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(Verdffentlichungsbediirftige Rechtsakte)

RICHTLINIE 2004/73/EG DER KOMMISSION

vom 29. April 2004

zur neunundzwanzigsten Anpassung der Richtlinie 67/548/EWG des Rates zur Angleichung

der Rechts- und Verwaltungsvorschriften fiir die Einstufung, Verpackung und
Kennzeichnung gefahrlicher Stoffe an den technischen Fortschritt

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europidischen Gemeinschatft,

gestiitzt auf die Richtlinie 67/548/EWG des Rates vom 27. Juni 1967 zur Angleichung der Rechts-
und Verwaltungsvorschriften fiir die Einstufung, Verpackung und Kennzeichnung gefédhrlicher
Stoffe', insbesondere auf Artikel 28,

in Erwigung nachstehender Griinde:

(D

2)

Anhang 1 der Richtlinie 67/548/EWG enthilt eine Liste gefdhrlicher Stoffe sowie
Einzelheiten iiber die Verfahren zur Kennzeichnung und Einstufung der Stoffe. Diese Liste
muss aktualisiert und um angemeldete neue Stoffe sowie um weitere Altstoffe erweitert
werden; gleichzeitig sind die bestehenden Eintrdge — beispielsweise durch Festlegung von
Hochstwerten fiir die Konzentration in der Umwelt - an den technischen Fortschritt
anzupassen. Ferner sollten Eintrdge bestimmter Stoffe gestrichen und andere Eintrige
aufgespaltet werden, da die Einstufung nicht mehr fiir alle unter diesen Eintrigen
aufgefiihrten Stoffe gilt. Die Kennzeichnung von Stoffen, die 1,3-Butadien enthalten, sollte
geindert werden, da dieser Stoff in der Richtlinie jetzt als Mutagen eingestuft wird.

In Anhang V der Richtlinie 67/548/EWG sind die Methoden zur Bestimmung der
physikalisch-chemischen Eigenschaften, der Toxizitit und der Okotoxizitiit von Stoffen und
Zubereitungen festgelegt. Dieser Anhang sollte angepasst werden, um die Zahl der fiir
Versuche verwendeten Tiere im Einklang mit der Richtlinie 86/609/EWG des Rates vom 24.
November 1986 zur Angleichung der Rechts- und Verwaltungsvorschriften der

" ABL L 196 vom 16.8.1967, S. 1. Richtlinie zuletzt geiindert durch die Richtlinie 2001/59/EG der Kommission (ABI. L

225 vom 6.8.2001, S. 1).
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3)

Mitgliedstaaten zum Schutz der fiir Versuche und andere wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere’ auf ein Minimum zu beschrinken. Die in den Kapiteln B.1, B.4, B.5,
B.31 und B.35 beschriebenen Methoden zur Priifung auf sub-chronische orale Toxizitit
sollten entsprechend iiberarbeitet werden. Ferner sollte Anhang V um Kapitel B.42 erweitert
werden, um eine verfeinerte Methode zur Priifung auf sub-chronische orale Toxizitdt zur
Verfiigung zu stellen. SchlieBlich sollten Kapitel A.21 {iber physikalisch-chemische
Eigenschaften, Kapitel B.43 iiber die sub-chronische orale Toxizitdt und Kapitel C.21 bis
C.24 iiber Okotoxizitit aufgenommen werden, um die Bestimmung von Eigenschaften zu
ermoglichen, die durch die Methoden von Anhang V noch nicht in ausreichendem Malle
abgedeckt sind.

Die Mafinahmen dieser Richtlinie entsprechen der Stellungnahme des Ausschusses zur
Anpassung der Richtlinien zur Beseitigung der technischen Handelshemmnisse fiir
gefihrliche Stoffe und Zubereitungen an den technischen Fortschritt —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Die Richtlinie 67/548/EWG wird wie folgt gedndert:

1.

Anhang I erhilt folgende Fassung:
a)  Anmerkung K des Vorworts wird durch den Wortlaut von Anhang IA ersetzt;

b) die Eintrdge, die den in Anhang 1B dieser Richtlinie angefiihrten Eintrigen
entsprechen, werden durch den Wortlaut der Eintridge in diesem Anhang ersetzt;

c¢) die in Anhang 1C dieser Richtlinie angefiihrten Eintrige werden entsprechend der
Reihenfolge der Eintrdge in Anhang I der Richtlinie 67/548/EWG eingefiigt;

d)  die Eintrige mit den Nummern 604-050-00-X, 607-050-00-8, 607-171-00-6 und 613-
130-00-3 werden gestrichen;

e) der Eintrag mit der Nummer 048-002-00-0 wird durch die in Anhang 1D dieser
Richtlinie enthaltenen Eintrige mit den Nummern 048-002-00-0 und 048-011-00-X
ersetzt;

f)  der Eintrag mit der Nummer 609-006-00-3 wird durch die in Anhang 1D dieser
Richtlinie enthaltenen Eintrige mit den Nummern 609-006-00-3 und 609-065-00-5
ersetzt;

g) der Eintrag mit der Nummer 612-039-00-6 wird durch die in Anhang 1D dieser
Richtlinie enthaltenen Eintrige mit den Nummern 612-039-00-6 und 612-207-00-9
ersetzt;

Anhang V erhilt folgende Fassung:

a)  Der Wortlaut von Anhang 2A dieser Richtlinie wird als Kapitel A.21 hinzugefiigt;

> ABI. L 358 vom 18.12.1986, S. 1. Richtlinie geindert durch die Richtlinie 2003/65/EG des Europiischen Parlaments

und des Rates (ABI. L 230 vom 16.09.2003, S. 32).



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/3

b)  Kapitel B.1.a erhilt die Fassung von Anhang 2B dieser Richtlinie;
c)  Kapitel B.1.b erhilt die Fassung von Anhang 2C dieser Richtlinie;
d)  Kapitel B.4 erhilt die Fassung von Anhang 2D dieser Richtlinie;
e)  Kapitel B.5 erhilt die Fassung von Anhang 2E dieser Richtlinie;
f)  Kapitel B.31 erhilt die Fassung von Anhang 2F dieser Richtlinie;
g)  Kapitel B.35 erhilt die Fassung von Anhang 2G dieser Richtlinie;

h)  der Wortlaut von Anhang 2H dieser Richtlinie wird als Kapitel B.42 und B.43
hinzugefiigt;

1)  der Wortlaut von Anhang 2I dieser Richtlinie wird als Kapitel C.21 bis C.24
hinzugefiigt.

Artikel 2

() Die Mitgliedstaaten erlassen die erforderlichen Rechts- und Verwaltungsvorschriften, um
dieser Richtlinie spitestens am 31. Oktober 2005 nachzukommen. Sie teilen der Kommission
unverziiglich den Wortlaut dieser Rechtsvorschriften mit und fiigen eine Entsprechungstabelle
dieser Rechtsvorschriften und der vorliegenden Richtlinie bei. Wenn die Mitgliedstaaten diese
Vorschriften erlassen, nehmen sie in diesen Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der
amtlichen Verdffentlichung auf diese Richtlinie Bezug. Die Mitgliedstaaten regeln die Einzelheiten
der Bezugnahme.

2) Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission den Wortlaut der wichtigsten innerstaatlichen
Rechtsvorschriften mit, die sie auf dem unter diese Richtlinie fallenden Gebiet erlassen.

Artikel 3
Diese Richtlinie tritt am zwanzigsten Tag nach ihrer Veroffentlichung im Amirsblatt der
Europdischen Union in Kraft.

Artikel 4
Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 29. April 2004

Fiir die Kommission
Margot WALLSTROM
Mitglied der Kommission
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ANHANG 1A
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Anmerkung K:

Die Einstufung als "krebserzeugend" oder "erbgutverdndernd” ist nicht zwingend, wenn
nachgewiesen wird, dass der Stoff weniger als 0,1 Gewichtsprozent 1,3-Butadien
(Einecs-Nr. 203-450-8) enthilt. Ist der Stoff nicht als krebserzeugend oder
erbgutveridndernd eingestuft, so sollten zumindest die S-Sitze (2)9-16 gelten. Diese
Anmerkung gilt nur fiir bestimmte komplexe Olderivate in Anhang 1.
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1.4

A.21. BRANDFORDERNDE EIGENSCHAFTEN (FLUSSIGE STOFFE)

VERFAHREN

EINLEITUNG

Mit diesem Priifverfahren soll festgestellt werden, inwieweit ein fliissiger Stoff die
Verbrennungsgeschwindigkeit oder die Verbrennungsintensitit eines brennbaren Stoffes erhthen kann
oder ein Gemisch mit einem brennbaren Stoff bilden kann, welches sich spontan entziindet, wenn beide
sorgfiltig gemischt werden. Es beruht auf dem UN-Test auf brandfordernde (oxidierende) Eigenschaften
fiir fliissige Stoffe (1) und ist ihm gleichwertig. Da dieses Verfahren A.21 jedoch in erster Linie fiir die
Anforderungen der Richtlinie 67/548/EWG eingefiihrt wurde, ist lediglich der Vergleich mit einem
Referenzstoff vorgeschrieben. Weitere Tests und der Vergleich mit zusitzlichen Referenzstoffen konnen
erforderlich sein, wenn die Testergebnisse fiir andere Zwecke verwendet werden sollen'.

Dieser Test muss nicht durchgefiihrt werden, wenn anhand der Strukturformel hinreichend nachgewiesen
wurde, dass der Stoff mit anderen brennbaren Stoffen nicht exotherm reagieren kann.

Es ist niitzlich, Vorausinformationen iiber die potenziellen explosiven Eigenschaften der Stoffe zu haben,
bevor dieser Test durchgefiihrt wird.

Dieser Test ist nicht auf feste Stoffe, Gase, explosive oder leichtentziindliche Stoffe oder auf organische
Peroxide anwendbar.

Dieser Test muss nicht durchgefiihrt werden, wenn bereits Ergebnisse fiir den getesten Stoff aus dem UN-
Test auf brandfordernde (oxidierende) Eigenschaften fiir fliissige Stoffe (1) vorliegen.

DEFINITIONEN UND EINHEITEN

Die durchschnittliche Druckanstiegszeit ist der Durchschnitt der gemessenen Zeiten, die vergehen, bis
ein Gemisch bei einem Test einen Druckanstieg von 690 kPa auf 2070 kPa tiber atmosphirischem Druck
erzeugt.

REFERENZSTOFF

Als Referenzstoff ist 65% (w/w) Salpetersiure in wiisseriger Lsung (analysenrein) erforderlich.” Wenn
der Experimentator davon ausgeht, dass die Ergebnisse dieses Tests auch fiir andere Zwecke verwendet
werden sollen, kann die Priifung zusitzlicher Referenzstoffe sinnvoll sein.’

PRINZIP DES PRUFVERFAHRENS

Die Testfliissigkeit wird in einem Massenverhidltnis von 1:1 mit Fasercellulose gemischt und in ein
Druckgefifl gefiillt. Kommt es beim Mischen oder beim Einfiillen spontan zur Entziindung, sind keine
weiteren Tests mehr notig.

Kommt es nicht spontan zur Entziindung, so wird der gesamte Test durchgefithrt. Das Gemisch wird in
einem Druckgefi3 erhitzt, und die Zeit, die im Durchschnitt vergeht, bis der Druck von 690 kPa auf 2070
kPa tiber atmosphiirischen Druck angestiegen ist, wird ermittelt. Diese Zeit wird mit der durchschnittlichen
Druckanstiegszeit fiir das 1:1 Gemisch des/der Referenzstoffe(s) und der Cellulose verglichen.

QUALITATSKRITERIEN

In fiinf hintereinander erfolgten Priifungen mit ein und demselben Stoff soliten die Ergebnisse um nicht
mehr als 30 % vom arithmetischen Mittel abweichen. Ergebnisse, die um mehr als 30% abweichen, sind
nicht zu beriicksichtigen, Misch- und Einfiillverfahren sollten verbessert und die Testreihe sollte
wiederholt werden.

