to pesticides and their use of gloves.

Conclusions and future perspectives

The pesticides included in the present study covered a wide range of
lipophilicities with logP, values ranging from 0.7 to 4.4. Comparison between
penetration characteristics of the five pesticides demonstrated that neither a
too low, nor a too high logP_, is optimal for dermal penetration. The
experiments with slightly damaged skin demonstrated a significantly reduced
lag-time for the pesticides tested; knowledge that ought to be considered in
future guidelines related to dermal exposure to pesticides. Further, these
studies indicated that the apical damage introduced mainly affects the passage
from donor and into the skin and will have largest consequences for the most
hydrophile pesticides. The study on gloves included gloves made of nitril and
gloves made of latex. As both glove materials apparently offer equal
protection during short-term exposure, it would be more important from a
preventive perspective to avoid re-using gloves instead of focusing on the
glove material being latex or nitrile.

An important area for further research will be to study the fate of the
pesticides that enter the skin compartment, which acts as a reservoir for
further absorption, and whether this reservoir is emptied on the apical side or
absorbed. This problem would be especially relevant for the pesticides with
prolonged lag-times. A further implication of the prolonged lag-times, which
may extend beyond exposure time at the workplace, is that biological
monitoring of workers through blood samples will be compromised if this
factor is not considered.
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1 Indledning

Den dominerende eksponeringsvej for pesticider i landbrug og gartneri er
dermal (1,2). Eksponeringen sker hyppigst under re-entry aktiviteter, hvor
planter handteres kort tid efter at de er blevet behandlet med pesticider.
Medarbejderne har her direkte kontakt til blade, steengler og jord, pa hvis
overflade pesticiderne stadig befinder sig. Behandlingshyppigheder er
afheengig af de dyrkede kulturer og varierer meget. Undersggelser fra Fynske
gartnerier viser, at behandlingshyppigheden i visse perioder kan veere 3-5
gange om ugen. Afheangig af pesticid vil aktivstoffet kunne genfindes pa
overflader i kortere eller leengere tid efter udbringning. Den hyppige
behandling med flere forskellige midler, fx svampemidler og
retarderingsmidler, ggr derfor, at samtidig dermal eksponering for flere stoffer
kan veere hyppig. Den pulmonere og den orale eksponering er mere
begreenset, om end utilsigtet oral eksponering kan forekomme. Viden om
pesticiders hudabsorption er begraenset, og har hidtil primert fokuseret pa
aktivstoffernes penetrationsevne. Virkeligheden er imidlertid, at de produkter,
som man eksponeres for, er blandingsprodukter, der ud over aktivstoffer
indeholder en raekke bearestoffer, fortykningsmidler, dispergeringsmidler og
blgdgarere; stoffer der under ét betegnes detergenter eller hjeelpestoffer. Som
en konsekvens af eksponeringssituationen foreskriver de seneste EU-
guidelines for evaluering af hudpenetration og dermal toksicitet (EC Directive
91/414) da ogsa testning af savel aktivstoffer som salgsprodukt. At den
humane eksponering sa ofte omfatter mere end ét pesticid med deraf fglgende
mulighed for yderligere kombinationseffekter mellem aktivstoffer er kun
ganske sparsomt undersggt. Relevansen af sadanne undersggelser er imidlertid
betydelig, eftersom praktiske erfaringer viser, at svampemidler for eksempel
ofte anvendes i kombination og eventuelt samtidig med insekticider eller
retarderingsmidler.

Hjeelpestoffernes funktion er at muliggare opblanding af vandoplgselige
(hydrofile) og fedtoplgselige (lipofile) enkeltstoffer, men ogsa at facilitere
hydrofile stoffers passage af lipidmembraner. Sidstnaevnte virkning udnyttes
indenfor farmacien, men ogsa i relation til for eksempel pesticiders
penetration og absorption i planter er hjelpestofferne af betydning. Det er
saledes ikke alene hjalpestoffernes egen dermale toksicitet, der er vaesentlig,
men maske i endnu hgjere grad deres evne til at gge absorptionen af andre
stoffer med potentielt langt alvorligere og systemiske effekter. Forebyggelse
heraf kan ske ved hensigtsmaessig substitution eller sekundeaert ved anvendelse
af veernemidler i form af egnede handsker.

Det er imidlertid ikke alene forskellige stoffers kemiske profil eller diverse
handskematerialers egenskaber, der bestemmer graden af dermal absorption.
Det ger ogsa hudens egen status. De fleste hidtidige undersggelser tilsigter
optimal og intakt hud ved undersggelse af penetration. Virkeligheden er
imidlertid ofte, at hudens barrierefunktion er mere eller mindre
kompromiteret som falge af smarifter, hudirritation, etc.
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1.1 Formal

Formalet med dette projekt er derfor at tilvejebringe viden om

hjeelpestoffers effekt pa hudpenetration af aktivstoffer

udvalgte aktivstoffers kombinationseffekter pa hudens barrierefunktion
forskellige handskematerialers indflydelse pa aktivstoffers hudpenetration
betydningen af lettere beskadiget hud for hudpenetration af pesticider

Denne viden vil pa leengere sigt give konkret mulighed for en sundhedsbaseret
substitution af hjealpestoffer, hvilket vil indebzre fordele af
arbejdsmiljgmeessig karakter. Endvidere vil viden om kombinationseffekter
mellem aktivstoffer pa absorptionsniveau samt effekt af veernemidler pa
hudpenetration kunne danne vidensmaessig baggrund for en diskussion af
geeldende regler pa bekeempelsesmiddelomradet.

1.2 Baggrund

Risikovurdering for pesticider ma omfatte dels aktiv- og hjelpestoffernes egen
toksicitet, dels deres funktion som mediatorer af andre stoffers absorption og
potentielle toksicitet. Rollen som mediator effektueres dels ved en direkte
facilitering af andre stoffers absorption, altsa en gget biotilgengelighed for
disse stoffer (3), men ogsa gennem en direkte effekt pa hudens barrierefunk-
tion (4,5). Selv om nogle hjelpestoffer udviser en egen toksicitet, er det
normalt rollen som mediator, der er den vasentligste.

Hjeelpestoffer er en stor gruppe af kemiske stoffer med den feelles egenskab, at
de nedszatter overfladespandingen pa vandige oplgsninger i kraft af non-
polere savel som polere grupper. Den non-polare gruppe er hyppigt en
leengere alifatisk kulbrintekaede, medens den polere gruppe kan vere enten
kationisk, anionisk eller nonionisk. Disse to kemiske grupper med forskellig
oplgselighedskarakteristika vil tillade lipofile stoffer at opblandes i vandige
oplgsninger og hydrofile stoffer at passere lipidmembraner.

Anvendelsen af specifikke hjeelpestoffer i pesticider er betinget af tekniske
egenskaber i relation til produktets umiddelbare anvendelse. Hjelpestoffer
med identiske eller sammenlignelige tekniske egenskaber kan imidlertid have
helt forskellige toksiske egenskaber (6,7). Der synes saledes ikke at vare en
umiddelbar sammenhang mellem den kvantitative evne til at nedsette
overfladespandingen og potentialet for skade af hudbarrieren (8).

Vi har tidligere undersggt 4 hjelpestoffers effekt pa hudens barrierefunktion.
Barrierefunktionen blev vurderet i forhold til penetration af tritieret vand.
Resultaterne viste for tre hjeelpestoffer en gget penetration men ingen
gdeleggelse af hudens barrierefunktion, medens det fjerde hjelpestof kraftigt
ggede hudpenetrationen og samtidig gdelagde barrierefunktionen (9).
Resultaterne fra disse publicerede forsgg er seerdeles speendende og antyder,
at hjeelpestofferne virker gennem forskellige mekanismer, udviser forskellig
dermal toksicitet, og at vort forsggsdesign tillader savel vurdering af
penetrationshastigheder som studier af effekter pa hudens barrierefunktion.

Netop afsluttede eksperimenter med tre hyppigt anvendte aktivstoffer i danske
pesticider (Methiocarb, Paclobutrazol, Pirimicarb) har vist klart forskellige
karakteristika med hensyn til hudpenetrationshastighed. Endvidere fandtes, at



aktivstoffer trods identiske oplgseligheder kan have en signifikant forskellig
hudpenetration (10). Dette fund kan potentielt fa betydelige implikationer for
geeldende regelsetning, hvor man oftest alene anvender oplgselighedsmal som
indikator for hudpenetration.

1.3 Relevans

Projektet har taget udgangspunkt i de aktivstoffer, der anvendes i Danmark.
De koncentrationer af aktivstoffer, der anvendes i de enkelte delstudier, er
sammenlignelige med de anbefalede koncentrationer af aktivstof ved
anvendelse i gartneri/landbrug. Oplysninger om disse koncentrationer er
indhentet dels fra producent og dels fra brugerne af feerdigprodukterne.
Projektet sigte var at generere konkrete data, der er umiddelbart anvendelige i
farlighedsvurderingen af de undersggte hjeelpestoffer og relevante blandinger.
Denne information kan bruges som basis for substitution til mindre skadelige
hjeelpestoffer og ved udarbejdelse af sikkerhedsanvisninger omkring brug af
beskyttelseshandsker. Endvidere vil projektet give veerdifuld viden om
interaktioner mellem aktivstoffer. Det afsluttende delprojekt omkring lettere
beskadiget hud har relevans for den del af regelsetningen vedrgrende
pesticider, der matte basere sig pa lag-time og flux — to faktorer som en lettere
beskadigelse af huden potentielt vil kunne pavirke.

Projektet har sdledes bade grundvidenskabelige og anvendelsesorienterede
mal.
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2 Metode

Effekten af hjeelpestoffer og aktivstoffer pa savel barrierefunktion som
penetration af huden undersgges i en in vitro diffusionscellemodel ved
anvendelse af human hud. Modellen er beskrevet i OECD’s guidelines for
undersggelse af hudpenetration (11) og er s&erdeles relevant for denne type
undersggelser, idet hudens barrierefunktion overvejende er bestemt af det
epidermale lag af dgde celler, stratum corneum (12). Den eksperimentelle
model tillader kvantitering og sammenligning af bade transport igennem og
temporar deposition i huden. Modellen er tidligere anvendt og valideret
overfor enkelte udvalgte hjelpestoffer (13) og har vist en god overensstem-
melse med in vivo hudpenetrationsforsgg pa mennesker (11,14). Modellen er
den bedste eksperimentelle mulighed for at tilvejebringe systematisk viden.
Der er udvalgt relevante hjelpestoffer og et mindre antal aktivstoffer, som er
evalueret alene og i kombination.

Figur 1. Diffusionscelle af glas til penetrationsforsgg.

2.1 In vitro model

Diffusionscellerne er af handblest glas og bestar af et donorkammer og et
receptorkammer (figur 1). Huden, der stammer fra abdominalplastikker eller
brystreduktioner foretaget pa Odense Universitets-hospitals plastikkirurgiske
afdeling, praepareres (se appendix 1), monteres pa et stalgitter og placeres
mellem de to kamre med stratum corneum vendende mod donorkammeret.
Der er i samtlige forseg anvendt fuldhud med en tykkelse pa 0,7-1,0 mm.
Udterring af huden ved fordampning undgas ved at deekke donorcellen med
parafilm. Receptorvaesken der fylder receptor-kammeret omrgres konstant
(magnetomrgring) for at undga en koncentrationsgradient mellem top og
bund i receptorkammeret. Receptorvasken er 50 % ethanol i alle forsag
bortset fra forsggene med lettere beskadiget hud, hvor receptorvasken var
isotonisk saltvand. Diffusionscellerne placeres i vandbad (35°C ) for at sikre
en temperatur pa omkring 32°C pa hudoverfladen, svarende til normal
hudtemperatur. Hudens integritet sikres ved kapacitansmaling fer forsag
pabegyndes.
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2.2 Eksperimentelt design

Et fast volumen af hjelpestof, aktivstof eller blanding heraf appliceres pa
huden i donorkammeret. Der udtages med fastsatte intervaller prgver fra
receptorkammeret af de applicerede stoffer. Det udtagne volumen erstattes
med frisk receptorveeske, saledes at receptorvolumen holdes konstant.
Koncentrationen af hjelpestof og aktivstof males i de udtagne praver. Ved
gentagne udtagninger over tid vil fluxen af hjalpestof og aktivstof kunne
bestemmes. Under forsggene er der udtaget prover efter typisk 3, 6, 24, 30,
og 48 timer. | de seneste forsgg er der dog ogsa taget praver efter 12 timer
med henblik pa en bedre bestemmelse af specielt lag-time. De i
receptorvaesken malte pesticid-koncentrationer danner basis for
penetrationskurver ud fra hvilke, den totale penetration over 48 timer samt
penetrationshastigheden (fluxen) kan bestemmes. Kurveforlgbene i
naerverende forsgg kan beskrives ved en initiel periode (lag-fase), hvor der
endnu ikke kan observeres nogen penetration. Lag-fasens udstraekning er ikke
et udtryk for, at der ikke treenger pesticid ind i huden, men et udtryk for hvor
lang tid der gar, far pesticidet treenger gennem huden. Efter lag-fasen
observeres en penetration resulterende i stadig stigende koncentration af
pesticid i receptorvaesken og dermed i de udtagne prgver. En kurve over
penetrationen over tid har et tilneermelsesvis sigmoidt forlgb. Haeldningen pa
den kurve er udtryk for penetrationshastigheden og betegnes fluxen. Da lag-
fasens udstraekning varierer bade mellem donorer og mellem pesticider, vil det
kun sjeeldent vaere muligt at udtage praver preacis ved den farste
gennemtraengning af hudmembranen. Lag-fasens udstreekning estimeres ved
at ekstrapolere penetrations-kurverne baglens. Den rapporterede flux er den
maksimale flux observeret gennem forsggsperioden.

