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PRINZIP UND METHODEN

Das Ziel der Studie ist primare Hautreizungen durch das Testprodukt und/oder
bestehende Sensibilisierungen gegen das Testprodukt nachzuweisen.

Die Testsubstanzen werden in geeigneten Konzentrationen offen auf die Haut
aufgetragen.

Der epikutane Kontakt mit dem Testprodukt ist somit 6rtlich und zeitlich begrenzt.

Damit eine positive Reaktion hervorgerufen werden kann, muss der Schwellenwert
der Irritation/Sensibilitat Gberschritten werden.

Eine positive Reaktion auf einen korrekt applizierten Epikutantest gilt als Nachweis
fur eine primare Reizung durch die Testsubstanz, jedoch nicht zwangslaufig als
Beweis flir eine Sensibilisierung.

Bei bereits bestehenden Sensibilisierungen werden allergische Hautreaktionen durch
den Epikutantest provoziert.

DURCHFUHRUNG

Angehende Testpersonen erhalten eingehende Aufklarung Uber den Studienverlauf.
Wenn eine Teilnahme gewinscht ist und die Studienbedingungen erfullt sind,
unterschreibt der Proband die Einverstandniserklarung und die medizinische
Anamnese wird erhoben.

Rund 1 g/1 ml des Testproduktes werden auf einer Flache von 5x5 cm unverdinnt
auf die klinisch gesunde Haut der Unterarminnenseite appliziert. Emulsionen werden
einmalig, Flussigkeiten wiederholt appliziert.

Zur Verdinnung verwendet man im Fall von Flissigkeiten Aqua dest. Die so erstellte
Testlésung wird mit Hilfe eines Leinenlappchens auf die Haut aufgebracht. Im Fall
von Cremes, Salben oder pulverférmigen Testsubstanzen erfolgt die Verdinnung
ggf. in Vaseline. Nach einer Expositionsdauer von 20 Minuten wird die Hautreaktion
im Testfeld durch einen Facharzt fir Dermatologie und Allergologie erstmalig
beurteilt. Weitere Beurteilung erfolgt 30 und 60 Minuten nach Erstkontakt. Spatere
Beurteilungen werden bei evtl. Reaktionen vorgenommen.

Alle Beurteilungen werden bei standardisierter Beleuchtung durchgefuhrt.

Vorteil des offenen Epikutantestes bei erstmaliger Austestung unbekannter Stoffe ist
das geringere Risiko der Ausbildung toxisch irritativer Hautreaktionen aufgrund der
kirzeren Verweildauer der Testsubstanz auf der Haut und der fehlenden Okklusion.
Im Falle einer bestehenden Allergie auf die Testsubstanz fallt auch die allergische
Hautreaktion im Testfeld weniger stark aus. Blasenbildung oder Nekrosen sind daher
nicht zu erwarten.

Ferner imitiert dieses Testverfahren besser die tatsdchliche Anwendung eines
kosmetischen Produktes, da auch Kosmetika lediglich auf die Haut aufgetragen
werden, also in der Regel keine okklusiven Bedingungen vorliegen (Ausnahme:
intertriginése Anwendung). Bei den sog. ,rinse off* Produkten ist der Hautkontakt
sogar noch kurzer, da diese nach der Anwendung gleich wieder abgewaschen
werden.
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PROBANDEN

Die Testgruppe besteht aus 30 erwachsenen, ménnlichen und weiblichen,
Probanden.

EINSCHLUSSKRITERIEN

¢ Standarddesign: Personen ab 18 Jahren mit gesunder Haut im Testareal
e Extradesign: Auswahl gemaR den Anforderungen nach Alter, Geschlecht,
Hauttyp, etc.

AUSSCHLUSSKRITERIEN

Akute organische Krankheit

Schwangerschaft und Stillzeit

Schwerwiegende Erkrankungen

Applikation von wirkstoffhaltigen Praparaten und Pflegemitteln bis 4 Wochen

vor Testbeginn

e FEinnahme von Medikamenten, die die Hautreaktion beeintrachtigen
kénnen(Glucocorticoide, Antiallergika, topische Immunmodulatoren, etc.)