! Beispielsweise im Rahmen der UN-Beforderungsbestimmungen

? Die Stiure ist vor dem Test zu titrieren, um die genaue Konzentraton zu iiberpriifen.
F2.B.:50% (w/w) Perchlorsdure und 40% (w/w) Natriumchlorat werden in Bezugsdokument 1 verwendet.
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1.6 BESCHREIBUNG DES VERFAHRENS

1.6.1 Vorbereitung

1.6.1.1 Brennbarer Stoff
Getrocknete Fasercellulose mit einer Faserlinge von 50 bis 250 um und einem durchschnittlichen
Durchmesser von 25 um * (Anm.: der Verwels auf die FuBnote kann hier miRverstanden werden, besser
wire, die FuBnotennummern z.B. als ,,(4)" hochgestellt anzugeben) wird als brennbares Material
verwendet. Sie wird in einer Schicht von nicht mehr als 25 mm Dicke bei 105 °C 4 Stunden lang bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet und in einem Exsikkator mit Trocknungsmittel aufbewahrt, bis sie
vollkommen abgekiihlt ist und benttigt wird. Der Wassergehalt der getrockneten Cellulose sollte weniger
als 0,5% der Trockenmasse® betragen. Gegebenenfalls sollte die Trocknungszeit verlingert werden.’
Wiihrend des gesamten Tests ist Cellulose aus derselben Vorbereitungsprozedur zu verwenden.

1.6.1.2 Apparatur

1.6.1.2.1 Druckgefafs

Ein Druckgefifl ist erforderlich. Das Gefdll besteht aus einem zylindrischen Druckgefill aus Stahl von
einer Linge von 89 mm und einem AuBendurchmesser von 60 mm (siche Abbildung 1). Seitlich ist der
Kolben an zwei gegeniiberliegenden Seiten abgeflacht (wo sich der Durchmesser des Gefifles auf 50 mm
verringert), um die Handhabung bei der Einfithrung von Ziindstopfen und Entliiftungsstopfen zu
erleichtern. Das Gefil}, das eine Bohrung von 20 mm im Durchmesser hat, ist an einem Ende in einer Tiefe
von 19 mm vergroBert und mit einem Gewinde versehen, so dass ein 1" British Standard Pipe (BSP) oder
eine metrische Entsprechung eingefiihrt werden kann. Ein Druckablassarm wird in die nicht abgeflachte
Seite des Druckgefifies 35 mm von einem Ende und im Winkel von 90° zu den abgeflachten Seiten
eingeschraubt. Dazu ist eine Bohrung von 12 mm Tiefe vorgesehen, die mit einem Gewinde versehen ist,
in das das 1/2" BSP-Gewinde (oder metrische Entsprechung) am unteren Ende des Seitenarms
eingeschraubt werden kann. Gegebenenfalls wird eine Dichtung aus inertem Material angebracht, um den
Arm gasundurchlidssig zu machen. Der Seitenarm ragt 55 mm aus dem Druckgefi3 heraus und hat eine
Bohrung von 6 mm. Das Ende des Seitenarms ist vergroBert und mit einem Gewinde versehen, so dass ein
Membrandruckaufnehmer eingeschraubt werden kann. Jedes beliebige Druckmessgerit kann verwendet
werden, sofern es gegen die heilen Gase oder Spaltprodukte bestindig ist und auf eine
Druckanstiegsgeschwindigkeit von 690-2070 kPa in héchstens 5 ms anspricht.

Das weiter vom Seitenarm entfernte Ende wird mit einem Ziindstopfen verschlossen, an den zwei
Elektroden angebracht sind. Die eine ist vom Stopfen isoliert, die andere ist iiber diesen geerdet . Das
andere Ende des Druckgefifles wird mit einer Berstscheibe (Berstdruck rund 2200 kPa) verschlossen, die
von einem Stopfen mit einer Bohrung von 20 mm gehalten wird. Gegebenenfalls wird am Ziindstopfen
eine Dichtung aus inertem Material verwendet, um Gasunduchlissigkeit zu gewihrleisten. Ein Stinder
(Schaubild 2) hilt die Vorrichtung beim Gebrauch in der richtigen Position. Er besteht in der Regel aus
einer Weichstahl-Grundplatte mit der Abmessung 235 mm x 184 mm x 6 mm und einem 185 mm langen
quadratischen Hohlkorper mit der Abmessung 70 mm x 70 mm x 4 mm.

Von zwei gegeniiberliegenden Seiten des Hohlkorpers wird an einem Lingsende jeweils ein Seitenteil
abgeschnitten, so dass ein Gestell mit zwei flachwandigen Beinen und einem 86 mm langen ganzen Kasten
darauf entsteht. Die Enden dieser flachwandigen Beine werden in einem Winkel von 60° zur Horizontalen
abgeschnitten und an die Grundplatte angeschweifit. Ein 22 mm weiter und 46 mm tiefer Spalt wird in eine
Seite am oberen Ende des Kastens geschnitten, so dass bei der Einfithrung der Druckgefidvorrichtung mit
dem Ziindstopfen voran in den Kastenteil der Vorrichtung der Seitenarm in den Spalt passt. Ein
Stahlistiick von 30 mm Linge und 6 mm Dicke wird als Zwischenstiick unten an der Innenseite des Kastens
angeschweifit. Zwei Fliigelschrauben von 7 mm sind an der gegeniiberliegenden Seite eingeschraubt und
halten das Druckgefil. Zwei 12 mm breite Streifen von 6 mm dickem Stahl, die an die Seitenteile am
Boden des Kastens angeschweifdt sind, halten das Druckgefdfl von unten.

4 2.B. Cellulosestaub aus der Whatman-Siulen-Chromatographie CF 11, Katalognr. 4021 050

% was beispielsweise durch Karl-Fischer-Titration zu bestiitigen ist

% Als Alternative kann der Wassergehalt beispielsweise auch durch Vakuumerhitzen auf 105 °C withrend 24 Stunden
erreicht werden.
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1.6.1.2.2

1.6.2

Ziindvorrichtung

Die Ziindvorrichtung besteht aus einem 25 cm langem Ni/Cr Draht mit einem Durchmesser von 0,6 mm
und einem Widerstand von 3,85 ochm/m. Der Draht wird mit Hilfe eines Stabes von 5 mm Durchmesser zu
einer Wendel gedreht und wird an den am Ziindstopfen befindlichen Elektroden befestigt. Die Wendel
sollte einer der Darstellungen in Abbildung 3 entsprechen. Die Unterseite der Ziindwendel sollte 20 mm
vom Boden des Gefiiles entfernt sein. Wenn die Elektroden nicht nachstellbar sind, sollten die Enden des
Ziinddrahtes zwischen der Wendel und dem Boden des Gefilles mit einer Keramikumhiillung isoliert
werden. Der Draht wird durch konstante Stromversorgung von mindestens 10 A erhitzt.

Durchfiihrung des Tests’

Die Apparatur, die komplett mit Druckaufnehmer und Heizsystem montiert ist, bei der jedoch die
Berstscheibe nicht eingefiihrt ist, wird mit dem Ziindstopfen nach unten auf dem Stinder befestigt. 2,5 g
der zu testenden Fliissigkeit wird mit 2,5 g getrockneter Cellulose in einem Becherglas mit einem Riihrstab
aus Glas gemischtx. Aus Sicherheitsgriinden sollte der Mischvorgang mit einem Schutzschirm zwischen
Experimentator und Gemisch durchgefiihrt werden. Entziindet sich das Gemisch beim Mischen oder beim
Einfiillen, sind keine weiteren Tests erforderlich. Das Gemisch wird in kleinen Portionen mit leichtem
Klopfen in das Druckgefifl gefiillt, wobei darauf geachtet werden muss, dass das Gemisch die
Ziindwendel ausreichend umhiillt und damit ein guter Kontakt gewihrleistet ist. Es ist wichtig, dass sich
die Wendel wiihrend des Fiillens nicht verformt, da das zu falschen Ergebnissen fiihren kann’. Die
Berstscheibe wird in die vorgesehene Druckgefd6ffnung eingelegt und mit dem Halterungsstopfen fest
eingeschraubt. Das gefiillte Gefiill wird auf den Stiinder montiert, wobei das Ende mit der Berstscheibe
nach oben zeigt. Der Stinder sollte sich in einem geeigneten gepanzerten Abzugsschrank oder in einer
Brennkammer befinden. Das Stromkabel ist an den Hufleren Anschlusssteckern am Ziindstopten
angeschlossen. Die Stromstiirke betriigt 10 A. Zwischen dem Beginn des Mischens und dem Anschalten
des Stroms sollten nicht mehr als 10 Minuten vergehen.

Das vom Druckaufnehmer erzeugte Signal wird durch ein geeignetes  Messdatenerfassungssystem
aufgezeichnet, das sowohl die Messung als auch die Aufzeichnung eines Zeit-Druck-Profils ermoglicht
(z.B. ein Transientenrecorder in Verbindung mit einem grafischen Drucker). Das Gemisch wird mindestens
60 s lang oder so lange, bis die Berstscheibe aufreif3t, erhitzt. Reilit die Scheibe nicht auf, so sollte man
das Gemisch abkiihlen lassen, bevor die Apparatur vorsichtig abgebaut werden kann, wobei
Vorkehrungsmafnahmen gegen einen eventuellen Druckaufbau getroffen werden sollten. Es werden fiinf
Priifginge mit dem Priifstoff und dem/den Referenzstoff(en) durchgefiihrt. Es wird festgehalten, wieviel
Zeit vergeht, bis der Druck von 690 kPa auf 2070 kPa tber atmosphirischem Druck steigt. Die
durchschnittliche Druckanstiegszeit wird berechnet.

In manchen Fillen kénnen Stoffe einen (zu hohen oder zu niedrigen) Druckanstieg erzeugen, der nicht auf
die brandfordernden Eigenschaften des Stoffes zuriickzufithren ist. In diesen Fillen muss der Test
gegebenenfalls mit einem inerten Stoff, z.B. Diatomit (Kieselgur), anstelle der Cellulose wiederholt
werden, um die Art der Reaktion festzustellen.

7 Gemische von Oxidationsmitteln und Cellulose sind als potenziell explosiv zu behandeln und mit Vorsicht zu

handhaben

Dazu kann auch ein Gemisch der zu testenden Fliissigkeit und der Cellulose im Verhiltnis 1:1 in groBerer Menge
zubereitet werden, wovon dann 5 + 0,1 g in das Druckgefidll gefiillt werden. Das Gemisch ist fiir jeden Priifgang frisch

zuzubereiten.

? Insbesondere muss vermieden werden, dass nebeneinander liegende Schleifen der Wendel miteinander in Kontakt

kommen.
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2 DATEN
Druckanstiegszeiten fiir die Testsubstanz und den/die Referenzstoff(e). Druckanstiegszeiten fiir die Tests
mit einem inerten Stoft, soweit durchgefiihrt.
2.1 ERGEBNISVERARBEITUNG

Sowohl fiir die Testsubstanz als auch fiir den/die Referenzstoff(e) werden die durchschnittlichen
Druckanstiegszeiten berechnet.

Die durchschnittliche Druckanstiegszeit wird fiir die Tests mit einem inerten Stoff berechnet (sofern
durchgefiihrt).

In Tabelle 1 sind einige Ergebnisbeispiele aufgefiihrt.

Tabelle 1
Ergebnisbeispiele @
Durchschnittliche
Stoff © Druckanstiegszeit
fir ein 1:1 Gemisch
mit Cellulose

(ms)
Ammoniumdichromat, gesittigte wisserige Losung 20800
Calciumnitrat, gesittigte wiisserige Losung 6700
Eisentrinitrat, gesittigte wisserige Losung 4133
Lithiumperchlorat, gesiittigte wiisserige Losung 1686
Magnesiumperchlorat, gesittigte wisserige Losung 777
Nickelnitrat, gesittigte wisserige Losung 6250
Salpetersiiure, 65 % 47679
Perchlorsiure, 50 % 121%
Perchlorsdure, 55 % 59
Kaliumnitrat, 30 % wiisserige Losung 26690
Silbernitrat, gesittigte wisserige Losung o
Natriumchlorat, 40 % wiisserige Losung 25559
Natriumnitrat, 45 % wiisserige Losung 4133
Inerter Stoff
Wasser:Cellulose -

a) Durchschnittswert aus Testreihen verschiedener Labors

b) Hochstdruck von 2070 kPa nicht erreicht

c) gesittigte Losungen sollten bei 20 °C zubereitet werden

d) Siehe Bezugsdokument (1) zur Klassifizierung nach den Beforderungsbestimmungen der UN
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3 BERICHT

3.1 PRUFBERICHT
Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:

— Art der Testsubstanz, ihre Zusammensetzung, ihre Reinheit usw.;

— Konzentration der Testsubstanz;

— das fiir die Cellulose verwendete Trocknungsverfahren;

— den Wassergehalt der verwendeten Cellulose;

— die Messergebnisse;

— gegebenenfalls die Ergebnisse der Tests mit einem inerten Stoff;

— die errechneten durchschnittlichen Druckanstiegszeiten;

— eventuelle Abweichungen von diesem Verfahren unter Angabe der Griinde;

— siimtliche zusitzlichen Informationen oder Bemerkungen, die fiir die Analyse der Ergebnisse relevant
sind.