Alle tre mal har relevans i vurderingen af penetrationskarakteristika for et givet
stof. Den totale maengde penetreret over en bestemt periodes eksponering, fx
48 timer, anvendes ofte som basis for risikovurdering eller anbefalinger i
relation til anvendelse af handsker i arbejdsmiljgsituationer. Tallet bgr dog,
som det fremgar af nedenstaende figur (figur 2) ikke sta alene, men suppleres
med de to kinetiske mal, flux samt lag-time. Figuren viser saledes, at samme
totale penetration kan fremkomme pa basis af to helt forskellige
penetrationskurver. | arbejdsmiljgsammenhange vil der saledes ikke veere tvivl
om, hvilket stof man ville foretraeekke ved en eksponeringstid under 4-5 timer,
medens anbefalingen muligvis ville &ndres ved eksponeringstider omkring 6
timer eller lengere.

8
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Figur 2. Teoretiske penetrationskurver for to stoffer med identisk totalpenetration
efter 6 timer, men forskellig lag-time og flux.



2.3 Variabilitet og statistik

Anvendelsen af hud fra forskellige donorer betinger en naturlig heterogenicitet
med deraf fglgende interindividuel variation. Den intraindividuelle variation er
imidlertid mere begranset, og ved at sikre reprasentation af samme donor i
bade eksperimentel og kontrolgruppe kan man opna valide resultater med
gruppesterrelser pa 6-8 diffusionsceller per stof (9,10). Tidligere forsgg har
vist, at huden opretholder fuld barrierefunktion i over 72 timer, hvilket
muligger bade kortere og leengere eksponeringsperioder. Grundet
gruppestgrrelsen og en erfaringsmaessig venstreforskydning af
fordelingskurven anvendes som udgangspunkt non-parametrisk statistik.

2.4 Kemiske analyser

Maling af mangden af pesticid i en prgve sker ved spektrofotometrisk maling
i forhold til en standardkurve efter en primear separation ved hjelp af et
HPLC apparatur (9). Separationen pa HPLC sker, ved at stofferne presses
gennem en kolonne, hvor stofferne tilbageholdes i forskellig grad afhaengig af
deres polaritet. Safremt to stoffer ligner hinanden kemisk, vil de derfor
potentielt kunne interferere ved HPLC analyse. Ved analyse af
kombinationsforsggene viste det sig vanskeligt at adskille to af pesticiderne ved
den hidtidige anvendte separation pa HPLC, hvorfor der matte anvendes en
del ressourcer (=tid) pa @ndring og optimering af HPLC gradient/Igbeveeske
for at muliggere valid maling af begge pesticider. Det er saledes alene
separationen, der er e&ndret, medens kvantificeringen af de tre pesticider er
identisk med tidligere forsgg (9).

Tabel 1. Kemiske karakteristika for anvendte modelstoffer.

Modelstof Mol-veegt Log P, Oplgselighed Retentionstid pa
(9/mol) (g9/L vand) HPLC (min)

Dimethoate 229.2 0.7 23.8 3.45

Pirimicarb 238.3 1.7 3.0 3.41

Paclobutrazol 293.8 3.2 0.026 4.50

Methiocarb 225.3 3.34 0.027 5.17

Prochloraz 376.7 4.4 0.034 4.96

2.5 Delstudier
2.5.1 Delstudie 1 — Hjeelpestoffers egeneffekt

I dette delstudie sammenlignes tre udvalgte hjelpestoffer med betydelig
anvendelse i Danmark med nonylphenolethoxylat med hensyn til effekt pa
hudens barrierefunktion og pa medierende effekt over for udvalgte
modelstoffer.

2.5.2 Delstudie 2 - Kombinationseffekter

Folk, der arbejder i vaeksthuse, eksponeres ofte for pesticider ved almindelig
handtering af pesticidbehandlede planter. Pesticiderne anvendes og udlagges i
en formulering, der bl.a. indeholder hjelpestoffer. Disse hjelpestoffers
potentielle mulighed for at gge absorptionen af det aktive pesticid er generelt
ukendt. I delstudie 2 undersgges et antal pesticider med relevans for danske
forhold i deres tekniske salgsformulering, som aktivt stof alene og desuden i
kombination med forskellige hjalpestoffer og andre aktivstoffer. De alternative
hjeelpestoffer er udvalgt pa basis af resultaterne fra delstudie 1.
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2.5.3 Delstudie 3 — Handskers beskyttelseseffekt

Arbejdsprocedurer ved handtering af pesticider foreskriver ofte brug af
handsker. Hjelpestoffers evne til at gge handskegennemtraengeligheden af
forskellige humanrelevante kemiske forbindelser er stort set ikke undersggt
bortset fra et enkelt studie af permeabiliteten over for natrium lauryl sulfat
(16). I delstudie 3 vil handskemateriale blive placeres ovenpa stratum
corneum og den integrerede barrierefunktion vurderet efter eksponering til
aktivstoffer og hjeelpestoffer eller kombinationer heraf. Relevante
handskematerialer (latex og nitril) undersgges.

2.5.4 Delstudie 4 — Penetration gennem beskadiget hud

Undersggelser af penetrationsegenskaber og mulige effekter pa hudens mere
generelle barrierefunktion gennemfgres bade in vivo og in vitro pd mennesker
savel som forsggsdyr. | alle tilfelde gares en betydelig indsats for at sikre at
den undersgagte hud er intakt, ensartet og med optimale barriereegenskaber.
Imidlertid kendetegnes virkeligheden hos den enkelte medarbejder ofte af en
hudstatus, der er markant ringere i forhold til intakte barriereegenskaber. Der
kan saledes veere tale om at leengere tids arbejde med fugtige planter, at vand
har opblgdt henderne, eller tilstedeverelse af smarifter og irriteret hud.
Denne virkelighed afspejles ikke i hidtidige guidelines (9) samt gennemfgarte
eksperimentelle studier, og betydningen i kvantitative termer for meengden af
absorberet fremmedstof er stort set ukendt, men generelle skan naevner
muligheden for en 2-9 ganges forgget penetration (17). | delstudie 4 er en
eksperimentel model med lettere beskadiget hud valideret og anvendt til
belysning af betydningen af en beskadiget hud for dermal penetration af
udvalgte pesticider.



3 Delstudie 1 - hjaelpestoffers
egeneffekt

3.1 Baggrund

Visse hjelpestoffer vides at pavirke hudens barrierefunktion. Ved substitution
er det saledes vaesentligt at anvende stoffer, der ikke i sig selv nedsetter
hudens barrierefunktion.

3.2 Formal

Formalet med dette delstudie var at sammenligne udvalgte hjelpestoffers
egeneffekt over for hudens barriereegneskaber. Referencerammen er vand,
som vides ikke at pavirke barrieren, SLS (natrium lauryl sulfat; Sigma; MW =
288.4g/mol), som vides at kompromittere barriereintegriteten, samt
nonylphenolethoxylat (12 a&ter-grupper; Promochem GmbH; MW= 748
g/mol), der hidtil har veeret anvendt i betydeligt omfang som hjeelpestof i
salgsformuleringen af flere bekeempelsesmidler.

3.3 Valg af hjalpestoffer

De to hyppigst anvendte hjeelpestoffer, propylenglycol (Fluka; MW = 76.1
g/mol) og ethylenglycol (Prolabo; MW = 62.1 g/mol), samt lignosulfonsyre
(Aldrich; hgjmolekylaert polymerprodukt med MW = 18,000-52,000 g/mol)
er anvendt i naerveerende undersggelse. Valget af hjelpestoffer er baseret pa
oplysninger fra Miljgstyrelsens pesticidkontor (via Pia Berthelsen,
Fadevaredirektoratet) om forbrugsmgnster for hjeelpestoffer i Danmark. Alle
tre hjelpestoffer er pa den prioriterede liste for stoffer, om hvilke man gnsker
EU-risikovurdering. Denne undersggelse fokuserer pa hjelpestoffernes
pavirkning af hudens barriereegenskaber, medens en diskussion af
hjelpestoffernes potentielle helbredseffekter kan findes hos Tobiassen et al.
(18,19).

3.4 Eksperimentel model

Den i indledningen beskrevne model (pkt. 3.4) samt eksperimentelle design
(pkt. 3.5) er anvendt. Hudbarrierens integritet er saledes vurderet ved maling
af kapacitansendringer over tid samt ved maling af penetration af tritieret
vand. De to metoder har tidligere vist sig kvalitativt at stemme overens i
forhold til information om hudens integritet, hvorfor kommende delstudier
involverende pesticidanalyser primert vil anvende kapacitansmalet som
indikation for den initiale status for hudens barrierefunktion.
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3.5 Praktisk forsggsforlagb

Dag 1 opsettes celler med human hud. Efter 16-20 timer kontrolleres hudens
integritet ved kapacitansmaling. Anvendelige celler tilsettes donorstof. Der
males kapacitans og udtages prgver pa fastlagte tidspunkter i lgbet af de
falgende 48 timer. Herefter afsluttes forsaget, og udtagne prever fra
receptorkammeret males (beta-taller). En forsggsserie streekker sig saledes
over knap 4 arbejdsdage plus analysetid.

3.6 Gennemfgrte forsgg
Nedenfor fremgar de undersggte stoffer samt de anvendte koncentrationer,

der er valgt sdledes, at den hgjeste er sterre end de i feerdigprodukter normalt
anvendte koncentrationer.

Nonyl- Natrium lauryl Ethylen- Propylen- Ligno-sulfonsyre
phenol- sulfat (SLS) glycol glycol
ethoxylat
Konc. 2.5mM 0.2% (TmM) 2.5mM 2.5mM 1.0%(~0.25mM)
Konc. 10 mM 1.0% (35mM) 10 mM 10 mM 4.0% (~1mM)

3.7 Resultater

Der er en meget begreenset variation mellem de gennemsnitlige kapacitanser
til tiden t=0 (tabel 2). Resultaterne viser saledes en hgj grad af ensartethed i
forhold til udgangspunktet for vore eksperimentelle undersggelser.
Kapacitansen pa celler udsat for SLS gges signifikant med tiden, ligesom
dosis ogsa ses at have indflydelse. Penetrationen af tritieret vand i SLS-
behandlede celler nar 300-400% af kontrollen (tabel 2). Som det eneste blandt
de gvrige hjeelpestoffer, der er anvendt, gger nonylphenol-ethoxylat markant
kapacitansen, dog kun ved den hgjeste koncentration. De resterende
hjeelpestoffer synes saledes ikke at pavirke integriteten af hudbarrieren
malbart. Trods bevaret integritet ses dog en nasten fordoblet penetration af
tritieret vand efter behandling med flere af hjelpestofferne. Som eneste af de
testede hjeelpestoffer synes lignsulfonsyre faktisk at stabilisere
barrierefunktionen, saledes at den tidsrelaterede nedsattelse af hudens
integritet i forsggsopstillingen udskydes (tabel 2). Denne laengere tids
opretholdelse af fuldt intakt barriere resulterer da ogsa i en mindre penetration
end i kontrollerne med rent vand (tabel 2).



Tabel 2. Resultater fra undersggelse af hjelpestoffers egeneffekt pa hudens
integritet. Kapacitans er malt ved forsggets begyndelse, efter knapt et dggn samt ved

forsggsafslutning medens penetration af tritieret vand er opgjort over 48 timer.

Hjeelpestof Kapacitans (nF Penetration af
Navn Konc. (mM) | t=0timer | t=21timer | t=48timer | H,0 (% af vand)

Vand (neg. 40 43 65 100
kontrol)
SLS (pos. 7 (0.2%) 46 345 840 340
kontrol) 35 (1.0%) 27 461 7180 410
Ethanol (24%) 34 40 46 180
Nonyl-phenol- 2.5 37 44 58 190
ethoxylat 10 47 109 124 220
Ethylen-glycol 2.5 44 53 57 220

10 42 44 52 110
Propylen-glycol 2.5 55 61 74 290

10 43 46 50 110
Lignosul-fonsyre 0.25 33 34 35 66

1.0 41 44 47 89

3.8 Resultat-oversigt

vand:

SLS:

Ethanol:

Nonylphenol:

Ethylenglycol:

Propylenglycol:

Lignosulfonsyre:

fungerer som negativ kontrol, og viser da ogsa intakt
barrierefunktion efter 48 timer.

positiv kontrol, og resultater viser en dosis- og tidsafhangig
nedbrydelse af hudens barrierefunktion. Den mest markante
og falsomme effektparameter er kapacitansmalingen.
hyppigt anvendt oplgsningsmiddel mhp gget
vandblandbarhed. @ger penetrationen af tritieret vand
(180%) uden at pavirke kapacitansen signifikant.

2.5 mM pavirker ikke kapacitans, hvorimod penetration af
tritieret vand nasten fordobles. Den hgjere koncentration
(10 mM) fordobler savel kapacitans som mangden af
tritieret vand, der penetrerer i lgbet af 48 timer.

pavirker ikke kapacitansen, medens penetrationen af tritieret
vand er fordoblet ved den lave koncentration.

pavirker ikke kapacitansen, medens penetrationen af tritieret
vand er tredoblet ved den lave koncentration.

pavirker ikke kapacitans eller penetration af tritieret vand
ved hverken hgj eller lav koncentration.