e Stark gebraunte Haut
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TESTERGEBNISSE

offene Epikutantestung
Testkonzentration: Praparat unverdinnt

Nr.|Name Geschlecht | Alter Diagnose (20 30 |60
min. |min. | min
1. DeRo W 36 |hautgesund |- - -
2, DeAn w 64 |hautgesund |- - -
3. DeWo m 62 |hautgesund |- - -
4. FrAn w 52 | hautgesund | - - -
B GaJo w 41 | hautgesund | - - -
6. HaKa w 35 |hautgesund |- - -
7. HeCl w 43 |hautgesund |- - -
8. HuBe w 39 |hautgesund |- - -
9. HuSu m 39 |hautgesund |- - -
10. InAn W 68 | hautgesund |- - -
11, JaMo w 40 |hautgesund |- - -
12. JaVi w 40 |hautgesund |- - -
13 KoDi w 37 |hautgesund | - - -
14. MUAI m 37 |hautgesund | - - -
15, MGEI w 35 |hautgesund | - - -
16. NeEl w 58 |hautgesund |- - -
17. NeEu m 29 |hautgesund |- - -
18. NeNe w 67 | hautgesund |- . -
19. NeWa m 60 |hautgesund - = -
20. PIGi w 52 |hautgesund |- - -
21. RoTa w 41 | hautgesund | - - -
22, ScNa W 34 |hautgesund |- - -
23. ScAl W 37 |hautgesund | - - -
24. SkEu m 36 | hautgesund | - . -
25, SkLi w 36 | hautgesund |- “ .
26. StMi w 23 |hautgesund |- = =
27. TeHe m 36 |hautgesund |- = a
28. TeMa m 70 |hautgesund |- = =
29. TeNi w 33 |hautgesund | - = w
30. ZiuSa w 33 | hautgesund | - - =
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TESTERGEBNISSE

WERTUNGEN DES KONTROLLFELDES
offene Epikutantestung
Testkonzentration: Leerfeld

Nr. |Name Geschlecht |Alter Diagnose (20 (30 |60
min. |min. | \min
1. DeRo W 36 |hautgesund |- - -
2. DeAn w 64 |hautgesund |- - -
e DeWo m 62 |hautgesund |- - -
4. FrAn w 52 |hautgesund |- - -
B, GaJo w 41 |hautgesund |- - -
6. HaKa w 35 |hautgesund |- - -
7. HeCl w 43 |hautgesund |- - -
8. HuBe w 39 |hautgesund |- - -
9. HuSu m 39 |hautgesund |- - -
10. InAn w 68 |hautgesund |- - -
11. JaMo w 40 |hautgesund |- - -
12. JaVi w 40 |hautgesund |- - -
13. KoDi w 37 |hautgesund |- - -
14. MUAI m 37 |hautgesund |- - -
15. MUEI w 35 |hautgesund |- - -
16. NekEl w 58 |hautgesund |- - -
17, NeEu m 29 |hautgesund |- - -
18. NeNe w 67 |hautgesund |- - -
19. NeWa m 60 |hautgesund |- - -
20. PIGi w 52 |hautgesund |- - -
21. RoTa w 41 |hautgesund |- - -
22. ScNa w 34 | hautgesund |- - -
2. ScAl w 37 |hautgesund |- - -
24. SkEu m 36 |hautgesund |- = .
25, SkLi w 36 |hautgesund |- * .
26. StMi w 23 | hautgesund |- - :
ol TeHe m 36 |hautgesund |- » i
28. TeMa m 70 |hautgesund |- = %
29. TeNi w 33 |hautgesund |- = -
30. ZUSa w 33 |hautgesund |- . -
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AUSWERTUNGSKRITERIEN

Die Beurteilung erfolgt aufgrund der morphologischen Auspragung modifiziert nach
Empfehlungen der ICDRG (Fregert S (1981/2nd edition) Manual of Contact
Dermatitis. On behalf of the International Contact Dermatitis Research Group and the
North American Contact Dermatitis Group, Munksgaard Publishers, Copenhagen)

Tabelle 1. Beurteilung von Epikutantestreaktionen

Symbol |Morphe Bedeutung
- keine Reaktion negativ
? nur Erythem, kein Infiltrat fraglich
+ Erythem, Infiltrat, evtl. diskrete Papeln einfach-positive Reaktion
e Erythem, Infiltrat, Papeln, Vesikel zweifach-positive Reaktion
+++ Erythem, Infiltrat, konfluierende Vesikel |dreifach-positive Reaktion
ir versch. Verand. (Seifeneffekt, Vesikel, | irritativ

Blase, Nekrose)
nt Nicht getested

ALLGEMEINE DERMATOLOGISCHE INTERPRETATIONSKRITERIEN:

Wichtig ist es bei der Beurteilung der Ergebnisse, zwischen toxischen und
allergischen Reaktionen zu unterscheiden. In der Regel werden die zum Zeitpunkt 72
Std. oder spater als "+" bis "+++" beurteilten Reaktionen als "allergisch" gedeutet.