3.2 ANALYSE DER ERGEBNISSE"
Bei der Bewertung der Priifergebnisse ist Folgendes zu beachten:
a) ob sich das Gemisch von Testsubstanz und Cellulose spontan entziindet; und

b) der Vergleich der durchschnittlichen Zeit, bis der Druck von 690 kPa auf 2070 kPa gestiegen ist, mit
der Druckanstiegszeit des/der Referenzstoffe(s).

Ein fliissiger Stoff wird als brandférdernd beurteilt , wenn:

a) ein Gemisch des Stoffes und der Cellulose mit einem Massenverhiltnis von 1:1 spontan in Brand gerit
oder

b) ein Gemisch des Stoffes und der Cellulose mit einem Massenverhiltnis von 1:1 eine durchschnittliche
Druckanstiegszeit von hochstens der durchschnittlichen Druckanstiegszeit aufweist wie ein Gemisch
65%iger Salpetersdure (w/w) in wisseriger Losung und Cellulose im Massenverhéltnis von 1:1.

Um falsche positive Ergebnisse zu vermeiden, sollten die beim Test des Stoffes mit einem inerten Stoff
erhaltenen Ergebnisse in die Analyse der Ergebnisse mit einbezogen werden.

4 BEZUGSDOKUMENTE

(1) UN-Empfehlungen fiir die Beforderung gefihrlicher Giiter, Test- und Kriterienhandbuch, 3. gefinderte
Ausgabe. UN-Veroffentlichungsnummer: ST/SG/AC.10/11/Rev. 3, 1999, Seite 342. Test O.2: auf
oxidierende Eigenschaften fiir fliissige Stoffe.

1 Siehe Bezugsdokument 1 zur Analyse der Ergebnisse nach den Beforderungsbestimmungen der UN bei Verwendung
verschiedener Referenzstoffe.
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(A) Druckgefifigehiuse

(B) Berstscheibenhalterungsstopfen

(D) Dichtung aus inertem Material (z.B. Weichblei) (E) Berstscheibe

(G) Druckiibertragerkopf
(K) geerdete Elektrode
(N) Dichtungsfuge

(H) Unterlegscheibe
(L) Isolierung
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(C) Ziindstopten

(F) Seitenarm

(J) Isolierte Elektrode
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Abbildung 2

Stinder
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Abbildung 3

Zindvorrichtung

(A) Ziindwendel (B) Isolierung (C) Elektroden (D) Ziindstopfen

Anmerkung: Eines diesers Systeme kann verwendet werden
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B.1 bis - AKUTE ORALE TOXIZITAT - FEST-DOSIS-METHODE

METHODE

Diese Priitmethode entspricht der OECD TG 420 (2001).

EINLEITUNG

Herkommliche Methoden zur Bewertung der akuten Toxizitit verwenden den Tod der Versuchstiere als Endpunkt. 1984 hat
die British Toxicology Society einen neuen Ansatz zur Bewertung der akuten Toxizitit vorgeschlagen, der von der
Verabreichung einer Serie fester Dosen ausging (1). Dieser Ansatz bezog sich nicht auf den Tod der Versuchstiere als
Endpunkt, sondern stiitzte sich auf die Beobachtung deutlicher Toxizitiitszeichen, die bei einer bestimmten Dosis aus einer
Serie fester Dosierungen auftraten. Nach /n-vivo-Validierungsstudien im Vereinigten Konigreich (2) sowie in
internationalem Rahmen (3) wurde im Jahre 1992 als Priifmethode anerkannt. Spiter wurden die statistischen Eigenschaften
der Fest-Dosis-Methode mit Hilfe mathematischer Modelle in einer Reihe von Studien berechnet (4)(5)(6). Mit In-vivo-
Studien und anhand von Modellstudien konnte nachgewiesen werden, dass das Verfahren reproduzierbar ist, mit einer
geringeren Anzahl an Versuchstieren auskommt und weniger Leiden verursacht als die herkémmlichen Methoden und eine
dhnliche Bewertung der Substanzen erm&glicht wie die sonstigen Methoden zur Priifung der akuten Toxizitiit.

Leitlinien fiir die Auswahl der geeignetsten Testmethode fiir einen bestimmten Zweck enthiilt das Guidance Document on
Acute Oral Toxicity Testing (7). Dieser Leitfaden beinhaltet dariiber hinaus weitere Informationen zur Durchfiihrung und
Auswertung der Priifmethode B.1bis.

Eines der Prinzipien der Methode besteht darin, dass in der Hauptstudie nur miBig toxische Dosen eingesetzt werden und
dass die Verabreichung von voraussichtlich letalen Dosen vermieden werden solite. Auflerdem brauchen keine Dosierungen
verabreicht zu werden, die aufgrund #tzender oder stark reizender Wirkungen bekanntermaflen starke Schmerzen und
schweres Leiden verursachen. Moribunde Tiere oder Tiere, die offensichtlich unter Schmerzen leiden oder Anzeichen von
schwerem und anhaltendem Leiden zeigen, sind auf humane Weise zu toten und werden bei der Auswertung der
Testergebnisse auf die gleiche Weise gewertet wie wihrend des Tests gestorbene Tiere. Kriterien fiir die Entscheidung,
moribunde oder schwer leidende Tiere zu toten, sowie Hinweise zur Erkennung des absehbaren oder bevorstehenden Todes
sind Gegenstand eines gesonderten Leitfadens (8).

Die Methode fiihrt zu Informationen iiber die gefihrlichen Eigenschaften und ermdglicht die Bewertung und Klassifi-
zierung der Substanz gemill dem Globalen Harmonisierten System (GHS) zur Klassifizierung chemischer Stoffe mit akut
toxischer Wirkung (9).

Das Priiflabor soll vor der Durchfiihrung der Studie simtliche verfiigbaren Informationen beriicksichtigen. Zu diesen
Informationen gehoren die Identitdt und die chemische Struktur der zu testenden Substanzen, die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Substanzen, die Ergebnisse sonstiger /n-vivo- oder [n-vitro-Toxizititstests in Verbindung mit den
betreffenden Substanzen, toxikologische Daten iiber strukturverwandte Substanzen sowie die vorgesehene(n)
Verwendung(en) der Substanzen. Diese Informationen werden benétigt, um die zustindigen Stellen zu liberzeugen, dass der
Test fiir den Schutz der menschlichen Gesundheit wichtig ist und bei der Wahl der geeigneten Startdosis hilft.

DEFINITIONEN

Akute orale Toxizitdt: Schiddliche Wirkungen, die nach der oralen Verabreichung einer Einzeldosis oder mehrerer innerhalb
von 24 Stunden verabreichter Dosen einer Substanz auftreten.

Verzogerter Tod: Das betreffende Tier stirbt zwar nicht binnen 48 Stunden und wirkt in diesem Zeitraum nicht moribund;
der Tod tritt jedoch spiiter withrend des 14-tigigen Beobachtungszeitraums ein.

Dosis: Verabreichte Menge der Testsubstanz; die Dosis wird als Gewicht der Testsubstanz pro Gewichtseinheit des
Versuchstiers ausgedriickt (z. B. mg/kg).

Evidente Toxizitit: Ein allgemeiner Begriff, der deutliche Anzeichen von Toxizitit nach der Verabreichung einer
Testsubstanz dahingehend beschreibt, dass bei der ndchsthoheren festen Dosis entweder starke Schmerzen und anhaltende
Anzeichen fiir schweres Leiden, ein moribunder Zustand (Kriterien siehe Humane Endpoints Guidance Document (8)) oder
wahrscheintich der Tod der meisten Versuchstiere zu erwarten sind (siehe z. B. (3)).
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1.4.1

1.4.2

GHS: Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures (Weltweit harmonisiertes
Klassifizierungssystem fiir chemische Substanzen und Gemische); ein gemeinsames Projekt von OECD (Menschliche
Gesundheit und Umwelt), UN-Expertenausschuss fiir den Transport von Gefahrgiitern (physikalisch-chemische
Eigenschaften) und ILO (Gefahrenanzeige) koordiniert im Rahmen des Interorganisation Programme for the Sound
Management of Chemicals (IOMC).

Bevorstehender Tod: Der moribunde Zustand oder Tod ist vor dem nichsten vorgesehenen Beobachtungszeitpunkt zu
erwarten. Anzeichen fiir diesen Zustand konnen bei Nagetieren Krampfe, Seitenlage, liegende Stellung und Tremor sein
(siehe Humane Endpoint Guidance Document (8)).

LDs, (mittlere Letaldosis): Statistisch ermittelte Einzeldosis einer Substanz, bei der davon ausgegangen werden kann, dass
sie bei oraler Verabreichung den Tod von 50 % der Tiere verursacht: der LDsy-Wert wird als Gewicht der Testsubstanz pro
Gewichtseinheit der Versuchstiere ausgedriickt (mg/kg).

Limit-Dosis: Dosis am oberen Grenzwert fiir den betreffenden Versuch (2.000 oder 5.000 mg/kg)

Moribunder Zustand: Zustand des Sterbens oder des Unvermdgens, (selbst bei Behandlung) zu tiberleben (siehe Humane
Endpoint Guidance Document (8))

Voraussagbarer Tod: Vorhandensein klinischer Zeichen, die auf den Eintritt des Todes zu einem bekannten Zeitpunkt in
der Zukunft — vor dem planmiBigen Ende des Experiments — hinweisen, z. B. das Unvermogen, Wasser oder Nahrung
aufzunehmen (siehe Humane Endpoint Guidance Document (8))

PRINZIP DER-PRUFMETHODE

An Gruppen von Versuchstieren eines Geschlechts wird in einem schrittweisen Verfahren jeweils die feste Dosis 5, 50, 300
und 2.000 mg/kg verabreicht. (Im Ausnahmefall kann eine weitere feste Dosis von 5.000 mg/kg in Betracht gezogen
werden (siehe Abschnitt 1.6.2)). Als Startdosis wird auf der Grundlage einer Vorstudie die Dosis gewihlt, die
voraussichtlich gewisse Toxizititsanzeichen verursachen wird, ohne schwere toxische Wirkungen oder Mortalitit
hervorzurufen. Klinische Anzeichen und Zustinde, die mit Schmerzen, Leiden und bevorstehendem Tod verbunden sind,
werden in einem gesonderten OECD-Leitfaden (8) ausfiihrlich beschrieben. Weiteren Versuchstiergruppen kdnnen hohere
oder niedrigere feste Dosen in Abhidngigkeit davon verabreicht werden, ob Anzeichen von Toxizitdt oder Mortalitit zu
erkennen sind. Diese Vorgehensweise wird fortgesetzt, bis die Dosis ermittelt ist, die offensichtlich toxisch wirkt oder den
Tod maximal eines Versuchstieres verursacht hat, bzw. bis bei der hdchsten Dosis keine Wirkungen zu erkennen sind oder
bis bereits bei der niedrigsten Dosis der Tod von Versuchstieren eintritt.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
Auswabhl der Tierspezies

Die bevorzugte Nagetierspezies ist die Ratte, es kdnnen aber auch andere Spezies verwendet werden. In der Regel werden
weibliche Tiere verwendet (7). Weibliche Tiere werden bevorzugt, da die in der Literatur zitierten Untersuchungen zu
konventionellen LDso-Tests zwischen den Geschlechtern in der Regel nur geringfiigige Unterschiede hinsichtlich der
Empfindlichkeit belegen, in den Fillen, in denen Unterschiede beobachtet werden, jedoch zeigen, dass weibliche Tiere im
Allgemeinen etwas empfindlicher sind (10). Wenn jedoch die vorhandenen Informationen iiber die toxikologischen oder
toxikokinetischen Eigenschaften von strukturverwandten Chemikalien darauf hinweisen, dass vermutlich die minnlichen
Tiere empfindlicher sind, sollten ménnliche Tiere verwendet werden. Wird ein Versuch an ménnlichen Tieren durchgefiihrt,
sollte dies hinreichend begriindet werden.

Es sollen junge, gesunde, ausgewachsene Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen verwendet werden. Die
weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch momentan trichtig sein. Alle Tiere miissen zu Beginn der
Verabreichung zwischen 8 und 12 Wochen alt sein; ihre Gewichtswerte miissen im Bereich von £ 20 % des mittleren
Gewichts siimtlicher zuvor verwendeten Tiere liegen.