3.9 Konklusion pa hjelpestoffers egeneffekt

De tre undersggte hjelpestoffer (ethylenglycol, propylenglycol,
lignosulfonsyre) er velegnede da de ikke synes at gge kapacitansen. Imidlertid
gger begge glycoler penetrationen af vand markant. Efter diskussion i
folgegruppen besluttedes at begraense efterfglgende delstudier til anvendelse af
to hjeelpestoffer: ethylenglycol samt propylenglycol.
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4 Delstudie 2 — kombinationseffekter

4.1 Aktivstoffer

Variabiliteten i hudpenetration mellem enkeltindivider beskrives ofte som
vaerende omkring 50 %, hvorfor man normalt tilstraeber, at flere donorer
indgar i et eksperimentelt setup, ligesom antallet af celler per gruppe typisk er
8-10. Nedenstaende data (Tabel 3-5) demonstrerer denne variabilitet, men
understgtter ogsa, at det ved anvendelse af tilstraekkeligt antal celler er muligt
at opna en rimelig datakvalitet. Andre publicerede undersagelser beskriver en
lag-time for pirimicarb pa 18 timer, hvilket svarer til nerveerende data (Tabel
5). Sammenlignes methiocarb og pirimicarb ses markante forskelle bade hvad
angar lag-time og flux. Lag-time er saledes halv sa lang for methiocarb (Tabel
8), ligesom flux’en er noget stgrre. Samlet set, giver det en ganske betydelig
sterre hudpenetration over 48 timer. Arsagen til forskellene mellem de to
pesticiders penetrationsegenskaber skal ikke findes i deres starrelse, idet
molvagtene er ret ens (225 kontra 238 g/mol), men derimod i deres
oplgseligheder, hvor methiocarb har en logP, pa 3.3 sammenlignet med
pirimicarbs 1.7. LogP_ er et mal for forholdet mellem oplgseligheden i
octanol og i vand, og en lavere logP_ betyder altsa en hgjere grad af
vandoplgselighed og dermed en under normale omstendigheder darligere
evne til at passere membraner. De praktiske resultater synes saledes at stemme
overens med de teoretiske overvejelser.

Det bgr endvidere bemeaerkes, at flere opslagsvarker beskriver
hudabsorptionen af disse to pesticider som seerdeles begraenset. Det kunne
formodes, at denne konklusion var baseret pa studier med observations-
perioder under 8 timer. Begge pesticider har i den anvendte eksperimentelle
opsztning en lag-time omkring 8-15 timer, hvilket betyder, at forebyggende
tiltag i form af regelmassig handvask burde have en virkning. Imidlertid tager
lag-time for de rene pesticider ikke hgjde for den maengde stof, der potentielt
er absorberet i huden, men endnu ikke er penetreret. En undersggelse af dette
aspekt vil kraeve et forsggs-design, der anvender en begraenset eksponeringstid
efterfulgt af en leengere observationsperiode. Forsgg af denne karakter er
under gennemfgrelse i forbindelse med det parallelt forlgbende EU-projekt.
Herudover vil der, som der vil fremga senere, kunne findes ganske betydende
forskelle mellem resultater opnaet med rene stoffer og resultater opnaet med
brugsoplgsninger. En manglende penetration af rene stoffer over 8 timer kan
saledes ikke umiddelbart tages til indteaegt for, at penetrationen under normale
arbejdsforhold er fravaerende og anvendelsen af handsker ungdvendig.

4.2 Aktivstoffer + hjelpestoffer

Den perkutane penetration af de tre pesticider er undersggt under
tilstedeveerelse af de to hjeelpestoffer (ethylenglycol og propylenglycol).
Kemiske analyser er gennemfgrt for samples fra forsggene med pirimicarb og
methiocarb. Resultaterne fra forsggene med pirimicarb viser, at de to
hjelpestoffer gger fluxen lidt, ligesom lag-time nedseattes med 10-20 %.
Samlet giver tilstedevearelse af ethylenglycol anledning til en 20 % foraget
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mangde penetreret pirimicarb i lgbet af 48 timer, medens den tilsvarende
forggelse med propylenglycol er omkring 40 %. For methiocarb er effekten
betydeligt mere begranset, idet en hjeelpestof-betinget forgget flux opvejes af
en lettere forgget lag-time, der samlet giver anledning til naesten uendrede
absorptionsdata over en 48 timer periode.

Det er her vaesentligt at bemerke de &ndringer, som sker med lag-time, hvor

man ved methiocarb ser en ggning, medens man ved pirimicarb ser en

nedsattelse. Arsagen til netop denne parameters betydning er, at
eksponeringstiden under normal anvendelse af produkterne er af kortere

varighed.

Set i lyset af de to hjelpestoffers neutrale egenskaber over for hudens

barrierefunktion (delstudie 1) er de om end sma effekter, der ses i

narveerende delstudie, spaendende, da de indikerer en facilitering af

absorptionen af pirimicarb enten ved forgget passiv diffusion eller via binding
mellem pesticid og hjalpestof. For methiocarb ses denne effekt ikke, men
methiocarb er jo ogsa i forvejen lettere absorberbart som fglge af hgjere
lipofilicitet (lavere vandoplgselighed).

Tabel 3. Effekt af ethylenglycol (EG; 10mM) og propylenglycol (PG; 10mM) pa flux af
pirimicarb (0.2mM) gennem human hud. Flux er udtrykt som medianvardier i enheden

nmol/time x cm?.

Antal Pirimicarb Pirimicarb Pirimicarb
celler/gruppe +EG + PG
Forsagg 8 6 0.284 0.256 0.143
Forsgg 8% 6 0.263 0.320 0.352
Forsag 13 6 0.406 0.417 0.368
Total median 18 0.284 0.320 0.352

Tabel 4. Effekt af ethylenglycol (EG; 10mM) og propylenglycol (PG; 10mM) pa

penetreret mengde af pirimicarb (0.2mM) gennem human hud i lgbet af 48 timer
kontinuerlig eksponering. Mengden er udtrykt som medianvardier i enheden

nmol/cm?,
Antal celler/gruppe Pirimicarb Pirimicarb Pirimicarb
+EG + PG
Forsgg 8 6 10.0 9.8 5.6
Forsgg 8% 6 8.9 12.1 14.2
Forsgg 13 6 15.6 15.3 14.4
Total median 18 10.0 12.1 14.2

Tabel 5. Effekt af ethylenglycol (EG; 10mM) og propylenglycol (PG; 10mM) pa lag-time
for pirimicarb (0.2mM) gennem human hud. Lag-time er udtrykt som medianvardier i

enheden timer.

Antal celler/gruppe Pirimicarb Pirimicarb Pirimicarb
+EG + PG
Forsgg 8 6 16.2 12.7 13.5
Forsgg 8Y2 6 16.7 14.7 12.9
Forsgg 13 6 17.1 16.6 13.9
Total median 18 16.7 14.7 13.5




Tabel 6. Effekt af ethylenglycol (EG; 10mM) og propylenglycol (PG; 10mM) pa flux af
methiocarb (0.2mM) gennem human hud. Flux er udtrykt som medianvardier i enheden

nmol/time x cm?,

Antal celler/gruppe Methiocarb Methiocarb Methiocarb
+EG + PG
Forsgg 16 6 0.683 0.692 0.680
Forsgg 17 6 0.565 0.758 0.710
Forsgg 19 6 0.698
Total median 0.683 0.725 0.695

Tabel 7. Effekt af ethylenglycol (EG; 10mM) og propylenglycol (PG; 10mM) pa

penetreret mengde af methiocarb (0.2mM) gennem human hud i lgbet af 48 timer
kontinuerlig eksponering. Me&ngden er udtrykt som medianvardier i enheden

nmol/cm?,
Antal celler/gruppe Methiocarb Methiocarb Methiocarb
+EG + PG
Forsgg 16 6 425 33.7 37.7
Forsgg 17 6 20.5 31.2 30.9
Forsgg 19 6 36.0
Total median 36.0 32.5 34.3

Tabel 8. Effekt af ethylenglycol (EG; 10mM) og propylenglycol (PG; 10mM) pa lag-time
for methiocarb (0.2mM) gennem human hud. Lag-time er udtrykt som medianverdier i

enheden timer.

Antal celler/gruppe Methiocarb Methiocarb Methiocarb
+EG + PG
Forsgg 16 6 5 5 5
Forsgg 17 6 10-12 10-12 10-12
Forsgg 19 6 6
Total median 6 8-10 8-10

4.3 Kombinationseffekter mellem aktiv- og hjelpestoffer

Erfaringer fra flere projekter med relation til danske gartnerier tilsiger, at flere
bekaempelsesmidler ofte optraeeder samtidig i samme kulturer, enten fordi man
anvender dem samtidig, eller fordi man med ganske korte intervaller anvender
dels bekeempelsesmidler og dels retarderingsmidler. Derfor gennemfgres en
reekke eksperimenter med det mal at studere, hvorvidt den samtidige
tilstedeveerelse af pesticid-2 pavirker penetration, flux, og lag-time af pesticid-
1 og omvendt. Alle tre pesticider (methiocarb, pirimicarb, paclobutrazol)
anvendes alene eller parvis. Herudover undersgges, hvorvidt tilstedeveerelsen
af hjelpestoffer (SLS, ethylenglycol, propylenglycol) yderligere pavirker
penetration og flux af de to pesticider i blandingen.

Pesticiderne er anvendt i samme koncentration i forsgg med enkeltstoffer savel
som i kombinationsforsggene. Man kunne argumentere for, at man i
kombinationsforsgg burde sigte mod anvendelse af samme totalkoncentration
af pesticid, hvilket ville betyde, at man i kombinationsforsgg med to pesticider
skulle halvere koncentrationen af aktivstof. Vi har imidlertid valgt at bibeholde
de oprindelige koncentrationer ogsa i kombinationsforsggene. Baggrunden
herfor er, at man brugssituationen pa gartnerier vil anvende midlerne med
forskellige formal (fx paclobutrazol til retardering og methiocarb som
bekeempelsesmiddel), hvorfor man ikke vil seenke koncentrationerne.
Koncentrationen af pesticiderne er saledes 0.2mM i alle forsgg, medens

koncentrationen af hjelpestofferne propylenglycol, SLS, og ethylenglycol er
henholdsvis 10mM, 7mM, og 10mM.
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4.3.1 Resultater af kombinationsforsgg

Overordnet dokumenterer resultaterne en metode med en ganske
tilfredsstillende reproducerbarhed, der kommer til udtryk i de begraensede
variationer. Det skal i den forbindelse papeges, at der i tabellerne er anvendt
SEM-verdier. SEM beregnes ved at dele SD med kvadratroden af antallet af
observationer, og anvendes i tilfelde, hvor man frem for sammenligning af
enkeltvaerdier gnsker sammenligning af grupper alene. Da vi ved, at den
individuelle variation mellem donorer er betydelig, er det alene
sammenligninger pa gruppebasis, der sigtes imod.

4.3.1.1 Methiocarb

Undersggelserne med methiocarb viser, at hverken pirimicarb eller
paclobutrazol influerer betydende pa penetration af methiocarb (Tabel 9).
Flux af methiocarb nedszttes med knap 20 % ved samtidig eksponering for
pirimicarb eller paclobutrazol, men &ndringerne er ikke statistisk signifikante.
Ligeledes ses en tilsyneladende nedsat lag-time for methiocarb ved samtidig
tilstedeveerelse af pirimicarb (Tabel 7). Samlet er det begraenset, hvor meget
den dermale penetration af methiocarb pavirkes af tilstedevarelse af
pirimicarb eller paclobutrazol.

Tilstedeverelse af enten propylenglycol, ethylenglycol, eller SLS synes ikke at
endre pa fraveeret af markant indflydelse fra pirimicarb eller paclobutrazol pa
den dermale penetration af methiocarb (Tabel 9). Overordnet set, er der en
tendens til, at de valgte hjelpestoffer mindsker den samlede dermale
penetration af methiocarb over forsggsperiodens 48 timer. Statistisk
signifikans opnas dog kun for ethylenglycols indflydelse sammen med
paclobutrazol pa penetrationen af methiocarb. Effekterne er imidlertid
begraensede, idet en nedsat flux oftest er modsvaret af en nedsat lag-time,
saledes at den samlede penetration over 48 timer er stort set uendret. SLS
synes i begge kombinationsforsgg at reducere lag-time, mens ethylenglycol
som det eneste af de anvendte hjaelpestoffer ikke synes at pavirke de malte
penetrations-karakteristika for methiocarb.

Tabel 9. Effekt af kombineret eksponering for pirimicarb (0.2mM) eller paclobutrazol
(0.2mM), samt effekt af tre hjelpestoffer pa den dermale penetration og flux af
methiocarb (0.2mM). Resultaterne pa penetration gennem 48 timer og flux er givet som
mean + SEM.

Pesticid Hjeelpe- N Penetration af Flux af methiocarb Lag-time

eksponering stof methiocarb efter 48 t (nmol/cm2/h) (timer)
(nmol/cm2)

Methiocarb (meth.) - 11 27.17 + 4.03 0.97 +0.14 10.6

Meth.+ pirimicarb - 10 26.98 + 3.26 0.80 + 0.08 7.4

Meth.+ - 1 25.22 +2.39* 0.81+0.12 10.6

paclobutrazol

Meth.+ pirimicarb PG 10 25.27 +1.71 0.82 + 0.09 8.7

Meth.+ pirimicarb SLS 10 22.89 +2.62 0.67 +0.13 4.7

Meth.+ pirimicarb EG 10 21.29 +1.95 0.66 + 0.06 9.5

Meth.+ PG 10 22.33+2.89 0.65 + 0.06 5.7

paclobutrazol

Meth.+ SLS 9 22.05+3.02 0.62 +0.08 6.0

paclobutrazol

Meth.+ EG 9 18.87 + 1.49* 0.62 + 0.06 10.5

paclobutrazol

PG - Propylenglycol (10mM); SLS - Natrium Lauryl Sulfat (TmM);
EG - Ethylenglycol (10mM)
* - signifikant forskellige; Students t-test, p<0.05.