In die Bewertung kann die Reaktionsdynamik einflieRen. Testreaktionen allergischen
Typs kénnen bestehen oder sogar starker werden am Tag nach Entfernung der
Testpflaster ("Plateau-Muster” bzw. "Crescendo"). Im Gegensatz dazu spricht ein
“Decrescendo”-Muster (abschwachen der Reaktion nach Entfernen des Pflasters)
eher fur eine irritative Reaktion.

Bei Spatreaktionen, die etwa 10-14 Tage nach Applikation des Epikutantests
erstmalig auftreten, ist an eine (“iatrogene”) Sensibilisierung durch den Test zu
denken.

Eine irritative/allergische Reaktion auBert sich in einem Erythem und kann auch ein
leichtes Infiltrat aufweisen.

Papeln, Vesikeln und Blasen kénnen sowohl als Zeichen einer Irritation als auch
einer Allergie auftreten, wohingegen Pusteln und Nekrosen starke irritative
Reaktionen kennzeichnen.

Das ursprungliche Applikationsareal kann in beiden Reaktionsformen deutlich
Uberschritten werden. Zudem kann die individuelle Auspragung der Reaktion stark
schwanken.
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BEURTEILUNG DER TESTERGEBNISSE

Bei keinem der 30 Probanden kam es bei den offenen Epikutantestungen nach
internationalen Richtlinien der ICDRG (International Contact Dermatitis Research
Group) nach 20, 30 und 60 Minuten zu irgendwelchen Hautveranderungen im
Testbezirk.

Daraus ist zu folgern, dass das Produkt bei der praktischen Anwendung nicht zu
unerwiinschten Hautreaktionen durch eine hautreizende Wirkung fihren wird.

Dr. med. Wern r Voss

Dermatest GmbH
Engelstrasse 37
48143 Munster Germany

(0 dermatest)

Fon: +49-(0)251-4816370
Fax: ¢49-(0)26148163766
wwn. dorrmatest de

Facharzt fur Dermatologie,
Venerologie, Allergo!ogie,
Phlebologie und Umweltmedizin

—

Literatur:

1l
2.

3.

Suzuki, J., Environ Dermatol 4-3:202-21-1997

ICDRG, Proposal for a revised international standard series of patch tests, Contact Dermatitis,
No. 36, 121-123 (1997)
U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration, April 1999
http:/www.fda.gov/cber/guidelines.htm
Scientific Basis of Patch Testing — S. Iris Ale and Howard |. Maibach, Dermatol. Beruf Umwelt
/ Occup. Environ. Dermatol. 50, Nr. 2, 43-50 (2002)
Scientific Basis of Patch Testing Part Il — S. Iris Ale and Howard |. Maibach, Dermatol. Beruf
Umwelt / Occup. Environ. Dermatol. 50, Nr. 3, 91-96 (2002)
Scientific Basis of Patch Testing Part Ill — S. Iris Ale and Howard |. Maibach, Dermatol. Beruf
Umwelt / Occup. Environ. Dermatol. 50, Nr. 4, 131-133 (2002)
Cosmetics & Toiletries magazine, www.CosmeticsandToiletries.com, Vol. 127, No. 5/May
2012, pages 356-360

~ 7%\ Management 7 / 7

@ dermatest’: e

RESEARCH INSTITUTE FOR RELIABLE RESULTS . ¥ ®
Taking your success personally  * ® . 4. . 0
: Dermatest” GmbH | Engelstrasse 37 | 48143 Munster  TUVRheinland

TZERTIFIZIERT B o)
TIFIZIERT Sty




Qdermatesf”%

RESEARCH INSTITUTE FOR RELIABLE RESULTS
Taking your success personally : Dermatest® GmbH | Postfach 2165 | 48008 Miinster

SANUSLIFE INTERNATIONAL GmbH / Srl

Luigi-Negrelli-StraRe 13/C
39100 Bozen
Italy

Muenster, 20.11.2017

Dermatological report on human Open Patch Test§
Test for primary skin irritation and hypersensitivity of human subjects :
after single application

ECAIA + |

Customer: SANUSLIFE INTERNATIONAL GmbH / Srl
Luigi-Negrelli-StralRe 13/C
39100 Bozen
Italy

Test Panel: 30 panellists of either sex,
without visible skin diseases or known hypersensitivity