Haltung und Fitterung

Die Temperatur des Versuchstierraums soll 22 °C (+ 3 °C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit soll mindestens 30 %
betragen und auBer withrend der Reinigung vorzugsweise nicht tiber 70 % liegen; anzustreben ist ein Wert von 50-60 %.
Der Raum soll kiinstlich beleuchtet sein, wobei die Beleuchtung im 12-Stunden-Rhythmus ein- und ausgeschaltet werden
soll. An die Versuchstiere kann herkdmmliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte
Trinkwasserversorgung zu gewihrleisten ist. Die Tiere konnen in den Kifigen nach Verabreichungsdosen gruppiert werden,
wobei aber die Anzahl der Tiere pro Kiifig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere ermdglichen muss.
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1.4.3

1.4.4

1.5

Vorbereitung der Versuchstiere

Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewihlt, zwecks Identifizierung markiert und fiir die Dauer von mindestens 5
Tagen vor Versuchsbeginn in ihren Kiifigen gehalten, damit sie sich an die Laborbedingungen gewShnen kdnnen.

Vorbereitung der Dosen

Generell sollen die Testsubstanzen mit einem fiir den gesamten zu testenden Dosierungsbereich gleichbleibenden Volumen
verabreicht werden, indem jeweils die Konzentration der Dosiszubereitung variiert wird. Wenn jedoch ein fliissiges
Endprodukt oder Gemisch zu testen ist, kann die Anwendung der unverdiinnten, d. h. mit gleichbleibender Konzentration
verabreichten Testsubstanz fiir die anschliefende Risikobewertung der betreffenden Substanz grofiere Relevanz haben und
wird daher von verschiedenen Behorden vorgeschrieben. In jedem Fall darf das maximal zu verabreichende Dosisvolumen
nicht liberschritten werden. Welches Fliissigkeitsvolumen jeweils hochstens auf einmal verabreicht werden kann, hingt von
der GroBe des Versuchstiers ab. Bei Nagetieren soll das Volumen im Normalfall 1 ml pro 100 g K&rpergewicht nicht
iberschreiten; bei wiissrigen Losungen konnen aber auch 2 ml pro 100 g Korpergewicht in Betracht gezogen werden.
Beziiglich der Formulierung wird, wenn dies moglich ist, eine wissrige Losung/Suspension/Emulsion empfohlen, danach in
der Reihenfolge der Priiferenz eine Losung/Suspension/Emulsion in Ol (z. B. Maisol) sowie an dritter Stelle eventuell eine
Losung in anderen Vehikeln. Bei anderen Vehikeln als Wasser sollen die toxikologischen Eigenschaften des jeweiligen
Vehikels bekannt sein. Die Dosen diirfen erst kurz vor der Verabreichung zubereitet werden, sofern die Zubereitung {iber
den Zeitraum, in dem sie angewandt werden soll, nicht bekanntermaflen eine annehmbare Stabilitiit aufweist.

VERFAHRENSWEISE
Verabreichung der Dosen

Die Testsubstanz wird als Einzeldosis mit einer Sonde iiber einen Magensonde oder iiber eine geeignete Intubationskaniile
verabreicht. In dem seltenen Fall, dass die Verabreichung als Einzeldosis nicht moglich ist, kann die Dosis iiber einen
Zeitraum von maximal 24 Stunden in kleineren Teilmengen verabreicht werden.

Die Versuchstiere sollten vor der Verabreichung niichtern sein (z. B. sollte Ratten das Futter (nicht das Wasser) tiber Nacht
vorenthalten werden; Miusen sollte das Futter (nicht das Wasser) 3-4 Stunden zuvor vorenthalten werden). Nach diesem
Futterentzug sollen die Tiere gewogen werden und die Testsubstanz verabreicht bekommen. Nach der Verabreichung der
Substanz kann das Futter bei Ratten weitere 34 Stunden bzw. bei Miusen weitere 1-2 Stunden zuriickgehalten werden.
Wenn die Dosis iiber einen bestimmten Zeitraum hinweg in Teilmengen verabreicht wird, kann es je nach Linge dieses
Zeitraums erforderlich sein, die Tiere mit Futter und Wasser zu versorgen,

Vorstudie

Zweck der Sichtungsstudie ist die Ermittlung der zweckmifigen Ausgangsdosis fiir die Hauptuntersuchung. Die
Testsubstanz wird einzelnen Tieren in einem sequentiellen Verfahren gemill den Flussdiagrammen in Anhang I
verabreicht. Die Sichtungsstudie ist abgeschlossen, wenn eine Entscheidung iiber die Ausgangsdosis fiir die Hauptstudie
getroffen werden kann (oder wenn bereits bei der niedrigsten festen Dosis der Tod eines Versuchstiers eintritt).

Als Ausgangsdosis fiir die Sichtungsstudie wird von den festen Dosierungen 5, 50, 300 und 2000 mg/kg die Dosis
ausgewihlt, die voraussichtlich eine evidente Toxizitidt bewirken wird, wobei nach Moglichkeit die Erkenntnisse aus /n-
vivo- und In-vitro-Daten fiir denselben chemischen Stoff sowie fiir strukturverwandte chemische Stoffe zugrunde liegen
sollten. Wenn keine entsprechenden Informationen vorliegen, wird die Ausgangsdosis 300 mg/kg verwendet.

Zwischen den Versuchen an jedem einzelnen Tier liegt ein zeitlicher Abstand von mindestens 24 Stunden. Alle Tiere
sollten mindestens 14 Tage lang beobachtet werden.

In Ausnahmefiillen — und nur, wenn dies durch konkrete Vorschriften begriindet ist — kann die Anwendung einer weiteren
festen oberen Dosis von 5.000 mg pro kg Korpergewicht in Erwigung gezogen werden (siehe Anhang 3). Aus
Tierschutzgriinden wird von Tierversuchen im Bereich der GHS-Kategorie 5 (2000-5000 mg/kg) abgeraten; diese Versuche
sollten nur dann in Betracht gezogen werden, wenn die Ergebnisse eines solchen Tests fiir den Schutz der Gesundheit von
Menschen oder Tieren oder der Umwelt mit hoher Wahrscheinlichkeit direkt relevant sind.
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1.5.3.1

1.5.3.2

Wenn ein Versuchstier, das mit der niedrigsten festen Dosis (5 mg/kg) getestet wird, bei der Sichtungsstudie stirbt, wird die
Studie normalerweise beendet und die Substanz der GHS-Kategorie | zugewiesen (wie in Anhang | dargestellt). Ist jedoch
eine weitere Bestitigung dieser Klassifizierung erforderlich, kann das folgende ergéinzende Verfahren in Betracht gezogen
werden: Ein zweites Versuchstier wird mit der Dosis 5 mg/kg getestet. Wenn dieses zweite Tier stirbt, wird die GHS-
Kategorie 1 bestitigt und die Studie sofort beendet. Wenn das zweite Tier Uberlebt, wird maximal drei weiteren Tieren die
Dosis 5 mg/kg verabreicht. Da ein hohes Mortalititsrisiko besteht, sollten diese Tiere aus Tierschutzgriinden nacheinander
getestet werden. Der zeitliche Abstand zwischen den Versuchen an den einzelnen Tieren sollte grofl genug sein, um die
Uberlebenswahrscheinlichkeit des vorherigen Tieres bestitigen zu konnen. Wenn ein zweites Tier stirbt, wird die
Versuchsreihe sofort beendet, und es werden keine weiteren Tiere getestet. Da der Tod eines zweiten Tieres (unabhéngig
davon, wie viele Tiere bis zum Zeitpunkt der Beendigung getestet wurden) zu Ergebnis A zéhlt (2 oder mehr tote Tiere),
wird nach der Klassifizierungsregel aus Anhang 2 fiir die feste Dosis 5 mg/kg vorgegangen (Kategorie | bei zwei oder
mehr toten Versuchstieren bzw. Kategorie 2, wenn nur ein Tier stirbt). Zur Ergiinzung wird in Anhang 4 die Klassifizierung
im EU-System bis zur Einfiihrung des neuen GHS erliutert.

Hauptstudie
Anzahl der Versuchstiere und Dosierung

Welche MaBnahmen nach dem Versuch mit der Anfangsdosierung durchgetiihrt werden sollen, ist den Flussdiagrammen in
Anhang 2 zu entnehmen. In Betracht kommt jeweils eine von drei MaBinahmen: Versuch beenden und die entsprechende
Gefahrenklassifikationsklasse zuweisen, mit einer hoheren festen Dosis testen oder mit einer niedrigen festen Dosis testen.
Aus Tierschutzgriinden wird jedoch eine Dosierung, die in der Sichtungsstudie zum Tod gefiihrt hat, in der Hauptstudie
nicht wiederholt (siche Anhang 2). Die bisher gemachten Erfahrungen lassen als wahrscheinlichstes Ergebnis bei der
Ausgangsdosierung vermuten, dass die Substanz ohne weitere Tests klassifiziert werden kann.

Im Normalfall werden fiir jede untersuchte Dosierung insgesamt fiinf Tiere gleichen Geschlechts verwendet. Zu diesen fiinf
Tiere gehoren ein Tier aus der Sichtungsstudie, dem die gewihlte Dosierung verabreicht wurde, sowie vier weitere Tiere
(auBer wenn im Ausnahmefall eine in der Hauptstudie verwendete Dosierung in der Sichtungsstudie nicht enthalten war).

Der Zeitabstand zwischen den Versuchen mit der jeweiligen Dosierung richtet sich nach dem Einsetzen, der Dauer und dem
Schweregrad der Toxizititsanzeichen. Die Behandlung der Versuchstiere mit der nichsten Dosis sollte hinausgezogert
werden, bis angenommen werden kann, dass die zuvor verwendeten Tiere iiberlebt haben. Bei Bedarf wird ein Abstand von
drei bis vier Tagen zwischen den Versuchen mit den einzelnen Dosierungen empfohlen, um die Feststellung einer
zeitverzogerten Toxizitdt zu ermdoglichen. Dieser Zeitabstand kann nach Bedarf angepasst werden, wenn z. B. die
beobachteten Reaktionen keine Schlussfolgerungen zutassen.

Wenn eine obere feste Dosis von 5.000 mg/kg in Erwigung gezogen wird, sollte verfahren werden, wie in Anhang 3
beschrieben (siehe auch Abschnitt 1.6.2).

Limit-Test

Der Limit-Test wird hauptsichlich dann eingesetzt, wenn die Person, die den Test durchfiihrt, nach ihr vorliegenden
Informationen annehmen kann, dass das zu testende Material wahrscheinlich nicht toxisch ist, d.h. nur oberhalb der in
Vorschriften festgelegten Grenzdosen toxisch wirkt. Informationen iiber die Toxizitdt des Testmaterials kdnnen aus
Kenntnissen liber ihnliche getestete Verbindungen, Gemische oder Produkte gewonnen werden, wobei Art und
Prozentanteil der Komponenten zu berlicksichtigen sind, deren toxikologische Relevanz bekannt ist. In den Fillen, in denen
nur wenige oder keine Informationen tiber die Toxizitdt des Testmaterials vorliegen oder in denen von einer Toxizitit des
Testmaterials ausgegangen wird, sollte der Haupttest durchgefiihrt werden.

Bei der normalen Vorgehensweise wird fiir den Limit-Test im Rahmen dieses Leitfadens eine Ausgangsdosis von 2.000
mg/kg (bzw. im Ausnahmefall 5.000 mg/kg) fiir die Sichtungsstudie verwendet; anschlieBend werden vier weitere Tiere
dieser Dosis ausgesetzt.

BEOBACHTUNGEN

Die Tiere werden nach der Verabreichung einzeln beobachtet: mindestens einmal wihrend der ersten 30 Minuten, in
regelmifBBigen Abstinden wihrend der ersten 24 Stunden, wobei die ersten vier Stunden besonders zu beachten sind, sowie
anschlieBend tidglich withrend einer Gesamtdauer von 14 Tagen, sofern die Tiere nicht aus Tierschutzgriinden aus dem
Versuch genommen und auf humane Weise getotet werden miissen oder ihr Tod festgestellt wird. Die Beobachtungsdauer
sollte nicht strikt festgelegt werden, sondern abhiingig von den toxischen Reaktionen, vom Zeitpunkt des Einsetzens dieser
Reaktionen und von der Linge der Erholungsdauer festgelegt werden und kann daher ausgedehnt werden, wenn dies
erforderlich scheint. Der Zeitpunkt, zu dem die Anzeichen von Toxizitit auftreten und wieder verschwinden, ist
insbesondere dann von Bedeutung, wenn eine Tendenz zur zeitlichen Verzogerung der Toxizitdtsanzeichen besteht (11).
Sédmtliche Beobachtungen werden fiir die Tiere systematisch jeweils in Einzelprotokollen dokumentiert.
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1.6.1

1.6.2

3.1

Zusitzliche Beobachtungen sind erforderlich, wenn bei den Tieren weiterhin Anzeichen fiir Toxizitiit zu beobachten sind.
Die Beobachtungen sollten Veriinderungen an Haut und Fell, Augen und Schleimhiiuten erfassen und auch die Atmung, den
Kreislauf, das vegetative und zentrale Nervensystem sowie somatomotorische Aktivititen und Verhaltensmuster
beriicksichtigen. Auf Symptome wie Tremores, Krimpfe, Speichelfluss, Durchfall, Lethargie, Schlaf und Koma sollte
geachtet werden. Die im Humane Endpoints Guidance Document (8) zusammengefassten Prinzipien und Kriterien sind zu
beriicksichtigen. Tiere, bei denen ein moribunder Zustand festgestellt wird, sowie Tiere, die starke Schmerzen haben oder
anhaltende Anzeichen von schwerem Leiden zeigen, sollten auf humane Weise getttet werden. Wenn Tiere aus humanen
Griinden getdtet werden oder ihr Tod festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau wie moglich registriert werden.