Sammenlignes penetration over 48 timer, flux, samt lag-time for methiocarb
med tilsvarende resultater fra de tidligere forsgg (Tabel 6, 7, 8) ses, at der er
forskelle. Arsagen er sandsynligvis, at der i de tidlige forsgg ikke blev udtaget
prever efter 12 timer, men fgrst efter 24 timer. Herved har man ikke mulighed
for at fa den nedre del af den sigmoide penetrationskurve preasenteret. For et
stof med en relativ kort lag-time og relativ hgj flux betyder det, at man efter
24 timer har passeret sigmoidkurvens vendepunkt og derfor vil undervurdere
den maksimale flux (idet den vil veere til stede initialt inden 24 timer). Dette
stemmer overens med, at der i de seneste forsgg, hvor der er datapunkter
under 24 timer, findes en markant stagrre maksimal-flux (Tabel 6 versus Tabel
9). Lag-time er ikke markant forskellig mellem de to forsggsserier, og ligger
mellem 6 og 10 timer.

4.3.1.2 Pirimicarb

Hverken methiocarb eller paclobutrazol &ndrer betydende pa penetration,
flux, eller lag-time for pirimicarb (Tabel 10). Alle tre hjeelpestoffer synes at
nedsatte den dermale penetration samt den maksimale flux af pirimicarb i
kombinationsforsggene med methiocarb eller paclobutrazol (Tabel 10). Mest
markant, og statistisk signifikant, er den 40 % nedsatte penetration af
pirimicarb efter samtidig eksponering for methiocarb og ethylenglycol.
Effekten er betinget af en nedsat flux, idet den ggede lag-time kun bidrager
ganske lidt til den samlede penetration over 48 timer (Tabel 10). Det
bemarkes, at SLS i lighed med andre undersggelser forarsager en nedsat lag-
time ogsa i disse forsgg, mens ethylenglycol tilsyneladende gger lag-time.

Tabel 10. Effekt af kombineret eksponering for methiocarb (0.2mM) eller
paclobutrazol (0.2mM), samt effekt af tre hjelpestoffer pa den dermale penetration
og flux af pirimicarb (0.2mM). Resultaterne pa penetration gennem 48 timer og flux er
givet som mean + SEM.

Pesticid Hjeelpe- N Penetration af Flux af pirimicarb Lag-time

eksponering stof pirimicarb efter 48 h (nmol/cm2/h) (timer)
(nmol/cm2)

Pirimicarb (piri) - 12 19.50 + 1.36 0.56 + 0.05 10.1

Piri+ methiocarb - 11 19.52 + 2.51* 0.56 + 0.09 9.6

Piri+ - 12 18.55 + 1.29 0.49 +0.02 8.8

paclobutrazol

Piri+ methiocarb PG 10 14.57 + 1.57 0.40 + 0.05 9.6

Piri+ methiocarb SLS 10 13.83 +2.93 0.39+0.10 7.4

Piri+ methiocarb EG 9 11.41 + 2.02* 0.35 + 0.06 12.5

Piri+ PG 9 15.77 + 1.71 0.45+0.03 95

paclobutrazol

Piri+ SLS 10 17.73+2.21 0.42 +0.05 6.2

paclobutrazol

Piri+ EG 10 17.21+2.90 0.50 + 0.11 11.2

paclobutrazol

PG - Propylenglycol (10 mM); SLS - Natrium Lauryl Sulfat (7 mM);
EG - Ethylenglycol (10mM)
* - signifikant forskellige; Students t-test, p<0.05.

Sammenlignes penetration over 48 timer, flux, samt lag-time for pirimicarb
med tilsvarende resultater fra de tidligere forsgg (Tabel 3,4,5) ses, at der er
forskelle. Arsagen er sandsynligvis, at vi i de tidlige forsgg ikke udtog prever
efter 12 timer, men farst efter 24 timer. Herved har man ikke mulighed for at
fa den nedre del af den sigmoide penetrationskurve prasenteret. For et stof
med relativ kort lag-time og relativ lav maksimal-flux betyder det, at man ikke
har passeret sigmoidkurvens vendepunkt og derfor hyppigt vil overestimere
lag-time. Lag-time vurderes da ogsa til knap 17 timer i de farste delforsag,
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mens de senere eksperimenter viste en estimeret lag-time pa omkring 10

timer.

4.3.1.3 Paclobutrazol
I modsetning til methiocarb og pirimicarb synes penetration og flux af
paclobutrazol klart pavirket af den samtidige tilstedevaerelse af methiocarb
eller pirimicarb. Séledes reducerer samtidig eksponering med methiocarb
penetrationen af paclobutrazol med nasten 25 %, medens samtidig
pirimicarb-eksponering signifikant gger penetrationen af paclobutrazol med

knap 80 % (Tabel 11, Figur 3).

Tabel 11. Effekt af kombineret eksponering for methiocarb (0.2mM) eller pirimicarb
(0.2mM), samt effekt af tre hjelpestoffer pd den dermale penetration og flux af
paclobutrazol (0.2mM). Resultaterne pa penetration gennem 48 timer og flux er givet

som mean + SEM.

Pesticid Hjeelpe- N Penetration af Flux af Lag-time
eksponering stof paclobutrazol efter paclobutrazol (hours)
48 h (nmol/cm2) (nmol/cm2/h)

Paclobutrazol 17 12.09 + 1.57* 0.37 + 0.04* 15.3
(paclo)

paclo+ methiocarb 11 9.28 + 0.96 0.38 + 0.06 17.0
Paclo+ pirimicarb 11 2151 +1.47* 0.73 + 0.09* 13.1
Paclo+ methiocarb PG 10 11.08 + 1.23 0.35+0.03 10.1
Paclo+ methiocarb SLS 9 10.12 + 0.94 0.34 + 0.05 12.9
Paclo+ methiocarb EG 9 9.39 +0.83 0.28 + 0.05 11.8
Paclo+ pirimicarb PG 9 18.13 + 1.65 0.65 + 0.08 13.5
Paclo+ pirimicarb SLS 10 18.55 + 1.77 0.56 + 0.07 10.9
paclo+ pirimicarb EG 10 19.78 + 2.73 0.58 + 0.10 11.7

PG - Propylenglycol (10mM); SLS - Natrium Lauryl Sulfat (7mM); EG - Ethylenglycol (10mM)
* - signifikant forskellige; Students t-test, p<0.001.
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Figur 3. Penetration af paclobutrazol (paclo) alene eller i kombination med enten
pirimicarb (piri) eller methiocarb (meth). Koncentration af pesticiderne var initielt
0.2mM i donorkammeret. Hvert punkt pa kurven repraesenterer gennemsnitsvardien

fra 11-17 celler.

Den markant forggede penetration af paclobutrazol over 48 timer ved
samtidig eksponering for pirimicarb er primart begrundet i en fordoblet flux
(Tabel 11). Resultater fra forsggene med hjeelpestoffer antyder ikke, at disse i




sig selv betinger yderligere &ndringer af paclobutrazols flux (Tabel 11).
Derimod synes hjelpestofferne i relation til paclobutrazol at nedsette lag-time
- i kombinationsforsggene med paclobutrazol og methiocarb ganske markant.
Den nedsatte lag-time og &ndrede flux i disse forsgg resulterer da ogsa i en
lidt forgget penetration over 48 timer (Tabel 11).

4.4 Konklusion pa kombinationsforsag

Kombinationsforsggene med aktivstoffer viser, at de to carbamater ikke i
betydende omfang pavirker hinandens penetrationskarakteristika.
Paclobutrazol synes heller ikke at pavirke penetration, flux, eller lag-time for
de to carbamater, mens begge carbamater pavirker penetrationen af
paclobutrazol. Samlet ma det konkluderes, at kombinationseffekter eksisterer
og kan resultere i savel gget som nedsat penetration.

Denne konklusion er i overensstemmelse med tidligere undersggelser med
insekticidet diethyl-m-toluamide (DEET), der i nogen studier postuleres at
gge penetrationen af andre stoffer (20), medens andre og nyere studier har
vist, at DEET nedsatter den dermale absorption af bade permethrin og
carbaryl (21).

De tre anvendte hjelpestoffer synes generelt at nedseette den samlede
penetration over 48 timer, om end effekten er begrenset. De observerede sma
effekter er betinget af en kombination af en lettere nedsat maksimal flux af de
testede pesticider sammen med en til tider svagt nedsat lag-time. De ikke
saerlig markante effekter af etylenglycol og propylenglycol er i
overensstemmelse med forudgaende forsgg af dels penetration af enkeltstoffer
sammen med hjelpestoffer og dels de indledende undersggelser, der papegede
disse hjeelpestoffers neutralitet over for hudbarrierens integritet.

4.5 Aktivstoffer i salgsformuleringer

Hovedparten af undersggelser over pesticiders dermale penetration
gennemfgres pa aktivstofferne alene, og det er ofte disse undersggelser, der
lzegges til grund for godkendelser samt anbefalinger vedrgrende brug af
veernemidler. I den forbindelse er det imidlertid salgsformuleringerne, der er
interessante, idet disse bestar af blandinger af aktivstof og en raekke
additiver/hjeelpestoffer.

I ovenstaende afsnit har vi undersggt dels effekten af udvalgte og
barriereneutrale hjelpestoffers betydning for penetration af 3 aktivstoffer, dels
betydningen af blandingseksponering. De tre aktivstoffer anvendes i en raekke
produkter, hvoraf to er udvalgt til videre undersggelse for hudpenetration i
den opstillede in vitro model. Det drejer sig om Mesurol, der er en sneglegift
og produceres af Bayer (nu Syngenta) og indeholder aktivstoffet methiocarb,
samt PirimorG, der er et insektmiddel og produceres af Zeneca og har
aktivstoffet pirimicarb. Begge produkter er testet alene og i kombination med
et andet produkt. Undersggelsesdesign samt metode er identisk med tidligere
beskrevne, idet vi dog har lagt et ekstra malepunkt ind efter 12 timer, da vi
forudsa en muligere hurtigere penetration end aktivstofferne alene.

45.1 Mesurol
Mesurol ma anvendes til bekeempelse af snegle i prydplanter og gransager i

veeksthuse, og udstrgs som et granulat. Koncentrationen af aktivstof i
granulatet er 1 %. Den koncentration, som man udsettes for under arbejde, er
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selvsagt vanskelig at beregne eksakt, idet koncentrationen vil veere maksimal
pa ydersiden af granulatet og herefter falde med afstanden grundet almindelig
fortynding. Produktet anbefales brugt i en meaengde af 10 g/m?, svarende til 0,1
g aktivstof per kvadratmeter. Med en molvagt pa 225,4 gram, svarer det til 44
nmol/cm®. Penetrationscellerne i vores forsggsopstilling har et areal pa 2,12
cm?, hvorfor den anbefalede mangde svarer til 94 nmol/celle. Med et
donorvolumen i hver celle pa 600 uL, svarer det til en koncentration i
donorkammeret pa 0,16 mM. Derfor vurderes en testkoncentration pa 0,2
mM, svarende til den der er anvendt for aktivstoffet alene, som relevant.
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Figur 4. Penetration af Mesurol og dets aktivstof methiocarb. Bade Mesurol og
methiocarb er appliceret i donorkammeret med en methiocarb-koncentration pa 0,2
mM. Datapunkterne repraesenterer et gennemsnit af 9-11 enkeltvardier.

Penetrationskurven for Mesurol adskiller sig markant fra aktivstoffet alene
(Figur 4). Der er tale om en reduktion af lag-time fra omkring 10 timer for
aktivstoffet til kun 2 timer i salgsformuleringen (Tabel 12), ligesom fluxen
ogsa er forgget. Samlet resulterer det i en signifikant starre penetration over
48 timer. Det er imidlertid ikke denne forskel, der ud fra et praktisk synspunkt
er mest interessant. Det er derimod den ganske betydelig kortere lag-time, der
betyder, at man under normale arbejdsbetingelser vil risikere absorption af
methiocarb langt hurtigere end oprindelig antaget pa basis af undersggelse af
aktivstoffet alene. De fundne resultater vurderes at have umiddelbar
anvendelse i relation til rad og vejledning omkring hygiejne og anvendelse af
handsker ved omgang med dette pesticid.

Kombinationsforsgget med PirimorG viser, at en eventuel interaktion mellem
de to produkter ikke har nogen indflydelse pa penetrationen af methiocarb fra
Mesurol (Tabel 12). Denne observation svarer udmerket overens med
undersggelsen af aktivstofferne alene.

Tabel 12. Dermal penetration af Mesurol malt som methiocarb samt effekten af
kombineret eksponering med PirimorG. Resultaterne pa penetration gennem 48 timer
og flux er givet som mean + SEM.

Pesticid N Penetration af Mesurol Flux af Mesurol Lag-time

efter 48 h (nmol/cm2) (nmol/cm2/h) (timer)
Mesurol 9 31.44 +2.46 1.39 + 0.22 1.9
Mesurol + 12 3251+1.16 1.25+0.15 34
PirimorG




452 PirimorG

PirimorG anvendes til bekeempelse af bladlus i landbrug, gartneri, frugtavl og
planteskoler. Koncentration af aktivstof i produktet er 50 %, og det udbringes
pa gartnerier i en mangde af 150 gram/1000 m’, svarende til 75 gram
aktivstof per 1000 m’. Analog med beregningerne for Mesurol, svarer det med
en molveegt for pirimicarb pa 238,3 til en koncentration pa 31,5 nmol/cm’.
Med et celleareal pa 2,12 cm’ og et donorvolumen pé 0,6 mL svarer det til
0,11 mM. Derfor vurderes en testkoncentration pa 0,2 mM, svarende til den
der er anvendt for aktivstoffet alene, som relevant.