Concentration
of the product: undiluted

Dermatest® GmbH | Engelstr. 37 | 48143 Miinster | Germany

Tel.: +49 251 481637-0 | Fax: +49 251 481637-66
i www.dermatest.de | info@dermatest.de
' | Menagement : Geschiftsfiihrer: Dr. med. Werner Voss
A | 1sos0t2008 i Amtsgericht Miinster HRB 1348 | Miinsterlndische Bank Thie & Co.
TOVRheiniand BLZ 400 300 00 | Konto-Nr. 3 492 784 800 | USt-1D: DE126040147
MRESR) e 1 [BAN: DE31 4003 0000 3492 7848 00 | BIC: MLBK DE3MXXX




: open patch test
: ECAIA +

PRINCIPLE AND METHODS

The objective of the study is to detect primary skin irritation potential and/or existing
allergic sensitisation to the test substance.

The test substance is applied to the skin of the panellist.

The skin contact of the panellists to the test substance is limited locally and
temporally.

The occlusion eases the absorption of the suspected topical allergen allowing it to
penetrate the stratum corneum to the viable (effector) cells of the skin and thus
presenting a local challenge to the immune system.

If the threshold level of sensitivity is reached, a positive reaction could potentially be
induced.

A positive reaction to a correctly applied patch provides evidence of primary irritation
to the substance tested, but is not necessarily evidence of sensitisation.

Patch testing provokes allergic skin reactions in already sensitised panellists.

PROCEDURES

Prospective panellists receive a complete explanation of study procedures. If they
wish to participate and agree to the conditions of the study, panellists sign a written,
informed consent and provide a medical history.

About 1 g/1 ml of the test product is applied to an area of 5x5 cm to clinically healthy
skin on the inner forearm. Lotions are applied once, fluids several times.

If dilution is needed in fluids, the adequate liquid is aqua dest. Afterwards the solution
is layed on the skin using a piece of linen. If creams, ointments or powder are tested,
then vaseline is used to dilute.

A specialist of dermatology and allergology assesses the skin reaction in the test
area after 20 min of exposition. Another assessment follows after 30 and 60 min.
after the first exposition. Later assessments are performed by reactions.

All assessments are performed under standard lighting conditions.

Lower risk of toxic irritative skin reactions is the advantage of the open patch test,
when unknown substances are examined firstly, due to shorter exposition and lack of
occlusion. In case of existing sensitization, the allergic skin reaction is diminished as
well as bullae or necrosis are not estimated.

Further, the real product utilization is imitated more likely, because of the application
of cosmetics generally without occlusive condition. (Exception: intertriginous use).

The skin contact of so-called “rinse-off” products is even shorter as they are washed
away immediately.
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PANELLISTS

The test panel includes 30 adult male and female panellists.

INCLUSION CRITERIA

e Standard design: Panellists aged 18 years and above with healthy skin in the
test area

e Extra designs: Special inclusion of age, gender, skin type etc. according to
claim of the study

EXCLUSION CRITERIA

Acute diseases

Pregnancy and lactation period

Sensitisation to ingredients of the test plaster

Severe illnesses

Application of pharmaceutical products and skin care products with active

ingredients until 4 weeks before testing

e Intake of drugs that possibly can interfere with skin reactions (steroids,
antiallergics, topical immuno modulator, etc.)

e Extremely tanned skin

317
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RESULTS

Open epicutaneous test
Concentration of the product: undiluted
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No. [Name Gender Age |Diagnosis [20m |30m 60 m
1. DeRo f 36 | healthy skin |- - -
2. DeAn f 64 |healthy skin |- - -
o DeWo m 62 |healthy skin |- - -
4. FrAn f 52 |healthy skin |- - -
5. GaJo f 41 | healthy skin |- - -
6. HaKa f 35 |healthy skin |- - -
s HeCl f 43 | healthy skin |- - -
8. HuBe f 39 |healthy skin |- - -
9. HuSu m 39 |healthy skin |- - -
10. InAn f 68 |healthy skin |- - -
11. JaMo f 40 | healthy skin |- - -
12. JaVi f 40 | healthy skin |- - -
13. KoDi f 37 | healthy skin |- - -
14. MUAI m 37 |healthy skin |- - -
15. MUEI f 35 |healthy skin |- - -
16. NeEl f 58 |healthy skin |- - -
17. NeEu m 29 | healthy skin |- - -
18. NeNe I 67 | healthy skin |- - -
19. NeWa m 60 |healthy skin |- - -
20. PIGi f 52 | healthy skin |- - -
21. RoTa f 41 | healthy skin |- - -
22. ScNa f 34 |healthy skin |- - -
23. ScAl f 37 |healthy skin |- - -
24. SkEu m 36 |healthy skin |- - -
25. SkLi f 36 | healthy skin |- - -
26. StMi f 23 | healthy skin |- - -
27. TeHe m 36 |healthy skin |- - -
28. TeMa m 70 |healthy skin |- - -
29. TeNi f 33 | healthy skin |- - -
30. ZuSa f 33 |healthy skin |- - -
417
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RESULTS