Korpergewicht

Das Gewicht der einzelnen Tiere soll kurz vor der Verabreichung der Testsubstanz sowie spitestens eine Woche danach
ermittelt werden. Gewichtsveriinderungen sollen berechnet und registriert werden. Am Ende des Tests werden die
iiberlebenden Tiere gewogen und anschliellend auf humane Weise getotet.

Pathologie

Alle Versuchstiere (einschlieSlich der Tiere, die withrend des Tests sterben oder aus Tierschutzgriinden aus veor der Studie
genommen werden) sollen auf makrologische Verinderungen untersucht werden. Alle makrologischen Veridnderungen
sollen fiir jedes einzelne Tier registriert werden. Bei Tieren, die 24 oder mehr Stunden lang iiberlebt haben, kann auch eine
mikroskopische Untersuchung von Organen mit makropathologischen Befunden in Erwigung gezogen werden, da sich
hieraus eventuell niitzliche Informationen gewinnen lassen.

DATEN

Es sollen Daten zu den einzelnen Tieren bereitgestellt werden. Dariiber hinaus sollen sdmtliche Daten in tabellarischer Form
zusammengefasst werden, wobei fiir jede Testgruppe die folgenden Daten zu erfassen sind: Anzahl der verwendeten Tiere,
Anzahl der Tiere mit Anzeichen fiir eine toxische Wirkung, Anzahl der Tiere, deren Tod wiihrend des Versuchs festgestellt
wurde oder die aus humanen Griinden getotet wurden, Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, Beschreibung und Zeitverlauf
der toxischen Wirkungen und ihrer Reversibilitiit sowie pathologische Befunde.

BERICHTE

Testbericht

Der Priitbericht muss die folgenden Angaben enthalten (soweit angemessen):
Testsubstanz:

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, sofern relevant, physikalisch-chemische Eigenschaften (einschlieBlich
[somerisierung),
— Identifizierungsdaten, einschlieBlich CAS-Nummer.

Vehikel (wenn verwendet):
— Begriindung fiir die Auswahl des Vehikels (auBler bei Wasser).
Versuchstiere:

— verwendete Spezies/Stamm,

— mikrobiologischer Zustand der Tiere, sofern bekannt,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere (gegebenenfalls mit Begriindung fiir den Einsatz von miénnlichen statt
weiblichen Tieren),

— Bezugsquelle der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.

Testbedingungen:

— Angaben iiber die Zubereitung der Testsubstanz, einschlieBlich Angaben (iber die physikalische Beschaffenheit des
verabreichten Stoffs,

— Angaben iber die Verabreichung der Testsubstanz, einschlieBlich Applikationsvolumen und Zeitpunkt der
Verabreichung,

— Angaben zur Futter- und Wasserqualitiit (einschlieBlich Art/Herkunft des Futters, Herkunft des Wassers);

— Begriindung fiir die Wahl der Startdosis.
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Ergebnisse:

— tabellarische Erfassung der erhobenen Daten und der Dosis fiir jedes einzelne Tier (d. h. Tiere, die Anzeichen fiir
Toxizitdt zeigen, einschlieBlich Mortalitit sowie Art, Schweregrad und Dauer der Wirkungen),

— tabellarische Erfassung des Korpergewichts und der Anderungen des Korpergewichts,

— Gewicht der einzelnen Tiere am Tag der Verabreichung, danach in wochentlichem Abstinden sowie am Tag des
Todes bzw. der T6tung,

— Datum und Uhrzeit des Todes, sofern vor der planmifligen Totung eingetreten,

— zeitlicher Verlauf des Einsetzens von Toxizitdtsanzeichen sowie Angabe, ob diese reversibel waren (fiir jedes Tier
gesondert),

— Obduktionsergebnisse und histopathologische Ergebnisse fiir jedes einzelne Tier (wenn vorhanden).

Diskussion und Interpretation der Ergebnisse.

Schlussfolgerung.
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ANHANG 3

KRITERIEN FUR DIE KLASSIFIZIERUNG VON TESTSUBSTANZEN MIT ERWARTETEN LDs-WERTEN
UBER 2.000 mg/kg OHNE ERFORDERLICHE TESTS

Die Kriterien fiir die Gefahrenkategorie 5 sollen die Identifikation von Testsubstanzen erméglichen, die eine vergleichsweise
geringe akute Toxizititsgefahr aufweisen, aber unter bestimmten Umstiinden eine Gefahr fiir anfiillige Bevolkerungsgruppen
darstellen. Bei diesen Substanzen wird von einer oralen oder dermalen LDsy im Bereich 2.000-5.000 mg/kg bzw. von
vergleichbaren Dosen fiir andere Verabreichungswege ausgegangen. Die Testsubstanzen sollte in den folgenden Fiillen in die
Getahrenkategorie 2.000 mg/kg < LDsg < 5.000 mg/kg (GHS-Kategorie 5) eingestuft werden:

a) wenn eines der Priifschemata aus Anhang 2 aufgrund von Mortalitiitstiillen dieser Kategorie zuzuordnen ist;

b) wenn bereits zuverlissige Erkenntnisse dafiir vorliegen, dass der LDso-Wert im Bereich der Kategorie 5 liegt,
oder wenn andere Tierversuche oder toxische Wirkungen auf Menschen akute Folgen fiir die menschlichen
Gesundheit erwarten lassen;

¢) wenn nach Extrapolierung, Schéitzung oder Messung von Daten die Zuordnung zu einer héheren Gefahrenklasse
nicht gerechtfertigt ist und

— zuverlidssige Informationen vorliegen, die auf signifikante toxische Wirkungen beim Menschen hinweisen, oder

— Mortalitiiten bei oraler Verabreichung in Versuchen mit Dosen bis zu der Kategorie 4 auftreten, oder

— eine fachkundige Beurteilung bei Versuchen mit Dosierungen bis zu den in Kategorie 4 genannten Werten
signifikante klinische Toxizititsanzeichen bestitigt (auBer Durchfall, Haaraufrichtung oder zerzaustes Fell),
oder

— eine fachkundige Beurteilung verliissliche Informationen bestiitigt, die aus den anderen Tierversuchen ein
Potenzial fiir signifikante akute Wirkungen erkennen lassen.

VERSUCHE MIT DOSEN UBER 2.000 mg/kg

In Ausnahmefillen — und nur, wenn dies durch konkrete Vorschriften begriindet ist — kann die Anwendung einer weiteren
festen oberen Dosis von 5.000 mg pro kg Kérpergewicht in Erwiigung gezogen werden. Aus Tierschutzgriinden wird von
Versuchen mit 5.000 mg/kg abgeraten; diese Versuche sollen nur dann in Erwiigung gezogen werden, wenn die Ergebnisse
eines solchen Versuchs fiir den Schutz der Gesundheit von Menschen oder Tieren oder der Umwelt mit hoher
Wabhrscheinlichkeit direkt relevant sind (9).

Vorstudie

Die Entscheidungsgrundlagen fiir das in Anhang 1 vorgestellte sequenzielle Verfahren werden auf eine Dosis von 5.000
mg/kg erweitert: Wenn eine Startdosis von 5.000 mg/kg fiir die Vorstudie verwendet wird, bedingt Ergebnis A (Tod) den Test
eines zweiten Tieres mit 2.000 mg/kg; die Ergebnisse B und C (evidente Toxizitit oder keine Toxizitit) fiihren zum Einsatz
von 5.000 mg/kg als Startdosis fiir die Hauptstudie. Analog wird bei Verwendung einer anderen Startsdosis als 5.000 mg/kg
der Versuch mit 5.000 mg/kg fortgesetzt, wenn bei 2.000 mg/kg Ergebnis B oder C eintritt; wenn anschliefend bei 5.000
mg/kg Ergebnis A eintritt, bedingt dies eine Startdosis von 2.000 mg/kg bei der Hauptstudie, withrend die Ergebnisse B und C
zu einer Startdosis von 5.000 mg/kg bei der Hauptstudie fiihren.

Hauptstudie

Die Entscheidungsgrundlagen fiir das in Anhang 2 vorgestellte sequenzielle Verfahren werden auf eine Dosierung von 5.000
mg/kg erweitert: Wenn in der Hauptstudie eine Startdosis von 5.000 mg/kg verwendet wird, ist bei Ergebnis A (22 tote
Versuchstiere) eine zweiten Gruppe mit 2.000 mg/kg zu testen; die Ergebnisse B (evidente Toxizitit und/oder <1 totes
Versuchstier) oder C (keine Toxizitit) fiihren dazu, dass die Substanz keine Klassifizierung gemidh GHS erhiilt. Analog wird
bei Verwendung einer anderen Startdosis als 5.000 mg/kg der Versuch mit 5.000 mg/kg fortgesetzt, wenn bei 2.000 mg/kg
Ergebnis C eintritt; fiihrt eine Gabe von 5.000 mg/kg zu Ergebnis A, wird die Substanz GHS-Kategorie 5 zugewiesen; bei den
Ergebnissen B und C wird die Substanz nicht klassifiziert.
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ANHANG 4:

[ODE B.1 bis — Anleitung fiir die Klassifizierung gemiB dem EU-System zur Uberbriickung des Ubergangszeitraums bis zur vollstindigen
Umsetzung des ,,Globalen Harmonisierten Systems* (GHS) (Auszug aus Literaturhinweis (8))

5 Tiere
5mg/kg

| Startdosis: 300 mg/kg

5 Tiere
50 mg/kg

START
5 Tiere 5 Tiere
300 mg/kg 2000 mg/kg*

i

i

T+ T4 T+ H
Startdosis: 2000 mg/kg
START
! ! | -~
5 Tiere 5 Tiere 5 Tiere 5 Tiere
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
BICPIC (B (B AD (B
T+ T+ T+ T T H H u u |

lenter Toxizitat und/oder 1 totes Tier

Toxizitat und kein Tod

T+ = sehr toxisch
T = toxisch
H = schéadlich

GruppengréBe
Zu den 5 Tieren in jeder Gruppe der Hauptstudie gehdren alle in der Vorstudie mit
dieser Dosis getesteten Tiere

U = nicht klassifiziert

* Vorrang des Tierschutzes

Falls diese Dosis in der Vorstudie zum Tod fihrte, werden keine weiteren Tiere
getestet. Weiter direkt bei Ergebnis
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B.1 tris - AKUTE ORALE TOXIZITAT - Akute-Toxische Klassenmethode

1. METHODE
Diese Priitmethode entspricht der OECD TG 423 (2001).

1.1 EINLEITUNG

Die hier beschriebene Akute-Toxische Klassenmethode (1) besteht aus einem schrittweisen Verfahren, bei dem
pro Einzelschritt jeweils drei Tiere des gleichen Geschlechts verwendet werden. Je nach Mortalitit und/oder
moribundem Zustand der Tiere kénnen im Mittel zwei bis vier Schritte erforderlich sein, um eine Beurteilung
der akuten Toxizitit der Testsubstanz zu ermdglichen. Dieses Verfahren ist reproduzierbar, erfordert nur sehr
wenige Tiere und ermdglicht eine gleichartige Bewertung der Substanzen wie andere Methoden zur Priitung der
akuten Toxizitit. Die Akute-Toxische Klassenmethode basiert auf biometrischen Berechnungen (2)(3)(4)(5) mit
festgesetzten fester Dosen, die sich hinreichend unterscheiden, um die Einordnung einer Substanz zu
Klassifizierungszwecken und zur Bewertung des Gefihrdungspotenzials zu erméglichen. Die Methode, wie sie
1996 anerkannt wurde, wurde durch umfassende /n-vivo-Versuche im Vergleich mit LDsop-Daten aus der
Literatur sowohl auf nationaler (6) als auch auf internationaler (7) Ebene validiert.