PirimorG har en lag-time pa omkring 2 timer, hvilket er signifikant mindre
end aktivstoffets godt 10 timer (Figur 5, Tabel 13). Penetrationshastigheden
er derimod rimelig ens for aktivstof og salgsvare, hvorfor der i lgbet af 48
timer kun treenger knap 25 % mere aktivstof gennem huden ved anvendelse af
salsformuleringen i forhold til det rene aktivstof. Imidlertid ggr samme forhold
som for Mesurol sig geeldene i forhold til relevansen af den steerkt nedsatte
lag-time.
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Figur 5. Penetration af PirimorG og dets aktivstof pirimicarb. Bade PirimorG og
pirimicarb er appliceret i donorkammeret i med en pirimicarb-koncentration pa 0,2 mM.
Datapunkterne repraesenterer gennemsnit af 9-12 enkeltvardier.

Hvor PirimorG tilsyneladende ikke pavirker den dermale penetration, flux
eller lag-time for methiocarb fra Mesurol, viser kombinationsforsgget, at
Mesurol ganske tydeligt endrer penetrationsforholdene for Pirimicarb. Vi
finder saledes en 40 % gget flux af pirimicarb i kombinationsforsgget (Tabel
11), hvilket resulterer i en samlet penetration over 48 timer, der er gget med
knap 30 %. Dette fund er i modsetning til kombinationsforsgget med
aktivstofferne alene, hvilket indikerer, at effekten sandsynligvis skyldes de
hjeelpestoffer, der er til stede i salgsprodukterne, hvor man jo ogsa sa en
ganske stor e&ndring mellem methiocarb alene og i salgsformulering.
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Tabel 13. Dermal penetration af PirimorG samt effekten af kombineret

ekponering med Mesurol. Resultaterne pa penetration gennem 48 timer og
flux er givet som mean + SEM.

Pesticid N Penetration af PirimorG efter 48 h Flux af PirimorG Lag-time

(nmol/cm2) (nmol/cm2/h) (timer)
PirimorG 9 23.86 + 2.80* 0.69 +0.11 2.1
PirimorG + 12 30.64 + 1.47* 0.95 + 0.08 4.7
Mesurol

* - signifikant forskellige; Students t-test, p<0.05.

4.6 Konklusion pa effekt af salgsformuleringer

Den betydelige effekt af salgsformuleringerne pa penetrationen af aktivstoffer
er i overensstemmelse med studier gennemfgrt med atrazine, arachlor og
trifluralin, hvor der observeredes en signifikant forgget dermal penetration af
de tre pesticider, nar de blev administreret i deres salgsformuleringer (22).

Den ganske betydelig kortere lag-time observeret for begge pesticider i dette
studie betyder, at man under normale arbejdsbetingelser vil risikere absorption
af pirimicarb og methiocarb langt hurtigere end oprindelig antaget pa basis af
undersggelse af aktivstoffet alene. De fundne resultater vurderes at have
umiddelbar anvendelse i relation til rad og vejledning omkring hygiejne og
anvendelse af handsker ved omgang med disse pesticider.

4.7 Effekt af dosis pa dermal penetration

Nervaerende undersggelse er gennemfgrt under anvendelse af samme
koncentration af pesticid i alle delstudier, hvilket maksimerer muligheden for
sammenligninger mellem forsgg. Forsggene med salgsformuleringer er saledes
ogsa gennemfart ved samme koncentrationer i donorcellerne. Imidlertid er det
vasentligt at dokumentere det omfang, som dosis indvirker pa de malte
penetrations-parametre. Der er derfor gennemfart et forsgg med pirimicarb i
tre koncentrationer.

Tabel 14. Effekt af dosis pa dermal penetration, flux, og lag-time for pirimicarb.

Resultaterne pé penetration gennem 48 timer og flux er givet som mean + SEM.

Dosis N Penetration af pirimicarb over 48 Flux of Pirimicarb Lag-time Kp

(mM) timer. (nmol/cm2/h) (timer) (cm/h)
(nmol/cm?2)

0,1 5 7,09 + 0,57 0,20 + 0,03* 9,2 0,0020

0,4 5 29,57 + 3,68* 1,01 +0,16* 6,0 0,0025

1,0 4 69,65 + 8,03* 2,32 + 0,24* 3,5 0,0023

* - signifikant forskellige; Students t-test, p<0.01.

Resultaterne viser, at man ved stigende dosis mindsker lag-time og signifikant
gger den maksimale flux. Dette giver samlet set anledning til en signifikant
stgrre penetration over observationsperiodens 48 timer (Tabel 14).
Diffusionen over den dermale membran anses for at veere passiv og felge
Ficks lov. Det betyder, at mengden af stof, der penetrerer huden, skal vere
proportional med gradienten mellem donor og receptor; i tilfeeldet med
uendelig receptor altsa proportional med koncentrationen i donor.
Resultaterne dokumenterer meget fint denne sammenheng, idet en 4 eller 10
ganges forgget koncentration i donor resulterer i en henholdsvis 4,2 og 9,8
gange stgrre penetration over 48 timer (Tabel 14). Den eksperimentelle
undersggelse af hudpenetration tager sit afsat i Fick’s lov, der under ideelle
forhold foreskriver en ligefremproportionalitet mellem flux og koncentration. |
tilfeelde med en uendelig donor vil penetrations-koefficienten (Kp) kunne



beregnes som forholdet mellem maksimal flux og koncentrationen i donor. Kp
skal saledes veere uafhangig af koncentrationen anvendt i et konkret
eksperiment. De nasten identiske Kp-verdier (Tabel 14) underbygger saledes
den eksperimentelle metodes validitet.

4.8 Konklusion pa dosis-forsgg

Resultaterne understgtter vores eksperimentelle model og de forudsetninger,
som den anvendes under. Endvidere understreger dette eksperiment det
vaesentlige i, at man ved vurderinger af penetrationsegenskaber for stoffer, der
anvendes i arbejdslivet, anvender relevante koncentrationer i
eksponeringsforsgg, idet man trods tilneermelsesvis identiske Kp-verdier kan
observere forskelle i lag-time.
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5 Delstudie 3 — Handskers
beskyttelseseffekt

5.1 Undersggelsesvariabler

Handskematerialers indflydelse pa aktivstoffers hudpenetration er undersggt
med to pesticider (methiocarb samt pirimicarb). Tre forskellige handsker er
undersggt; to nitril-handsker samt en latex-handske (Conform+ powder free).
De to handsketyper, nitril og latex, er valgt ud fra en viden om hvilke
materialer, der i hverdagen pa arbejdspladser er alternativer. Der er inkluderet
to nitril-handsker (bla nitril - TNT "™ Blue, powder free, Ansell; gren nitril —
Touch N Tuff™, powder free, Ansell Edmont) for at belyse, hvorvidt man
ved anbefalinger alene behgver at feestne sig ved materialet. Herudover er
inkluderet undersggelse af to hjelpestoffers (SLS og propylenglycol)
indflydelse pa ovennavnte pesticiders penetration af handsker og hud.

5.2 Undersggelsesparametre

Fra handskeforsggene rapporteres en kombineret ”break-through-time”, der
er den tid, det tager et stof at gennemtraenge savel handsken som den
underliggende hud og saledes pa sin vis analog med lag-time fra de rene hud-
forsgg. Herudover beregnes fluxen, der i de situationer, hvor denne a&ndrer sig
markant i lgbet af forsggsperioden, rapporteres for savel de ferste 12 timer
efter break-through som for det andet dggn. Relevansen af fluxen i den sidste
periode er primart i relation til de situationer, hvor brugeren, trods
information om at handskerne er engangshandsker, anvender dem gentagne
gange, og derved reelt genoptager en afbrudt eksponeringssituation.

5.3 Eksperimentelt design

Den samme eksperimentelle model som tidligere beskrevet (kap. 2) anvendes
ogsa til dette delstudie, idet der dog er modificeret pa den tid, som
forsggsopstillingen henstar, far eksperimenter pabegyndes ligesom opsetning
af membranen af indlysende grunde er andret, sdledes at der ovenpa den
humane hud monteres et stykke handske. Det er saledes ikke en undersggelse
af gennemtraengeligheden af forskellige handsker, der er fokus i dette
delstudie, men den samlede penetrationen af bade handske og underliggende
hud.

5.4 Resultater

5.4.1 Methiocarb

Break-through-time (BT) for methiocarb var 7,5 timer for savel latex som bla
nitril, mens BT var 10,5 timer for gren nitril (Tabel 15). Da lag-time fra

tidligere forsgg er fundet til melem 6 og 10 timer, indikerer det, at handsker
som sadan ikke nedsatter den tid, det tager, far methiocarb optraeder pa
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undersiden af huden. Resultaterne antyder dog, at den grgnne nitrilhandske
yder en lidt bedre beskyttelse, hvis man alene hafter sig ved BT. Tallene fra
Tabel 16-18 viser imidlertid, at fluxen af methiocarb er markant mindre i de
forsgg, hvor der er anvendt en handskemembran. Det betyder, at handskerne,
selvom de ikke gger den tid, det tager, far methiocarb kan males under huden,
signifikant nedsetter den efter-faglgende penetrationshastighed, hvorved
handskerne virker klart reducerende pa absorptionen efter samme
eksponering. Sammenlignes resultaterne fra forsggene med latexhandsker og
gragnne nitril-handsker (Tabel 16 og Tabel 17) ses, at fluxen er nasten
identisk i det farste og andet dagn for nitril-handsken, mens fluxen mere end
fordobles for latexhandsken i det andet dagn. Dette indikerer, at
nitrilhandskens barriere-funktion forbliver intakt over 48 timer, mens
latexhandskens med tiden nedsattes. | det andet dggn naermer fluxen sig
saledes situationen uden handsker indikerende en meget begranset

beskyttelsesgrad.

Tabel 15. Breakthrough times for methiocarb og pirimicarb gennem handske og

hudbarriere.

Breakthrough time* for methiocarb Breakthrough time* for pirimicarb
Latex 75 R
Nitril (bl3) 7.5 -
Nitril (grgn) 10.5 12

* Back-extrapolation fra penetrationskurver
® SLS nedsatte svagt BT (BT ~ 6h) og propylenglycol foragede BT (BT~ 12 h)

Tabel 16. Effekt af SLS og propylenglycol pa flux af methiocarb gennem latexhandsker.
Flux udtrykkes i nmol/cm?/h.

Flux (12-24 h) Flux (24-48 h)
N Mean (SEM) N Mean (SEM)
Control 16 0.22 (0.04) 8 0.53 (0.07)
+SLS 13 0.27 (0.09) 8 0.51 (0.07)
+ propylenglycol 17 0.18 (0.02) 8 0.27 (0.06)*

* signifikant forskellig fra control (Students t-test; p<0.05)

Tabel 17. Effekt af SLS og propylenglycol pa flux af methiocarb gennem nitril
handsker (grgn nitril). Flux angives som mean veerdier med SEM og udtrykkes i

nmol/cm?/h.
Flux (12-24 h) Flux (24-48 h)
N Mean (SEM) N Mean (SEM)
Control 10 0.16 (0.03) 7 0.19 (0.02)
+SLS 11 0.14 (0.02) 9 0.14 (0.0)*
+ propylenglycol 15 0.17 (0.02) 5 0.17 (0.02)

* signifikant forskellig fra control (Students t-test; p<0.05)

Tabel 18. Effekt af SLS og propylenglycol pa flux af methiocarb gennem nitril
handsker (bla nitril).
Flux angives som mean vaerdier med SEM og udtrykkes i nmol/cm?/h.

Flux (16-36 h)
N Mean (SEM)
Control 3 0.56 (0.03)
+SLS 5 0.56 (0.13)
+ propylenglycol 5 0.76 (0.08)
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Figur 6. Effekt af hjelpestofferne SLS og propylenglycol (PG) pa den dermale

penetration af methiocarb gennem handsker af henholdsvis latex og nitril (gregn
nitril).

Forskellen pa penetrationskarakteristika er ogsa tydelig i Figur 6, hvor
penetrationen gennem latexhandsker og nitrilhandsker i de fgrste 12 timer
ikke er maerkbar forskellig, mens man ser klare forskelle ved senere
maletidspunkter. Inden for de farste 24 timers eksponering har de to testede
hjeelpestoffer, SLS og propylenglycol, ingen betydende effekt over for fluxen
af methiocarb (Tabel 16-18). Efter 48 timer er penetrationen af methiocarb
gennem latexhandsker samt underliggende hud dog nedsat signifikant i
gruppen hvor propylenglycol er til stede (Tabel 16 og Figur 6).

Den samme effekt af hjeelpestoffer er ikke set i forsggene med nitrilhandsker,
men i lighed med denne observation for methiocarbs penetration af latex, ser
man et analogt billede for pirimicarb, hvor propylenglycol ligeledes efter 48
timer signifikant nedsetter fluxen af pesticid gennem latexhandske og
underliggende hud (Tabel 19 og Figur 7).
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Figur 7. Effekt af hjezlpestofferne SLS og propylenglycol (PG) pa den dermale
penetration af pirimicarb gennem handsker af henholdsvis latex og nitril (grgn
nitril).