Open epicutaneous test
Concentration of the product: blanc patch-test

No. |[Name Gender |Age |Diagnosis |[20m |30 m
1. DeRo f 36 |healthy skin |- -
2. DeAn f 64 |healthy skin |- -
3. DeWo m 62 |healthy skin |- -
4. FrAn f 52 |healthy skin |- -
5. GaJo f 41 |healthy skin |- -
6. HaKa f 35 |healthy skin |- -
1a HeCl f 43 |healthy skin |- -
8. HuBe f 39 |healthy skin |- -
9. HuSu m 39 |healthy skin |- -
10. InAn f 68 |healthy skin |- -
11. JaMo f 40 |healthy skin |- -
12. JaVi f 40 |healthy skin |- -
18. KoDi f 37 |healthy skin |- -
14. MUAI m 37 |healthy skin |- -
15. MUEI f 35 |healthy skin |- -
16. NeEl f 58 |healthy skin |- -
17. NeEu m 29 |healthy skin |- -
18. NeNe f 67 |healthy skin |- -
19. NeWa m 60 |healthy skin |- -
20, PIGi f 52 |healthy skin |- -
21. RoTa f 41 |healthy skin |- -
22. ScNa f 34 |healthy skin |- -
23. ScAl f 37 |healthy skin |- -
24. SkEu m 36 |healthy skin |- -
25. SkLi f 36 | healthy skin |- -
26. StMi f 23 |healthy skin |- -
27. TeHe m 36 |healthy skin |- -
28. TeMa m 70 |healthy skin |- -
29. TeNi f 33 |healthy skin |- -
30. ZiSa f 33 |healthy skin |- -
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INTERPRETATION CRITERIA

The assessment is based on the morphologic changes detailed in the modified
guidelines of

ICDRG (Fregert S (1981/2nd edition) Manual of Contact Dermatitis. On behalf of the
International Contact Dermatitis Research Group and the North American Contact
Dermatitis Group, Munksgaard Publishers,Copenhagen)

Table 3. Grading of the patch test reactions

Symbol |Morphology meaning

- No reaction negative

? Only erythema, no infiltration doubtful

+ Erythema, infiltration, possibly  discrete | simple-positive reaction
papules

++ Erythema, infiltration, papules, vesicles Double- positive reaction

+++ Erythema, infiltration, papules, confluent|3-positive reaction
vesicles

ir Different changes (soap effect, vesicles, bulla, | Irritative
necrosis)

nt Not tested

GENERAL DERMATOLOGICAL INTERPRETATION CRITERIA:

The discrimination between irritation and allergy is of importance. As a general rule, a
positive reaction is said to be ,allergic” if it has been graded as “+" to “+++ “ up to 72
hours or beyond.

Understanding the dynamics of the reaction may aid the assessment.

Allergic test reactions could persist ("Plateau-type”) or even worsen ("Crescendo-
type") on the day after the plaster has been removed). A “Decrescendo’-type
(decrease of reaction after removal of plaster) on the other hand, indicates irritation.

If delayed reactions only develop 10-14 days after application, (“iatrogenic”)
sensitisation should be considered.

Irritative and allergic reactions present erythema and could also cause infiltration.

Papules, vesicles and bullae could demonstrate irritation as well as allergy, whereas
pustules and necrosis point to severe irritation reactions.

Both reactions could spread beyond the original application site.
Moreover the individual expression of a reaction lies within a wide range.
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CONCLUSION

No evidence of any skin disorder was detected in the test area of any of the 30
panellists after conducting open patch testing for 20, 30 and 60 minutes according to
the internationally recognised guidelines of ICDRG (International Contact Dermatitis
Research Group).

It can be concluded that the use of the product will not cause any unwanted skin
reactions due to an irritating effect.

Dermatest GmpH
Engelstrasse 37
48143 Minster Germany

Fon: +48-(0)251-4816370
Fax: +43-(31251-48163766
wrw. dormalest de

Dr. med. Werner Voss
Investigating specialist

for dermatology, allergology,
venereology, phlebolagy
and environmental m%dicine
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