Leitlinien fiir die Auswahl der geeignetsten Testmethode fiir einen bestimmten Zweck enthilt das Guidance
Document on Acute Oral Toxicity Testing (8). Dieser Leitfaden beinhaltet dariiber hinaus weitere
Informationen zur Durchtithrung und Auswertung der Priifmethode B.1 tris.

Testsubstanzen sind nicht in Dosen zu verabreichen, wenn diese aufgrund itzender oder stark reizender
Wirkungen bekanntermaben starke Schmerzen und schweres Leiden verursachen. Moribunde Tiere oder Tiere,
die offensichtlich unter Schmerzen leiden oder Anzeichen von schwerem und anhaltendem Leiden zeigen, sind
auf humane Weise zu téten und werden bei der Auswertung der Testergebnisse auf die gleiche Weise gewertet
wie withrend des Tests gestorbene Tiere. Kriterien fiir die Entscheidung, moribunde oder schwer leidende Tiere
7u toten, sowie Hinweise zur Erkennung des absehbaren oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand eines
gesonderten Leitfadens (9).

Die Methode beruht auf festgesetzten Dosen, und die Ergebnisse ermoglichen die Bewertung und Klassifi-
zierung von Substanzen gemiils dem Globalen Harmonisierten System (GHS) zur Klassifizierung chemischer
Stoffe mit akut-toxischen Wirkungen (10).

Vom Prinzip her ist die Methode nicht zur Berechnung eines exakten LDso-Wertes geeignet, sondern zur
Bestimmung definierter Expositionsbereiche, in denen eine Letalitiit auftreten kann, da der Tod eines Teils der
Tiere noch immer den wichtigsten Endpunkt dieser Methode darstellt. Ein LDso-Wert kann nur dann mit dieser
Methode bestimmt werden, wenn mindestens zwei Dosen zu einer Mortalitiit von iiber 0 %, aber unter 100 %
fiihren. Die Auswahl von festgesetzten Dosen unabhiingig von der Testsubstanz zusammen mit der Koppelung
an eine Anzahl von Tieren in unterschiedlichem Zustand an eine Klassifizierung verbessert die Konsistenz und
die Reproduzierbarkeit zwischen den Laboratorien.

Das Priiflabor soll vor der Durchfiihrung der Studie simtliche verfiigbaren Informationen beriicksichtigen. Zu
diesen Informationen gehoren die Identitit und die chemische Struktur der Substanz, ihre physikalisch-
chemischen Eigenschaften, das Ergebnis anderer /n-vivo- oder [In-vitro-Toxizititstests der betreffenden
Substanz, toxikologische Daten iiber die strukturverwandten Substanzen sowie die vorgesehene(n)
Verwendung(en) der Substanz. Diese Informationen werden bendtigt, um die zustindigen Stellen zu
iberzeugen, dass der Test fiir den Schutz der menschlichen Gesundheit wichtig ist und bei der Wahl der
geeigneten Startdosis hilft.
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1.2 DEFINITIONEN

Akute orale Toxizitit: Schiidliche Wirkungen, die nach der oralen Verabreichung einer Einzeldosis oder
mehrerer innerhalb von 24 Stunden verabreichter Dosen einer Substanz auftreten.

Verzogerter Tod: Das betreffende Tier stirbt zwar nicht binnen 48 Stunden und wirkt in diesem Zeitraum nicht
moribund; der Tod tritt jedoch spiiter withrend des 14-tigigen Beobachtungszeitraums ein.

Dosis: Verabreichte Menge der Testsubstanz; die Dosis wird als Gewicht der Testsubstanz pro Gewichtseinheit
des Versuchstiers ausgedriickt (z.B. mg/kg).

GHS: Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures (Weltweit
harmonisiertes Klassifizierungssystem fiir chemische Substanzen und Gemische); ein gemeinsames Projekt von
OECD (Menschliche Gesundheit und Umwelt), UN-Expertenausschuss fiir den Transport von Gefahrgiitern
(physikalisch-chemische Eigenschaften) und ILO (Gefahrenanzeige) koordiniert im Rahmen des
Interorganisation Programme for the Sound Management of Chemicals (IOMC).

Bevorstehender Tod: Der moribunde Zustand oder Tod ist vor dem niichsten vorgesehenen
Beobachtungszeitpunkt zu erwarten. Anzeichen fiir diesen Zustand konnen bei Nagetieren Krimpfe, Seitenlage,
liegende Stellung und Tremores sein (siche Humane Endpoint Guidance Document (9)).

L.Dsy; (mittlere orale Letaldosis): Eine statistisch ermittelte Einzeldosis einer Substanz, bei der davon
ausgegangen werden kann, dass sie bei oraler Verabreichung den Tod von 50 % der Tiere verursacht; der LDsg-
Wert wird als Gewicht der Testsubstanz pro Gewichtseinheit der Versuchstiere ausgedriickt (mg/kg).

Limit-Dosis: Dosis am oberen Grenzwert fiir den betreffenden Versuch (2.000 oder 5.000 mg/kg)

Moribunder Zustand: Zustand des Sterbens oder des Unvermdgens, (selbst bei Behandlung) zu iiberleben
(siehe Humane Endpoint Guidance Document (9))

Voraussagbarer Tod: Vorhandensein klinischer Zeichen, die auf den Eintritt des Todes zu einem bekannten
Zeitpunkt in der Zukunft — vor dem planmiBigen Ende des Experiments — hinweisen, z.B. das Unvermogen,
Wasser oder Nahrung aufzunehmen (siehe Humane Endpoint Guidance Document (9))

1.3 PRINZIP DER PRUFMEHODE

Das Versuchsprinzip besteht darin, in einem schrittweisen Verfahren bei Verwendung einer minimalen Anzahl
von Tieren pro Einzelschritt geniigend Informationen iiber die akute Toxizitit der Testsubstanz zu gewinnen,
um ihre Klassifizierung zu ermoglichen. Die Substanz wird einer Gruppe von Versuchstieren oral mit einer der
festgelegten Dosen verabreicht. Die Substanz wird in einem schrittweisen Vertahren getestet, wobei fiir jeden
Schritt jeweils drei Tiere des gleichen Geschlechts (normalerweise weibliche Tiere) verwendet werden. Das
Eintreten oder Nichteintreten von priifsubstanzbedingten Todesfiillen bei dem in einem Schritt behandelten
Tieren bestimmt iiber den niichsten Schritt, d. h.:

— ob keine weiteren Tests erforderlich sind ,

— ob drei weitere Tiere mit der gleichen Dosis zu behandeln sind ,

— ob der niichste Schritt an drei weitere Tiere mit der nfchsthoheren oder niichstniedrigeren Dosis
durchzufiihren ist..

In Anhang 1 ist die Testmethode im Einzelnen beschrieben. Die Methode erméglicht die Beurteilung, eine
Testsubstanz innerhalb einer Reihe von Toxizititsklassen einzuordnen, die durch feste LDso-Abgrenzungswerte
definiert sind.
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1.4 BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
1.4.1 Auswahl der Tierspezies

Die bevorzugte Nagetierspezies ist die Ratte, es kdnnen aber auch andere Spezies verwendet werden. In der
Regel werden weibliche Tiere verwendet (9). Weibliche Tiere werden bevorzugt, da die in der Literatur
zitierten Untersuchungen zu konventionellen LDs,-Tests zwischen den Geschlechtern in der Regel nur
geringtiigige Unterschiede hinsichtlich der Empfindlichkeit belegen, in den Fiillen, in denen Unterschiede
beobachtet werden, jedoch zeigen, dass weibliche Tiere im Allgemeinen etwas empfindlicher sind (11). Wenn
jedoch die vorhandenen Informationen iiber die toxikologischen oder toxikokinetischen Eigenschaften von
strukturverwandten Chemikalien darauf hinweisen, dass vermutlich die ménnlichen Tiere empfindlicher sind,
sollten minnliche Tiere verwendet werden. Wenn der Versuch an minnlichen Tieren durchgetiihrt wird, sollte
dies hinreichend begriindet werden.

Es sollen junge, gesunde, ausgewachsene Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen verwendet
werden. Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch momentan triichtig sein. Alle Tiere
miissen zu Beginn der Verabreichung zwischen 8 und 12 Wochen alt sein; ihre Gewichtswerte miissen im
Bereich von £ 20 % des mittleren Gewichts siimtlicher zuvor verwendeten Tiere liegen.

1.4.2 Haltung und Fiitterung

Die Temperatur im Versuchstierraum soll 22 °C (£ 3 °C) betragen. Die Temperatur des Versuchstierraums soll
22 °C (+3°C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit soll mindestens 30 % betragen und auffer wihrend der
Reinigung vorzugsweise nicht liber 70 % liegen; anzustreben ist ein Wert von 50-60 %. Der Raum soll
kiinstlich beleuchtet sein, wobei die Beleuchtung im 12-Stunden-Rhythmus ein- und ausgeschaltet werden soll.
An die Versuchstiere kann herkdmmliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte
Trinkwasserversorgung zu gewiihrleisten ist. Die Tiere konnen in den Kiifigen nach Verabreichungsdosen
gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro Kiifig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen
Tiere ermdglichen muss.

143 Vorbereitung der Versuchstiere

Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewihlt, zwecks Identitizierung markiert und fiir die Dauer von
mindestens 5 Tagen vor Versuchsbeginn in ihren Kiifigen gehalten, damit sie sich an die Laborbedingungen
gewohnen kénnen.

1.44 Vorbereitung der Dosen

Generell sollen die Testsubstanzen mit einem fiir den gesamten zu testenden Dosierungsbereich
gleichbleibenden Volumen verabreicht werden, indem jeweils die Konzentration der Dosiszubereitung variiert
wird. Wenn jedoch ein fliissiges Endprodukt oder Gemisch zu testen ist, kann die Anwendung der
unverdiinnten, d.h. mit gleichbleibender Konzentration verabreichten Testsubstanz fiir die anschlieBende
Risikobewertung der betreffenden Substanz grofere Relevanz haben und wird daher von verschiedenen
Behorden vorgeschrieben. In jedem Fall darf das maximal zu verabreichende Dosisvolumen nicht iiberschritten
werden. Welches Fliissigkeitsvolumen jeweils hochstens auf einmal verabreicht werden kann, hingt von der
Grobe des Versuchstiers ab. Bei Nagetieren soll das Volumen im Normalfall 1 ml pro 100 g Korpergewicht
nicht iiberschreiten; bei wiissrigen Losungen kénnen aber auch 2 ml pro 100 g Korpergewicht in Betracht
gezogen werden. Beziiglich der Formulierung wird, wenn dies moglich ist, eine wiissrige
Losung/Suspension/Emulsion  empfohlen, danach  in  der Reihenfolge der  Priiferenz  eine
Losung/Suspension/Emulsion in Ol (z.B. Maisl) sowie an dritter Stelle eventuell eine Losung in anderen
Vehikeln. Bei anderen Vehikeln als Wasser sollen die toxikologischen Eigenschaften des jeweiligen Vehikels
bekannt sein. Die Dosen diirfen erst kurz vor der Verabreichung zubereitet werden, sofern die Zubereitung liber
den Zeitraum, in dem sie angewandt werden soll, nicht bekanntermaflen eine annehmbare Stabilitiit aufweist.

1.5 VERFAHRENSWEISE
1.5.1 Verabreichung der Dosen
Die Testsubstanz wird als Einzeldosis mit einer Sonde iiber einen Magensonde oder iiber eine geeignete

Intubationskaniile verabreicht. In dem seltenen Fall, dass die Verabreichung als Einzeldosis nicht moglich ist,
kann die Dosis iiber einen Zeitraum von maximal 24 Stunden in kleineren Teilmengen verabreicht werden.
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Die Versuchstiere sollten vor der Verabreichung niichtern sein (2.B. sollte Ratten das Futter (nicht das Wasser)
{iber Nacht vorenthalten werden; Miusen sollte das Futter (nicht das Wasser) 34 Stunden zuvor vorenthalten
werden). Nach diesem Futterentzug sollen die Tiere gewogen werden und die Testsubstanz verabreicht
bekommen. Nach der Verabreichung der Substanz kann das Futter bei Ratten weitere 3—4 Stunden bzw. bei
Miusen weitere 1-2 Stunden zuriickgehalten werden. Wenn die Dosis iiber einen bestimmten Zeitraum hinweg
in Teilmengen verabreicht wird, kann es je nach Linge dieses Zeitraums erforderlich sein, die Tiere mit Futter
und Wasser zu versorgen.