5.4.2 Pirimicarb

Breakthrough-time for pirimicarb var 12 timer i forsggene med grgn nitril og
9 timer i forsggene med latex (Tabel 15). Idet lag-time fra tidligere forsag
med pirimicarb er fundet til omkring 10 timer, indikerer ogsa forsggene med
pirimicarb, at handskerne ikke signifikant reducerer tiden fra eksponering til
malbar meangde under huden. Forsggene med SLS viser, at dette hjelpestof
tilsyneladende bade nedsetter BT for pirimicarb samt signifikant gger fluxen
af pirimicarb i forsgget med latex (Tabel 15 og Tabel 19), hvilket resulterer i
en signifikant gget samlet penetration af pirimicarb over 48 timer (Figur 7).
Den samme effekt af SLS pa fluxen af pirimicarb ses ikke ved forsggene med
nitrilhandske (Tabel 20). For pirimicarb ses en lavere flux i forsgg med nitril
end i forsag med latex (Tabel 19 og Tabel 20). Fluxen af pirimicarb er
merkbart reduceret ved anvendelse af bade latex og nitril i forhold til
forsggene uden handskemembran (Tabel 19, Tabel 20, Tabel 10).

Tabel 19. Effekt af SLS og propylenglycol pa flux af pirimicarb gennem latex handsker.
Flux angives som mean verdier med SEM og udtrykkes i nmol/cm?/h.

Flux (12-24 h) Flux (24-48 h)
N Mean (SEM) N Mean (SEM)
Control 9 0.16 (0.03) 6 0.35 (0.07)
+SLS 9 0.28 (0.06) 6 0.66 (0.05)*
+ propylenglycol 13 0.15 (0.03) 6 0.18 (0.02)*

* signifikant forskellig fra control (Students t-test; p<0.05)



Tabel 20. Effekt af SLS og propylenglycol pa flux af pirimicarb gennem nitril handsker
(gren nitril).
Flux angives som mean vardier med SEM og udtrykkes i nmol/cm#h.

Flux (12-30 h)
N Mean (SEM)
Control 11 0.12 (0.01)
+SLS 10 0.10 (0.01)
+ propylenglycol 11 0.15 (0.02)

5.5 Konklusion pa handskeforsgg

Ingen af de undersggte handskematerialer ggede den tid, det tog, far
pesticiderne kunne males i receptorkammeret pa undersiden af huden.
Derimod nedsatte bade nitril og latex signifikant penetrationshastigheden af
de to pesticider. Denne penetrationsbegransende effekt holdt sig hele
forsggsperiodens 48 timer for nitrilhandsker, mens beskyttelseseffekten ikke
var betydende for latexhandsker efter 24 timer. Hjelpestofferne syntes ikke at
pavirke penetration eller BT i forsgg med nitril, mens propylenglycol bade i
forsgg med pirimicarb og forsgg med methiocarb nedsatte fluxen af pesticid
gennem latex og underliggende hud.
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Figur 8. Effekt af hjelpestofferne SLS og propylenglycol (PG) pa den dermale
penetration af methiocarb gennem handsker af nitril (bla nitril).
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6 Delstudie 4 — Penetration gennem
beskadiget hud

Ved undersggelse af fremmedstoffers penetrationsegenskaber geares oftest en
betydelig indsats for at sikre, at den undersggte hud er intakt, ensartet og med
optimale barriereegenskaber. Imidlertid kendetegnes virkeligheden hos den
enkelte medarbejder ofte af situationer med markant ringere hudstatus i
forhold til intakte barriereegenskaber. Saledes er hudproblemer den starste
enkeltstdende arsag til arbejdsfraveer i flere lande, samtidig med at
epidemiologiske undersggelser indikerer, at kun 4-9 % af personer med
arbejdsrelaterede hudproblemer rent faktisk lader sig sygemelde (23). En
dansk undersggelse beskriver en incidens af erhvervsrelaterede hudsygdomme
pa 17.700 ud af en arbejdsstyrke pad omkring 2.6 millioner (24). Hvorvidt en
eksponering af lettere beskadiget hud resulterer i gget absorption af
fremmedstoffer vides ikke. Formalet med dette delstudie er derfor:

1 at videreudvikle en eksisterende eksperimentel model for in
vitro penetration af human hud, saledes at man
reproducerbart kan inducere en specificeret beskadigelse af
hudens barrierefunktion.

2) At anvende denne model til undersggelse af betydningen af
en lettere beskadiget hud for udvalgte bekeempelsesmidlers
hudpenetration.

3) At undersgge hvorvidt absorptionen af lipofile og hydrofile
stoffer i samme grad pavirkes af anvendelsen af lettere
beskadiget hud.

Den viden, der vil kunne opnas gennem narvarende delstudie, vil have stor
betydning for den kvantitative risikovurdering ved dermal eksponering for
bekeempelsesmidler. Der kan endvidere blive tale om en opregulering af
default-veerdien for dermal absorption anvendt i det seneste draft fra EU til
”Guidance document on dermal absorption” der i dette udkast er foreslaet
fastsat til 10 %.

6.1 Metode

Samme eksperimentelle in vitro model, som er anvendt ved tidligere
delstudier, er ogsa anvendt i dette delstudie. Der er anvendt to relevante
hjeelpestoffer og et mindre antal aktivstoffer. Lettere beskadiget hud fas ved
forbehandling af intakt hud med SLS, der er kendt for at kunne inducere en
delvis nedbrydning af hudens barrierefunktion via pavirkning af stratum
corneum (9, 25). Forsggene bestar saledes af en praebehandlingsfase pa 3
timer, hvorunder huden udszttes for SLS, efterfulgt af eksponering for
teststof i 26 timer.

6.2 Eksperimentelt design

Delstudie 4-1. Der opstilles en model for hudens integritet som funktion af
eksponeringstid samt koncentration af SLS. Pa baggrund heraf udvalges to
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scenarier, der resulterer i to forskellige grader af hudbeskadigelse.
Reproducerbarheden af den graduerede beskadigelse undersgges og beskrives.
Egne tidligere studier har vist, at beskadigelsen stiger ved forggelse af SLS
koncentrationen fra 0,2 % til 2 % efter 72 timer (9). Hudens tilstand efter 72
timer og 2 % SLS er imidlertid for darlig til at kunne anvendes i modellen,
hvorfor der sigtes imod anvendelse af lavere koncentrationer af SLS, eventuelt
med en kortere forbehandlingsperiode. Efter forbehandling tammes og vaskes
donorkammeret fgr modelstofferne appliceres.

Delstudie 4-2. | tidligere delstudier under dette hovedprojekt er
penetrationskarakteristika for to hyppigt anvendte bekeempelsesmidler
undersggt. Disse delstudier har anvendt intakt ubeskadiget hud. I delstudie 4-
2 vil methiocarb og pirimicarb blive anvendt som modelstoffer for
sammenligning af penetration gennem ubeskadiget og lettere beskadiget hud.
Delstudie 4-3. Kemiske stoffers vandoplgselighed vides at veere af betydning
for deres penetrationsegenskaber gennem intakt hud (12). Normalt anses
hydrofile stoffer for at have ringere penetration end lipofile stoffer. | hvilken
grad en lettere beskadigelse af stratum corneum andrer herpa vides ikke med
sikkerhed. Delstudie 4-3 vil belyse denne problemstilling ved applicering af en
reekke modelstoffer deekkende et spektrum af oplgseligheder pa lettere
beskadiget hud.

6.3 Relevans

Jo bedre man far beskrevet den ideelle og optimale situation, jo vigtigere bliver
kendskabet til undtagelserne. Neerveerende delstudie udspringer af studiet af
kombinationseffekter mellem aktiv- og hjelpestoffer. | disse delstudier er
intakt og ubeskadiget hud sggt anvendt. Disse studier er ngdvendige og
seerdeles relevante for at muligggre sammenligninger og fastseettelse af
generelle retningslinier for anvendelse. Da virkeligheden hos den enkelte
medarbejder, der eksponeres for kemiske stoffer, imidlertid ofte afviger fra
idealet, er det vigtigt at fa beskrevet, i hvilket omfang en nedsat hudintegritet
pavirker absorptionen af pesticider savel som andre fremmedstoffer. Safremt
en gget absorption gennem den lettere beskadigede hud kan dokumenteres, vil
det som umiddelbar konsekvens ngdvendiggare en overvejelse i relation til de
default-veerdier, der anvendes reguleringsmaessigt for dermal absorption.

6.4 Resultater
6.4.1 Delstudie 4-1

Malet med dette delstudie var etablering af en reproducerbar lettere skade pa
hudens barrierefunktion. Tilgangen til dette delstudie var gennem en kortere
tids eksponering for SLS at inducere en lettere beskadigelse. Herefter fjernes
SLS, cellerne vaskes, hvorefter man gennemfgrer et traditionelt
penetrationsforsgg. En simpel beskadigelse af huden er saledes ikke nok, idet
man for at kunne anvende modellen eksperimentelt ogsa ma have en vis
sikkerhed for, at skaden forbliver uendret gennem forsggsperioden. Hudens
barrierefunktion er vurderet pa basis af penetrationen af tritieret vand gennem
hudmembranen. Der er indledningsvis gennemfgrt en mindre serie
kontrolforseg med ubeskadiget hud for at vurdere modellens
reproducerbarhed (Tabel 21).



Tabel 21. Flux af tritieret vand gennem hudmembraner forbehandlet med natrium
Lauryl Sulfate (SLS) i tre timer. Resultater er givet i DPM/time og udtrykt som mean +
SEM.

Forsgg Control 0.1% SLS 0.3% SLS
N Flux N Flux N Flux

B02-1 3 513 + 56

B02-2 2 526 + 27

B02-3 3 575 + 168 8 2302 + 324
B02-4 4 432 + 47 8 1192 + 142 8 1686 + 246
B02-5 3 508 + 83 8 1387 + 134 8 1944 + 176
B03-1 3 404 +192 7 916 + 62 7 1223 + 77
B03-2 2 777 + 249 8 2328 + 204 8 3030 + 115

Som det fremgar af Tabel 21, er der generelt tale om en udmerket
reproducerbarhed antallet af celler taget i betragtning. Efter en raekke
indledende forsgg fandtes, at det optimale design for den eksperimentelle
model er en 3-timers eksponering for SLS efterfulgt af fjernelse af SLS ved
vask af donorkammer. Endvidere viste disse indledende forsgg, at man ved
koncentrationer af SLS pa 0,1 % og 0,3 % kunne inducere en malbar og
reproducerbar skade. Hgjere koncentrationer af SLS inducerede ogsa skade,
men i dette tilfeelde ikke en stabil, men en progredierende skade (fluxen steg
med tiden). Resultaterne i Tabel 21 viser, at der trods generel god
reproducerbarhed stadig er forskel fra forsgg til forsgg. Det er forventeligt,
idet forskellige humane donorer kan forventes at have forskellige/afvigende
barrierefunktion. Forsggsdesignet er imidlertid sadan, at man fordeler de
forskellige donorer pa de forskellige forsggsgrupper, med det formal, at
eventuelle forskelle donorerne imellem ikke slar sa steerkt igennem ved
sammenligninger inden for hvert enkelt forsgg. Derfor kan man med
rimelighed udtrykke fluxen i de eksperimentelle grupper som procent af
kontrollerne. Det er gjort for de to forsggsserier med SLS (Tabel 22).

Som det fremgar, fas hermed en ganske udmerket reproducerbarhed med
hensyn til flux af tritieret vand gennem huden, hvorfor gnsket om
reproducerbarhed i den eksperimentelle model synes opfyldt.

Tabel 22. Flux af tritieret vand gennem hudmembraner forbehandlet med Natrium
Lauryl Sulfate (SLS) i tre timer. Resultater er givet som procent af kontrol, og udtrykt
som means (total er givet med SEM).

Forsag 0.1% SLS 0.3% SLS
N Flux (pct af control) N Flux (pct af control)

B02-3 8 400

B02-4 8 276 8 390

B02-5 8 273 8 383

BO3-1 7 227 7 303

B03-2 8 300 8 390

Total 31 270 +13 39 374 +16

Kravet, om at den inducerede skade skal veere stabil over en periode, der
tillader gennemfarelse af penetrationsforsgg efter fjernelse af SLS, synes
ligeledes at veere opfyldt, idet penetrationskurverne for celler forbehandlede i
tre timer med henholdsvis 0,1 % SLS og 0,3 % SLS udviser pan linearitet i
over 48 timer (Figur 9).
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Figur 9. Penetration af tritieret vand efter forbehandling i tre timer med SLS i
koncentrationerne 0,1 % samt 0,3 %. Koncentrationen af tritieret vand er udtrykt som

disintegrationer per minut (DPM).

6.4.2 Delstudie 4-2

Malet med dette delstudie er en undersggelse af betydningen af lettere
beskadiget hud for penetrationen af de to bekeempelsesmidler methiocarb og

pirimicarb.

6.4.2.1 Methiocarb
SLS medfarer en forgget kapacitans og en forggelse af fluxen af tritieret vand,
der er analog med det forventede fra de indledende forsgg. Saledes ses en

°H,O flux pa henholdsvis 206 % og 357 % af kontrollen for 0.1 % SLS og 0.3
% SLS (Tabel 23).

Tabel 23. Hudens integritet samt flux, lag-time og total penetration af methiocarb
gennem henholdsvis ubeskadiget og lettere beskadiget hud. Lettere beskadiget hud er
opnaet ved 3 timers forbehandling med SLS (0.1% eller 0.3%). Resultater er udtrykt
som mean med angivelse af SEM for penetrationsegenskaberne.

Kontrol (n=3)

0.1% SLS (n=8)

0.3 % SLS (n=8)

Kapacitans (nF) t=0 timer 30 35 34
t =26 timer 30 142 215
Flux af °*H,0 DPM/time 403 (112) 830 (85) 1440 (187)
% af kontrol 206 357
Flux af nmol/cm?x t 0.53 (0.15) 0.56 (0.09) 0.67 (0.07)
methiocarb % af kontrol 106 126
Lag-time Timer 9.8 (1.4) 8.2 (0.5) 6.6 (1.1)
% af kontrol 84 67
Total penetration | nmol/cm? 8.7(3.2) 10.0 (1.7) 13.1(1.7)
pa 26 timer % af kontrol 115 151

Med stigende beskadigelse af huden ses en gget penetrationshastighed (flux)
af methiocarb, ligesom lag-time nedseettes til 84 % ved 0.1 % SLS og 67 %
ved 0.3 % SLS. Pavirkningen med SLS synes primert at pavirke lag-time idet
fluxen kun gges med omkring 25 %, hvilket samlet giver en 50 % forgget




penetration af methiocarb over 26 timer. Resultatet fra kontrolgruppen er
naesten identisk med resultatet fra det i delprojekt 2 gennemfgrte forsgg
(2001-17; Tabel 6, 7, 8).

6.4.2.2 Pirimicarb

Forsggene med pirimicarb (Tabel 24) er gennemfgrt med hud, der ikke helt
lever op til de stipulerede kvalitetsmal med hensyn til kapacitans ved forsggets
begyndelse. Konsekvensen er en &benlys forgget °H,O flux og en i forhold til
tidligere forsgg med pirimicarb alt for hgj flux i kontrollerne samt en ekstrem
kort lag-time (Tabel 24). Ikke desto mindre ses ogsa her en markant reduktion
af lag-time efter praebehandling med SLS, ligesom ogsa flux af pirimicarb er
forgget med omkring 50 % (Tabel 24).

Tabel 24. Hudens integritet samt flux, lag-time og total penetration af pirimicarb
gennem henholdsvis ubeskadiget og lettere beskadiget hud. Lettere beskadiget hud er
opnaet ved 3 timers forbehandling med SLS (0.1% eller 0.3%). Resultater er udtrykt
som mean med angivelse af SEM for penetrationsegenskaberne.

Kontrol (n=8) | 0.1 % SLS (n=15) 0.3% SLS
(n=15)
Kapacitans (nF) t=0 timer 75 71 68
t =26 timer 109 822 1073
Flux af °*H,0 DPM/time 893 (130) 2017 (162) 2514 (167)
% af kontrol 226 282
Flux af pirimicarb nmol/cm?x t 0.88 (0.14) 1.39 (0.14) 1.37 (0.10)
% af kontrol 158 156
Lag-time Timer 45(0.4) 2.7 (0.3) 2.6 (0.3)
% af kontrol 60 58
Total penetration | nmol/cm? 17.6 (2.2) 30.0 (2.8) 30.0 (1.7)
pa 26 timer % af kontrol 170 170

6.4.2.3 Diskussion

Pa basis af de opnaede resultater kan det konkluderes, at man ved en lettere
beskadiget hud opnar en markant nedsat lag-time. Konsekvensen heraf er en
forgget penetration. For eksponeringsperioder af en varighed omkring den
oprindelige lag-time for de to modelstoffer vil den relative forggelse af
mangden af penetreret modelstof kunne veere ganske stor. For et stof med en
lag-time pa 6 timer ved optimal hud vil en nedsattelse af lag-time til 2/3 (4
timer), hvilket svarer til ovenstaende resultater, resultere i en fordobling af den
penetrerede mangde stof i lgbet af en 8 timers eksponeringsperiode. | dette
eksempel er alene set pa betydningen af lag-time, og der er ikke taget hgjde for
&ndret reservoir effekt eller for en samtidig forgget penetrationshastighed.

Der findes flere teoretiske modeller til beskrivelse af et molekyles transport
gennem stratum corneum. En af de farste brugbare modeller blev udviklet og
visualiseret som ’brick and mortar’ modellen (26). Senere er svenskeren Bo
Forslind fremkommet med en lidt mere udbygget model ("the domain mosaic
model’), der inddrog den seneste viden om stratum corneums opbygning
(27).

Som en visualiserbar og mere lettilgeengelig forklaringsmodel for de
observerede @ndringer i penetrationskarakteristika som fglge af den lettere
beskadigelse af hudens barrierefunktion med SLS kan man imidlertid godt
tage udgangspunkt i den traditionelle "brick and mortar’ model (Figur 10).
Her forestiller man sig, at stoffer, der skal penetrere huden enten kan passere
tveers gennem murstenene eller ved passiv diffusion passere mellem stenene,
hvor mgrtlen sidder. Penetrationsforggere, som for eksempel en lang raekke
hjelpestoffer/detergenter, vil virke ved enten en konformationsaendring, hvor
murstenene forskydes, saledes at de ikke leengere ligger forbandt, eller ved at
fjerne hele mursten fra barriereveeggen (Figur 10). Farstnaevnte
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konformations-zndring vil forventes at vere rimelig reversibel ved
eksponeringsophgr, medens den anden effekttype vil efterlade mere
permanente eller lengerevarende effekter, og ved fortsat eksponering give
anledning til et progredierende tab af barrierefunktion. Eksempler pa disse
effektvarianter er tidligere beskrevet for et mindre antal hjelpestoffer (7).

p
| | | | | Barriere med fuld integritet og givet
|:| L — Reservoir D K,, K,, lag-time, reservoir, og flux

| | || | |
| T | | O

Barriere, hvor der er sket en
konformationsandring
resulterende i nedsat lag-time,
men uendret K, og K, og dermed
uendret flux og uendret
reservoir

000
000

H

] Tidsmassigt progredierende

Resonvoly nedbrydning af barrierefunktionen,
L] | | | | |
I

| der til sidst resulterer i en meget hgj
] flux samt mangel pa reservoir. Initielt
behgver lag-time ikke at veere markant

|
reduceret, ligesom flux initielt vil

ﬂ vere bestemt af K,. S4fremt K, var

@ mindre end K, ville fluxen veaere
uforandret indtil man nar sidste trin.

[ 1]

|:| Reservoir
il — —
— — -

Figur 10 A, B, C. Skematisk model for hudpenetration (brick and mortar modellen)
samt effekt af hjelpestoffer.

De tre effektvariables (flux, lag-time, reservoir) indbyrdes relationer og
afhangighed af hastighedskonstanterne for diffusion henholdsvis ind i huden
fra donorsiden (K,) og ud af huden til receptoren (K,) kan opgeares séledes:

Lag-time: Forggelse af K, medferer nedsat lag-time.
Short-cut (konformationsaendring) vil medfare nedsat lag-
time.

Uafhaengig af reservoir-effekt.

Reservoir-effekt:  Eksisterer kun nar K, > K.
Uafhaengig af lag-time.
Pa lang sigt uafhangig af sterrelsen pa flux, men
reservoirets aktuelle starrelse vil afhaenge af hvor meget K,
er starre end K, samt hvor lang tid eksponeringen har
varet.



Flux: Uafhangig af lag-time.
Uafhangig af reservoir-effekt.
Er lig med den langsomste af K, og K..

Generelt gaelder, at K, og K, samt reservoirets potentielle max-starrelse vil
veaere forskellig fra stof til stof og afhange af stoffernes starrelse (MW),
steriske konformation, og oplegselighed. Endvidere vil fluxen, safremt
koncentrationen eller mangden af teststof i donor og receptor ikke kan
ligestilles med en uendelig donor situation, reduceres, idet den
koncentrationsgradient, der driver stoffet gennem huden, mindskes.

Delprojekt 4-1 indikerer, at man ved 3 timers behandling med SLS ikke far en
progredierende beskadigelse, med derimod en stabil beskadigelse. At fluxen
ikke entydigt og markant gges i forhold til de ubeskadigede kontroller
indikerer billedligt, at den pafarte skade fra SLS ikke gar hullerne i barrieren,
hvorigennem teststofferne skal passere, stgrre, men derimod betinger
konformationsendringer medfarende en nedsat lag-time og eventuelt en
nedsat reservoir-effekt. Reservoir-effekten kan forstas som et reservoir i
huden, der ved eksponeringens begyndelse forst skal fyldes op, fer der opnas
den maksimale flux.

Denne problemstilling og mulige konsekvenser for regelsetningen omkring
dermale eksponeringer er vaesentlig og serdeles relevant ogsa i
arbejdsmiljgsammenhange, og ville kunne undersgges ved eksponering i en
kortere (fx 6 timer) periode efterfulgt af en leengere observationsperiode
samtidig med, at man ogsa analyserer den stofmangde, der resterer i huden
ved forsggsophar.

6.4.3 Delstudie 4-3

| dette delstudie genemfgres undersggelse af penetrationen af yderligere tre
bekempelsesmidler gennem lettere beskadiget hud. De tre bekeempelsesmidler
er udvalgt som modelstoffer for at fa en bredere baggrund for en diskussion af
betydningen af modelstoffernes vandoplgselighed for penetration gennem
lettere beskadiget hud. De tre bekeempelsesmidler er paclobutrazol, dimethoat,
og prochloraz. Som det fremgar af Tabel 1 (side 19) deakker disse stoffer
sammen med methiocarb og pirimicarb en variation i molveegt fra 225 g/mol
til 376 g/mol og en forskel i vandoplgselighed udtrykt ved logP,_ fra 0.7 til 4.4.

6.4.3.1 Paclobutrazol

Forbehandling med SLS giver den forventede graduerede beskadigelse af
hudens barriereegenskaber illustreret gennem den stigende kapacitans savel
som flux af °H,O ved stigende koncentration af SLS (Tabel 25).
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Tabel 25. Hudens integritet samt flux, lag-time og total penetration af paclobutrazol
gennem henholdsvis ubeskadiget og lettere beskadiget hud. Lettere beskadiget hud er
opnaet ved 3 timers forbehandling med SLS (0.1% eller 0.3%). Resultater er udtrykt
som mean med angivelse af SEM for penetrationsegenskaberne.

Kontrol (n=8) 0.1% SLS 0.3% SLS
(n=15) (n=15)

Kapacitans (nF) t=0 timer 43 47 55

t =26 timer 70 184 404
Flux af °*H,0O DPM/time 587 (54) 1275 (160) 1892 (173)

% af kontrol 217 322
Flux af nmol/cm? x t 0.49 (0.06) 0.51 (0.07) 0.51 (0.06)
paclobutrazol % af kontrol 104 104
Lag-time Timer 17.1 (2.4) 8.8 (0.9) 8.2 (0.9)

% af kontrol 51 48
Total penetration | nmol/cm? 5.1(1.2) 10.1 (1.0) 9.9 (1.4)
pa 26 timer % af kontrol 198 194

Effekten af den lettere beskadigelse af huden som falge af forbehandling med
SLS pa paclobutrazols penetration er en signifikant nedsat lag-time, men en
uaendret flux (Tabel 25). Denne effekt er meget analog med effekten af
forbehandling med SLS pa penetrationen af methiocarbs (Tabel 23), der jo
ogsa har identisk oplgselighed (Tabel 1).

6.4.3.2 Dimethoat

Dimethoat er medtaget grundet stoffets meget hgje oplgselighed i vand
samtidig med en molvagt, der er sammenlignelig med pirimicarb og
methiocarb. Resultaterne fra dimethoat skulle saledes danne baggrund for en
indledende diskussion af, hvorvidt en hgjere vandoplgselighed resulterer i
markant anderledes penetrationsegenskaber. Resultaterne fra maling af
kapacitans og flux af tritieret vand viser, at svel hudens egenskaber som den
gnskede grad af lettere beskadigelse var som gnsket (Tabel 25).

Dimethoat havde ved penetration gennem ubeskadiget hud (kontrolgruppen i
Tabel 26) en markant lavere maximal flux, en lengere lag-time og en lavere
total penetration over 24 timer end savel methiocarb, pirimicarb som
paclobutrazol (Tabel 23, Tabel 24, Tabel 25, Tabel 26). Disse resultater er i
overensstemmelse med forventningerne om at et steerkt hydrofilt stof
vanskeligt vil penetrere den intakte hudbarriere. | en del af de anvendte
penetrationsceller observeres saledes slet ingen penetration efter 24 timer,
hvilket afspejles i de relativt store spredninger pa data. Undersggelser
gennemfart i EU-regi i laboratoriet viser analoge resultater (28). Disse
undersggelser er dog udfgrt over en anden tidsperiode og med en anden
receptor vaeske, men viser en total mangel pa penetration af dimethoat
gennem huden efter savel 24 som 48 timer, ligesom 98 % af det applicerede
stof kan genfindes i donorvaesken efter 24 timer. Disse data indikerer saledes,
at dimethoat grundet den hgje vandoplgselighed stort set ikke kommer ind i
huden, endsige gennemtraenger den.

Effekten af den graduerede beskadigelse af hudens barrierefunktion pa
penetrationen af dimethoat er signifikant. Selv en lettere beskadigelse gennem
3 timers behandling med 0.1 % SLS resulterer i en halvering af lag-time, en
172 % forgget flux samt en 3% gang sa stor total penetration over 24 timer
(Tabel 26). Ved en staerkere beskadigelse af huden progredierer disse
endringer, saledes at lag-time reduceres til en tredjedel og fluxen gges til 448
% af kontrollerne (Tabel 26).




Tabel 26. Hudens integritet samt flux, lag-time og total penetration af dimethoat
gennem henholdsvis ubeskadiget og lettere beskadiget hud. Lettere beskadiget hud er
opnaet ved 3 timers forbehandling med SLS (0.1% eller 0.3%). Resultater er udtrykt
som mean med angivelse af SEM for penetrationsegenskaberne.