1.52 Anzahl der Versuchstiere und Dosierung

Fiir jeden Schritt werden drei Tiere verwendet. Die als Ausgangsdosis zu verwendende Dosis wird aus vier
festen Dosiswerten gewihlt: 5, 50, 300 und 2.000 mg pro kg Korpergewicht. Als Startdosis soll die Dosis
gewiihlt werden, die mit der gréBten Wahrscheinlichkeit zur Mortalitiit einiger der behandelten Tiere fiihrt. Die
Priifschemata in Anhang 1 beschreiben fiir jede dieser Ausgangsdosen die jeweils zu befolgende
Vorgehensweise. Zur Ergiinzung wird in Anhang 4 die Klassifizierung im EU-System bis zur Einfiihrung des
neuen GHS erliutert.

Wenn bereits verfligbare Informationen vermuten lassen, dass bei der hochsten Startdosis (2.000 mg pro kg
Korpergewicht) keine Mortalitiit zu erwarten ist, soll ein Limit-Test durchgetiihrt werden. Wenn fiir eine zu
testende Substanz keine Informationen zur Verfiigung stehen, wird aus Tierschutzgriinden empfohlen, als
Ausgangsdosis 300 mg pro kg Korpergewicht zu verwenden.

Der Zeitabstand zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen richtet sich nach dem Einsetzen, der Dauer und
dem Schweregrad der toxischen Zeichen. Die Behandlung der Versuchstiere mit der niichsten Dosis soll so
lange abgewartet werden, bis angenommen werden kann, dass die zuvor behandelten Tiere iiberleben.

In Ausnahmefillen — und nur, wenn dies durch konkrete Vorschriften begriindet ist — kann die Anwendung
einer weiteren oberen Dosis von 5.000 mg pro kg Korpergewicht in Erwiigung gezogen werden (siche Anhang
2). Aus Tierschutzgriinden wird von Tierversuchen im Bereich der GHS-Kategorie 5 (2.000-5.000 mg/kg)
abgeraten; diese Versuche sollen nur dann in Betracht gezogen werden, wenn die Ergebnisse eines solchen
Tests fiir den Schutz der Gesundheit von Menschen oder Tieren oder der Umwelt mit hoher Wahrscheinlichkeit
direkt relevant wiiren.

153 Limit-Test

Der Limit-Test wird hauptsichlich dann eingesetzt, wenn die Person, die den Test durchfiihrt, nach ihr
vorliegenden Informationen davon ausgehen kann, dass das zu testende Material wahrscheinlich nicht toxisch
ist, d.h. nur oberhalb der regulatorisch festgelegten Grenzdosen toxisch wirkt. Informationen iiber die Toxizitiit
des Testmaterials kénnen aus Kenntnissen {iber dhnliche getestete Verbindungen, Mischungen oder Produkte
gewonnen werden, wobei Art und Prozentanteil der Komponenten zu berlicksichtigen sind, deren
toxikologische Relevanz bekannt ist. In den Fillen, in denen nur wenige oder keine Informationen iiber die
Toxizitit des Testmaterials vorliegen oder in denen von einer Toxizitit des Testmaterials ausgegangen wird,
sollte der Haupttest durchgefiihrt werden.

Ein Limit-Test mit einer Dosis von 2.000 mg pro kg Kérpergewicht kann mit sechs Tieren durchgefiihrt werden
(drei Tiere pro Schritt). In Ausnahmefillen kann ein Limit-Test mit einer Dosis von 5.000 mg/kg mit drei
Tieren durchgefiihrt werden (sieche Anhang 2). Wenn eine mit der Testsubstanz in Zusammenhang stehende
Mortalitit ermittelt wird, miissen eventuell weitere Priifungen mit der niichstniedrigeren Dosis durchgefiihrt
werden.

1.6 BEOBACHTUNGEN

Die Tiere werden nach der Verabreichung einzeln beobachtet: mindestens einmal wiihrend der ersten 30
Minuten, in regelmiiligen Abstinden wiihrend der ersten 24 Stunden, wobei die ersten vier Stunden besonders
zu beachten sind, sowie anschlieBend tiglich wiihrend einer Gesamtdauer von 14 Tagen, sofern die Tiere nicht
aus Tierschutzgriinden aus dem Versuch genommen und auf humane Weise getttet werden miissen oder ihr
Tod festgestellt wird. Die Beobachtungsdauer sollte jedoch nicht strikt festgelegt werden; vielmehr sollte sie in
Abhiingigkeit von den toxischen Reaktionen, vom Zeitpunkt des Einsetzens dieser Reaktionen und von der
Linge der Erholungsdauer festgelegt werden und kann daher ausgedehnt werden, wenn dies erforderlich
scheint. Der Zeitpunkt, zu dem die Anzeichen von Toxizitiit auftreten und wieder verschwinden, ist von
Bedeutung, und zwar insbesondere dann, wenn eine Tendenz zur zeitlichen Verzogerung der
Toxizititsanzeichen besteht (12). Sdmtliche Beobachtungen werden fiir die Tiere systematisch jeweils in
Einzelprotokollen dokumentiert.
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Zusitzliche Beobachtungen sind erforderlich, wenn bei den Tieren weiterhin Anzeichen fiir Toxizitit zu
beobachten sind. Die Beobachtungen sollten Veriinderungen an Haut und Fell, Augen und Schleimhiuten
erfassen und auch die Atmung, den Kreislauf, das vegetative und zentrale Nervensystem sowie
somatomotorische Aktivititen und Verhaltensmuster beriicksichtigen. Auf Beobachtungen wie Tremores,
Krimpfe, Speichelfluss, Durchtall, Lethargie, Schlaf und Koma sollte geachtet werden. Die im Humane
Endpoints Guidance Document (9) zusammengefassten Prinzipien und Kriterien sind zu beriicksichtigen. Tiere,
bei denen ein moribunder Zustand tfestgestellt wird, sowie Tiere, die starke Schmerzen haben oder anhaltende
Anzeichen von schwerem Leiden zeigen, sollten auf humane Weise getétet werden. Wenn Tiere aus humanen
Griinden getotet werden oder ihr Tod festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau wie moglich
registriert werden.

1.6.1 Korpergewicht

Das Gewicht der einzelnen Tiere kurz vor der Verabreichung der Testsubstanz sowie spiitestens eine Woche
danach ermittelt werden. Gewichtsverinderungen sollen berechnet und registriert werden. Am Ende des Tests
werden die {iberlebenden Tiere gewogen und auf humane Weise getotet.

1.6.2 Pathologie

Alle Versuchstiere (einschlieBlich der Tiere, die wiihrend des Tests sterben oder aus Tierschutzgriinden aus der
Studie genommen werden) sollen auf makroskopische Veriinderungen untersucht werden. Alle
makroskopischen Veriinderungen sollen fiir jedes einzelne Tier registriert werden. Bei Tieren, die 24 oder mehr
Stunden lang {iberlebt haben, kann auch eine mikroskopische Untersuchung von Organen mit
makropathologischen Befunden in Erwiigung gezogen werden, da sich hieraus eventuell niitzliche
Informationen gewinnen lassen.

2. DATEN
Es sollen Daten zu den einzelnen Tieren bereitgestellt werden. Dariiber hinaus sollen simtliche Daten in
tabellarischer Form zusammengetasst werden, wobei fiir jede Testgruppe die folgenden Daten zu erfassen sind:
Anzahl der verwendeten Tiere, Anzahl der Tiere mit Anzeichen fiir eine toxische Wirkung, Anzahl der Tiere,
deren Tod wiihrend des Versuchs festgestellt wurde oder die aus humanen Griinden getétet wurden,

Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, Beschreibung und Zeitverlauf der toxischen Wirkungen und ihrer
Reversibilitit sowie pathologische Befunde.

3. BERICHT
3.1 Prifbericht
Der Priifbericht muss die folgenden Angaben enthalten (soweit angemessen):
Testsubstanz:
— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn mal3geblich, physikalisch-chemische Eigenschaften
(einschlieflich Isomerisierung),
— ldentifizierungsdaten, einschlieSlich CAS-Nummer.
Vehikel (wenn verwendet):
— Begriindung fiir die Auswahl des Vehikels (auller bei Wasser).
Versuchstiere:
— verwendete Spezies/Stamm,
— mikrobiologischer Zustand der Tiere (wenn bekannt),
— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere (gegebenenfalls mit Begriindung fiir den Einsatz von

miinnlichen statt weiblichen Tieren),
— Bezugsquelle der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.
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Testbedingungen:

— Angaben iiber die Zubereitung der Testsubstanz, einschliellich Angaben iiber die physikalische
Beschaffenheit des verabreichten Stoffs,

— Angaben iiber die Verabreichung der Testsubstanz, einschlieflich Applikationsvolumen und Zeitpunkt
der Verabreichung,

— Angaben zur Futter- und Wasserqualitit (einschlieBlich Art/Herkunft des Futters, Herkunft des
Wassers),

— Begriindung fiir die Wahl der Startdosis.

Ergebnisse:

— tabellarische Erfassung der erhobenen Daten und der Dosis fiir jedes einzelne Tier (d. h. Tiere, die
Anzeichen fiir Toxizitiit zeigen, einschlieBlich Mortalitiit sowie Art, Schweregrad und Dauer der
Wirkungen),

— tabellarische Erfassung des Korpergewichts und der Anderungen des Kérpergewichts,

— Gewicht der einzelnen Tiere am Tag der Verabreichung, danach in wéchentlichem Abstinden sowie
am Tag des Todes bzw. der Totung,

— Datum und Uhrzeit des Todes, sofern vor der planmiiiigen Totung eingetreten,

— zeitlicher Verlauf des Einsetzens von Toxizititsanzeichen sowie Angabe, ob diese reversibel waren, fiir
jedes einzelne Tier,

— Obduktionsergebnisse und histopathologische Ergebnisse fiir jedes einzelne Tier (wenn vorhanden).

Diskussion und Interpretation der Ergebnisse.

Schlussfolgerung.
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ANHANG 1

7U BEACHTENDE VORGEHENSWEISE FUR ALLE STARTDOSEN

ALLGEMEINE HINWEISE

Die in diesem Anhang dargestellten Priifschemata geben fiir jede Ausgangsdosis die jeweils zu beachtende Vorgehensweise
an.

— Anhang la: Startdosis 5 mg pro kg Korpergewicht

— Anhang 1b: Startdosis 50 mg pro kg Korpergewicht

— Anhang lc: Startdosis 300 mg pro kg Korpergewicht
— Anhang 1d: Startdosis 2000 mg pro kg Kérpergewicht

Der Testverlauf folgt je nach Anzahl der auf humane Weise getdteten oder gestorbenen Versuchstiere den angegebenen
Pfeilen.
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ANHANG 2

KRITERIEN FUR DIE KLASSIFIZIERUNG VON TESTSUBSTANZEN MIT ERWARTETEN LDs-WERTEN
UBER 2.000 mg/kg OHNE ERFORDERLICHE TESTS

Die Kriterien fiir die Gefahrenkategorie 5 sollen die Identifikation von Testsubstanzen ermdglichen, die eine vergleichsweise
geringe akute Toxizititsgefahr aufweisen, die aber unter bestimmten Umstinden eine Gefahr fiir anfillige
Bevolkerungsgruppen darstellen. Bei diesen Substanzen wird von einer oralen oder dermalen LDsg im Bereich 2.000-5.000
mg/kg bzw. von vergleichbaren Dosen fiir andere Verabreichungswege ausgegangen. Die Testsubstanz sollte in den folgenden
Fillen in die Getahrenkategorie 2.000 mg/kg < LDsg < 5.000 mg/kg (GHS-Kategorie 5) eingestuft werden:

a) wenn eines der Priifschemata - aus Anhang la—1d aufgrund von Mortalititsfillen zu dieser Kategorie fiihrt;

b) wenn bereits zuverlissige Erkenntnisse dafiir vorliegen, dass der LDsy-Wert im Bereich der Kategorie 5 liegt,
oder wenn andere Tierversuche oder toxische Wirkungen auf Menschen akute Folgen fiir die menschlichen
Gesundheit erwarten lassen;

¢) wenn nach Extrapolierung, Schiitzung oder Messung von Daten die Zuordnung zu einer hoheren
Gefahrenklasse nicht gerechtfertigt ist und

— zuverlidssige Informationen vorliegen, die auf signifikante toxische Wirkungen bei Menschen
hinweisen, oder

— Mortalitiiten bei oraler Verabreichung in Versuchen mit Dosen bis zu der Kategorie 4 auftreten, oder

— eine fachkundige Beurteilung bei Versuchen mit Dosen bis zu den in Kategorie 4 genannten Werten
signifikante klinische Toxizititsanzeichen bestiitigt (auler Durchfall, Haaraufrichtung oder zerzaustes
Fell), oder

— eine fachkundige Beurteilung verliissliche Informationen bestiitigt, die aus den anderen Tierversuchen
ein Potenzial fiir signifikante akute Wirkungen erkennen lassen.