Kontrol (n=6)

0.1% SLS (n=6)

0.3 % SLS (n=6)

Kapacitans (nF) t=0 timer 47 43 43
t =30 timer 60 464 557

Flux af *H,0 DPM/time 580 (78) 1206 (189) 1734 (196)
% af kontrol 208 299

Flux af dimethoat nmol/cm? x t 0.29 (0.13) 0.79 (0.25) 1.30 (0.28)
% af kontrol 272 448

Lag-time Timer 20.6 (3.1) 10.6 (2.9) 7.8 (3.9)
% af kontrol 51 38

Total penetration pA | nmol/cm? 3.6 (L.7) 12.9 (4.2) 20.3 (5.2)

24 timer % af kontrol 358 564

Resultaterne viser, at for et stof med ringe penetration gennem intakt hud
(grundet lav lipofilicitet) vil selv en begraenset beskadigelse af hudbarrieren

have betydelige konsekvenser for savel den tid, der gar fer stoffet nar

cirkulationen (lag-time), som for den hastighed, hvormed stoffet diffunderer

over huden.

6.4.3.3 Prochloraz

Prochloraz er placeret i den modsatte ende af oplgselighedsspektret i forhold
til dimethoate. Med en logP_,-veerdi pa 4.4 har prochloraz séledes en mere
end 1000 gange hgjere lipofilicitet end dimethoate med en logP, -veerdi pa
bare 0.7 (Tabel 1). Resultater fra kapacitansmaling og *H,O flux viser en
funktionel model (Tabel 27). Imidlertid er data for penetration af prochloraz
overraskende. Vi observerer et nasten totalt fraveer af penetration trods
stoffets lipofilicitet. En nedsat flux og eventuelt en gget lag-time ville veere
forventeligt og i overensstemmelse med analoge studier af prochloraz i EU-
regi (26), der dog havde en mere lipofil receptorveeske. Kendetegnende for
disse undersggelser af prochloraz var en 90 % genfinding af prochloraz i

huden, medens intet resterede i donorvasken. At der i EU-forsggene

observeredes prochloraz i receptorvaesken kan hange sammen med at
receptorvaesken i EU-forsggene var tilsat serum albumin for at age

lipofiliciteten.

Tabel 27. Hudens integritet samt flux, lag-time og total penetration af prochloraz
gennem henholdsvis ubeskadiget og lettere beskadiget hud. Lettere beskadiget hud er
opnaet ved 3 timers forbehandling med SLS (0.1% eller 0.3%). Flux af tritieret vand er
udtrykt som mean med angivelse af SEM medens penetrationsegenskaber for
prochloraz er udtykt som medianer med antallet af celler med positiv flux og

penetration i parentes.

Kontrol 0.1% SLS 0.3% SLS
(n=6) (n=6) (n=6)
Kapacitans (nF) t=0 timer 42 40 43
t =30 timer 52 332 421
Flux af °*H,0O DPM/time 552 (78) 1281 (221) 2032 (364)
% af kontrol 232 368
Flux af prochloraz nmol/cm?x t 0(1/6) 0(2/6) 0(2/6)
Lag-time Timer >30 >30 > 24
Total penetration pA | nmol/cm? 0(1/6) 0(2/6) 0(2/6)
24 timer

6.5 Konklusion pa delstudie med lettere beskadiget hud.

Delstudiet viser, at det er muligt at etablere en eksperimentel model til studiet
at penetration af fremmedstoffer gennem lettere beskadiget hud. Modellen er

53




54

reproducerbar i og med, at den inducerede skade kan verificeres som blivende
igennem hele den eksperimentelle periode, og at graden af skade kan gentages
fra forsgg til forsgg med en variation, der ikke i betydende grad overstiger den
altid eksisterende inter-eksperimentelle forskel, der er betinget af forskellige
donorer.

Delstudiet viser endvidere, at penetrationskarakteristika for de anvendte
modelstoffer klart ndres ved anvendelse af lettere beskadiget hud. Mest
markant ses en nedsat lag-time, men ogsa flux og den samlede penetrerede
mangde stof i lgbet af forsggsperioden er gget. For eksponeringsperioder af
en varighed omkring den oprindelige lag-time vil den relative forggelse af
mangden af penetreret stof kunne vare ganske stor.

En diskussion af den konceptionelle model for hudpenetration konkluderer, at
en pavirkning af hudens barriereegenskaber ikke ngdvendigvis pavirker bade
flux, lag-time samt reservoir.

Den passive diffusion fra den hydrofile donor og ind i huden begunstiges af
en vis grad af lipofilicitet. Denne lipofilicitet har dimethoat ikke, hvorfor man i
den ubeskadigede hud kun observerer en meget begraenset penetration og at
hovedparten af den administrerede dimethoat kan genfindes i donorvaesken
ved forsggsafslutning. Nar et stof er treengt ind i huden skal det videre til den
generelle cirkulation, hvilket indebarer diffusion fra et lipofilt miljg til en
vaeske, der overvejende er hydrofil. I den anvendte eksperimentelle model
svarer det til transporten fra huden og ned i receptorvasken. Denne diffusion
faciliteres af en ikke for hgj lipofilicitet, idet en sadan vil betinge, at stoffet vil
have en klar praference for at blive i huden. Det er sandsynligvis denne effekt,
der ses ved forsggene med prochloraz, hvor man trods hgj lipofilicitet ikke
genfinder betydende mangder pesticid i receptorvaesken. Analog med denne
konklusion beskriver ogsa Brand og Mueller (22), at de i en undersggelse af
tre pesticider observerer, at det mest lipofile pesticid har den darligste
penetration, men den stgrste akkumulering i stratum corneum.

De gennemfgrte undersggelser viser saledes, at bade en for hgj og en for lav
lipofilicitet begraenser hudpenetrationen. Endvidere indikerer eksperimenterne
med beskadiget hud, at den beskadigelse, der jo sker fra oversiden af huden,
primeert har effekt pa passagen fra donor og ind i huden, hvilket illustreres ved
de markant &ndrede penetrationsforhold for den meget hydrofile dimethoat.

Arbejdsmiljgmaessigt har fundene potentiel betydning idet huden hos en stor
andel af alle arbejdstagere og maske gartneriarbejdere mere specifikt ofte er
kompromiteret grundet fysisk belastning og/eller vadt arbejde. Det betyder, at
regulering pa basis af undersggelser med intakt hud skal overvejes og
ovenstaende resultater medinddrages ved vurdering af specielt de mest
hydrofile stoffer.

Man ma endvidere forholde sig til, at en beskadiget hud potentielt giver
anledning til en gget ophobning af stof i huden (reservoir effekt). Reservoir
effekten er tidligere blevet diskuteret (29) og anvendt som en del af
forklaringen pa det forskellige penetrationsmgnster for hydrofile og lipofile
stoffer. Betydningen af denne deponering og hvorvidt den vil lede til en gget
men forsinket penetration er hid til kun meget sparsomt belyst. En
undersggelse af betydningen af oplgselighed for reservoir-effekten indebaerer
en analyse af den mangde stof, der persisterer i huden ved eksponerings- og
forsggsophar, og som efterfalgende fortsat vil kunne absorberes. En enkelt



helt ny undersggelse i rotter har imidlertid vist, at man ved testning af 19
forskellige pesticider observerede en fortsat absorption efter at pesticiderne
var vasket af huden for 17 af de 19 stoffer (30). Den fortsatte penetration af
disse stoffer gav imidlertid i kun halvdelen af tilfeeldene anledning til en
foragget systemisk koncentration (30), hvilket sandsynligvis er betinget af
rotters hurtige metabolisme. Da betydelige forskelle eksisterer mellem
penetration gennem rottehud og human hud, ligesom
metaboliseringshastigheder er vanskelige at sammenligne direkte, er der et
patrengende behov for ogsa at fa denne problemstilling belyst i en
eksperimentel human model.
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7 Konklusioner og perspektiver

7.1 Konklusioner

Projektet har opfyldt dets hovedformal og leveret viden af bade
grundvidenskabelig og anvendelsesorienteret veerdi.

Under anvendelse af en velvalideret eksperimentel model er det vist, at de
udvalgte hjelpestoffer kun i begreenset omfang pavirker hudens
barrierefunktion samt penetrationen af tre udvalgte pesticider.

Safremt pesticiderne derimod anvendes i salgsoplgsninger, ses i forhold til de
rene stoffer en markant reduktion i den tid, der gar, fer pesticiderne kan males
pa undersiden af huden. Salgsformuleringerne reducerer altsa lag-time. Dette
kan have konsekvenser for den regelsatning, der alene baseres pa
undersggelser af rene stoffer. Endvidere indikerer det, at man ved alternative
hjeelpestoffer potentielt kan fa produkter med sundhedsmaessigt mere
fordelagtige penetrationsegenskaber. Formulering af salgsprodukter vil dog
altid vaere en afvejning af tekniske savel som sundhedsfaglige egenskaber.

Kombinationsforsgg med 3 pesticider viser, at kombinationseffekter eksisterer
og kan resultere i sdvel gget som nedsat penetration. Da regelsatningen kun
forholder sig til eksponering for enkeltstoffer, peger disse undersggelser pa et
problemfelt, der kunne krave starre bevagenhed.

Ingen af de undersggte handskematerialer ggede den tid, det tog, for
pesticiderne kunne males pa undersiden af huden. Derimod nedsatte bade
nitril og latex signifikant penetrationshastigheden af de to pesticider. Denne
penetrationsbegraensende effekt holdt sig hele forsggsperiodens 48 timer for
nitrilhandsker, mens beskyttelseseffekten ikke var betydende for latexhandsker
efter 24 timer.

Pa basis af de opnaede resultater med lettere beskadiget hud kan det
konkluderes, at man ved en lettere beskadiget hud opnar en markant nedsat
lag-time. Konsekvensen heraf er en forgget penetration. For et stof med en
lag-time pa 6 timer ved optimal hud vil en nedszttelse af lag-time til 2/3 (4
timer) resultere i en fordobling af den penetrerede mangde stof i lgbet af en 8
timers eksponeringsperiode. Denne viden vil sammen med resultaterne fra
undersggelser af handskematerialer have betydning for de rad og den
vejledning, der gives omkring anvendelse af savel produkterne som
vaernemidler mod eksponering.

Pa basis af undersggelser af fem modelstoffer konkluderes at svel molvagt
som oplgselighed har betydning for stoffernes penetrationsegenskaber.

Projektet har papeget betydningen af reservoir-effekten samt tilstedeverelsen
af hjeelpestoffer i feerdigformuleringer. Begge omrader har betydning i relation
til arbejdsmiljgforhold samt generel regelsetning pa pesticidomradet, men den
nuveaerende viden bgr udbygges.
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7.2 Videnskabelige og reguleringsmeassige perspektiver

Et fremadrettet perspektiv vil veere en nermere undersggelse af betydningen
af savel molveaegt som oplegselighed for reservoir-effekten. Dette indebarer
analyse af den mangde modelstof, der persisterer i huden ved eksponerings-
og forsggsophgar, og som efterfalgende fortsat vil kunne absorberes selvom
den dermale eksponering er stoppet. Diskussioner med andre
hudpenetrations-laboratorier viser, at dette er ganske vanskeligt at gare
reproducerbart uden brug af isotoper. Reservoir-effekten vil derfor lettest
kunne belyses ved studier med radioaktivt maerkede modelstoffer. Her vil man
af pris og leveringsmaessige arsager sandsynligvis som udgangspunkt anvende
modelstoffer, der ikke er pesticider, men som reprasenterer samme fysisk-
kemiske karakteristika i forhold til molveaegt og oplgselighed. Herved vil
muligheden for analogi-slutninger over til relevante pesticider fortsat veere
mulig.

Et andet felt, der vil kreeve fremtidig fokus, er effekten af hjeelpestoffer pa den
dermale penetration. Nerveaerende undersggelse understreger ikke alene
betydningen af at anvende undersggelser af salgsprodukter som
vurderingsrundlag ved regelsaetning, men ogsa at revurderinger ved
substitution af hjeelpestoffer i allerede godkendte pesticider kraever en
narmere vurdering. | Miljgstyrelsens nuveerende vurderingsgrundlag (fra
1999) star der ikke andet end at Miljgstyrelsen vurderer den dermale
absorption, men ikke hvordan man gar. Endvidere er praksis, at man oftest
blot ekstrapolerer fra produkt til produkt hvis aktivstoffet er det samme og
saledes ikke forholder sig til en @ndret formulering. Baggrunden for denne
praksis er sandsynligvis en mangel pa viden omkring hjeelpestoffers effekt pa
den dermale penetration af aktivstoffer. En mangel pa umiddelbar tilgeengelig
viden bgr imidlertid ikke fa Miljgstyrelsen til at ignorere denne
problemstilling.
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Bilag 1

Preeparation af hud til forsgg

Efter den kirurgiske fjernelse af huden fra bryst- eller abdominalregionen
skeeres subcutis fra og huden nedfryses herefter ved -20°C senest en time
efter indgrebet. Dette er ogsa opbevaringstemperaturen for huden indtil den
skal anvendes til forsggsformal. Huden optgs ved stuetemperatur en time

inden den klarggres til montering i forsggsopstillingen.

Fig. 1

Billedet viser huden efter
optgning. Der ses tydelige
rester af fedtlaget, der fjernes
inden huden benyttes.
Huden undersgges ligeledes
for evt. skader eller arvaev,
som det eksempelvis ses i
gvre hgjre hjgrne af fig. 1.

Fig. 2

Billedet viser huden efter
fjernelse af fedtresterne ved
afskrabning med skalpel.
Fedtresterne fjernes om-
hyggeligt uden at huden
beskadiges.

Fig. 3

Billedet viser huden inden
montering i cellerne. Huden
er udskaret i passende
stykker med skalpel.
Hudstykkerne placeres under
en serviet vaedet med
fysiologisk saltvand for at
forhindre udtgrring inden
montering.
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