VERSUCHE MIT DOSEN UBER 2.000 mg/kg

Aus Tierschutzgriinden wird von Tierversuchen im Bereich der Kategorie 5 (5.000 mg/kg) abgeraten; diese Versuche sollen
nur dann in Erwigung gezogen werden, wenn die Ergebnisse eines solchen Versuchs fiir den Schutz der Gesundheit von
Menschen oder Tieren oder der Umwelt mit hoher Wahrscheinlichkeit direkt relevant wiren (10). Weitere Versuche mit noch
héheren Dosierungen sollen nicht durchgefiihrt werden.

Wenn Versuche mit einer Dosis von 5.000 mg/kg notwendig sind, ist nur ein Schritt (d.h. drei Tiere) erforderlich. Wenn das
erste Versuchstier stirbt, wird der Versuch mit einer Dosis von 2.000 mg/kg gemil den Priifschemata in Anhang 1 fortgesetzt.
Wenn das erste Tier iiberlebt, wird die Substanz zwei weiteren Tieren verabreicht. Wenn nur eines der drei Tiere stirbt, wird
ein LDso-Wert von iiber 5.000 mg/kg angenommen. Wenn beide Tiere sterben, wird der Versuch mit der Dosis von 2.000
mg/kg fortgesetzt.
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GHS

[.Dsy- Abgrenzung
mg/kg Kérpergew.

TU/Chemikalien,

fliissige Pestizide

LU feste Pestizide

UN Fliissig-

keiten

UN Teststofle

Schweiz

USA EPA crk

Japan PDSCA

mada/WITMIS/USA OSTIA

USA EPA Pestizide

USA CPSC

Kanada Pestizide

>

ANHANG 3
l’RUlf_VERFAHREN B.1 tris: Anleitung fiir die Klassifizierung gemifi dem EU-System zur Uberbriickung des
Ubergangszeitraums bis zur vollstindigen Umsetzung des ,,Globalen Harmonisierten Systems* (GHS)

(Auszug aus Literaturhinweis (8))

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Tiere P 3 Tiere P 3 Tiere P 3 Tiere
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Ticre 3 Ticre 3 Tiere 3 Tiere
B Q 0
A\ 4 A A 4 A
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 oo
>0-5 > 5- 50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
VJ_\
3 2 1 0
A A A A 4 A 4 A 4 + + A 4 + +
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
A A A A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
25 200 2000
[e o]
1 I I I I I I I I I
5 500
o0
I1 | | | | | | | | |
5 50 500
[e o]
1 I I I I I I I I I
5 50 200
o0
I1 | | | | | | | | |
3 30 300 2000 so00 | o0
1 I I I I I I I I I
25 o0
I1 | | | | | | | | |
30 300
[e o]
1 I I I I I I I I I
50 500
o0
I1 | | | | | | | | |
50 500 5000
[e o]
1 I I I I I I I I I
50 5000
o0
I1 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000
[e o]

- Pro Schritt werden 3 Tiere cines Geschlechts (1.d.R. weiblich)

verwendet.

- 0, 1,2, 3: Anzahl der moribunden oder toten Tiere in jedem Schritt

- oo: nicht klassifiziert
- GHS: Globales Harmonisiertes Klassifikationssystem (mg/kg
JKGW.)
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GHS

[.Dsy- Abgrenzung

mg/kg Kérpergew.

TU/Chemikalien,
fliissige Pestizide

LU feste Pestizide

UN Fliissigkeiten

UN Teststofle

Schweiz

USA EPA crk

Japan PDSCA

mada/WITMIS/USA OSTIA

USA EPA Pestizide

USA CPSC

Kanada Pestizide

5 mg/kg <

ANHANG 3 (FORTSETZUNG 1)
PRUFVERFAHREN B.1 tris: Anleitung fiir die Klassifizierung gemifi dem EU-System zur Uberbriickung des
Ubergangszeitraums bis zur vollstindigen Umsetzung des ,,Globalen Harmonisierten Systems* (GHS) (Auszug
aus Literaturhinweis (8))

50 mg/kg

300 mg/kg

2000 mg/kg

3 Tiere P 3 Tiere P 3 Tiere P 3 Tiere
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Ticre 3 Ticre 3 Tiere 3 Tiere

0

B

=

9o 8

A
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 oo
>0-5 > 5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
[ | I
I |
3% (mit andere
0) 3 2 1 0
A A l A 4 A 4 + + A 4 + +
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
A A A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
25 200 2000 o
11 | | | | | | | | |
5 500 .
11 | | | | | | | | |
5 50 500 o
11 | | | | | | | | |
5 50 200 .
11 | | | | | | | | |
5 50 500 | |
DO ENATATAY [o o]
11 | | | | | | | | |
25 .
11 | | | | | | | | |
30 300 o
11 | | | | | | | | |
50 500 .
11 | | | | | | | | |
50 500 5000 o
11 | | | | | | | | |
50 5000 .
11 | | | | | | | |
50 500 1000 2000 o

- Pro Schritt werden 3 Tiere eines Geschlechts (i.d.R. weiblich)

verwendel.

- 0,1, 2, 3: Anzahl der moribunden oder toten Tiere in jedem Schritt

- oo: nicht klassifiziert
- %1 im ersten Schritt

- GIIS: Globales Harmonisiertes Klassifikationssystem (mg/kg

/KGW.)
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ANHANG 3 (FORTSETZUNG 2)
PRUFVERFAHREN B.1 tris: Anleitung fiir die Klassifizierung gemifi dem EU-System zur Uberbriickung des
Ubergangszeitraums bis zur vollstindigen Umsetzung des ,,Globalen Harmonisierten Systems* (GHS)
(Auszug aus Literaturhinweis (8))

>

5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere P 3 Tiere
< [
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Ticre 3 Ticre 3 Tiere 3 Tiere
9 @ 0
A\ 4 A
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 oo
GHS >0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
i
| [ | |
| | [ |
3% (mit andere 3% (mit andere | |
50) 300) 3 2 1 0
W v v v v gy 5 :
LDso-Abgrenzung 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000
mg/kg Kérpergew. o0
A A A 4 y A 4 A 4 A 4 A A 4 ¢ A 4
TU/Chemikalien, 25 200 2000
fliissige Pestizide 2]
1 | | | | | I I I I
LU feste Pestizide 5 500
o0
I1 I I I I I | | | |
UN Fliissigkeiten 5 50 500
oo
1 | | | I I I I I |
UN Feststofle 5 50 200
o0
I1 I I I | | | | | |
Schweiz 5 50 500 | |
NN EXATATA] [o o]
I1 | | | | | | | | |
USA TiPA crk 25
o0
11 | | | | | | | | |
Japan PDSCA 30 300
oo
I1 | | | | | I I I I
mada/WEHMIS/USA OSTIA 50 500
o0
11 | | | | | | | | |
USA EPA Pestizide 50 500 5000 co
1 I I | | | | | | |
USA CPSC 50 5000 0o
11 | | | | | | | | |
Kanada Pestizide 50 500 1000 2000 oo
- Pro Schritt werden 3 Tiere eines Geschlechts (i.d.R. weiblich) - oo: nicht klassifiziert
verwendel. - *1im ersten Schritt
- 0,1, 2, 3: Anzahl der moribunden oder toten Tiere in jedem Schritt - GHS: Globales Harmonisiertes Klassifikationssystem (mg/kg
/KGW.)
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GHS

[.Dsy- Abgrenzung
mg/kg Kérpergew.

TU/Chemikalien,

fliissige Pestizide

LU feste Pestizide

UN Fliissigkeiten

UN Teststofle

Schweiz

USATPA crk

Japan PDSCA

mada/WITMIS/USA OSTIA

USA EPA Pestizide

USA CPSC

Canada Pestizide

ANHANG 3 (FORTSETZUNG 3)
PRUFVERFAHREN B.1 tris: Anleitung fiir die Klassifizierung gemifi dem EU-System zur Uberbriickung des
Ubergangszeitraums bis zur vollstindigen Umsetzung des ,,Globalen Harmonisierten Systems* (GHS)
(Auszug aus Literaturhinweis (8))

o>

5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg < 2000 mg/kg
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
< [
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 Ticre 3 Ticre 3 Tiere 3 Tiere
JD# % o
A\ 4
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 oo
>0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
[ [ [ | |
I | [ | [ |
3% andere 3% andere 3% 2% andere | 0
(mit 50) (mit 300) (mit 2.000) | (mit 2.000)
A A l l l A 4 A 4
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
A A A 4 y A 4 A 4 A 4 y A 4 ¢ A 4
25 200 2000 o
1 | | | | | I I I |
5 500 oo
11 I I I I I | | | |
5 50 500 o
1 | | | | | | | | |
5 50 200 oo
11 I I I | | | | | |
5 50 500 | |
NN KON [o o]
11 | | | | | | | | |
25 oo
11 | | | | | | | | |
30 300
[e o]
I1 | | | | | I I I I
50 500
o0
11 | | | | | | | | |
50 500 5000
[e o]
1 I I | | | | | | I
50 5000
o0
11 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000
[e o]

- Pro Schritt werden 3 Tiere eines Geschlechts (1.d.R. weiblich)

verwendet.

- 0, 1,2, 3: Anzahl der moribunden oder toten Tiere in jedem Schritt

/KGW)

- oo: nicht klassifiziert
- *:im ersten Schritt
- GHS: Globales Harmonisiertes Klassifikationssystem (mg/kg
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ANHANG 2D
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B. 4. AKUTE TOXIZITAT: HAUTREIZUNG/-VERATZUNG

1. METHODE

Diese Priifmethode entspricht der OECD TG 404 (2002).

1.1 EINLEITUNG

Bei der Erarbeitung dieser aktualisierten Methode wurde besonderes Augenmerk auf mogliche Verbesserungen
im Hinblick aut Belange des Tierschutzes und aut die Auswertung aller bereits vorhandenen Angaben iiber den
Stoff gelegt, um unnétige Priifungen an Labortieren zu vermeiden. Die vorliegende Methode beinhaltet die
Empfehlung, vor der Durchfiihrung des beschriebenen In-vivo-Tests zur Ermittlung des Veritzungs-
/Reizungspotenzials des Stoffs eine kritische Analyse der vorhandenen einschligigen Daten vorzunehmen.
Sofern dazu nicht geniigend Daten zur Vertiigung stehen, kénnen diese mit Hilfe sequenzieller Tests erzeugt
werden (1). Die empfohlene Priifstrategie enthiilt die Durchfiihrung validierter und anerkannter In-vitro-Tests
und wird im Anhang zu dieser Methode ausfiihrlich dargestellt. Zudem wird empfohlen, beim In-vivo-
Vorversuch nach Maoglichkeit die drei Mulllippchen, mit denen die Priifsubstanz aufgetragen wird,
nacheinander und nicht gleichzeitig am Korper des Tiers zu fixieren.

Im Interesse wissenschaftlicher Verldsslichkeit und des Tierschutzes sollen In-vivo-Tests erst dann
durchgefiihrt werden, wenn alle fiir das Hautveritzungs/-reizungspotenzial des Stoffs zur Verfiigung stehenden
einschligigen Daten im Rahmen einer kritischen Analyse ausgewertet worden sind. Zu diesen Daten gehdren
unter anderem Erkenntnisse aus bereits durchgefiihrten Untersuchungen am Menschen und/oder an Labortieren;
Hinweise auf Veritzungen/Reizungen durch strukturell verwandte Substanzen bzw. Gemische aus diesen
Substanzen; Daten, die eine starke Aziditit oder Alkalinitiit der Substanz belegen (2)(3), und die Ergebnisse
validierter und anerkannter In-vitro- und Ex-vivo-Tests (4)(5)(5a). Diese Analyse soll dazu fiihren, dass weniger
[n-vivo-Untersuchungen zum Hautveriitzungs-/-reizungspotenzial von Stoffen durchgefiihrt werden, wenn
bereits andere Studien zu diesen beiden Endpunkten ausreichende Belege geliefert haben.

Im Anhang zu dieser Methode wird eine bevorzugte sequenzielle Priifstrategie vorgestellt, welche die
Durchfiihrung validierter und anerkannter In-vitro- und Ex-vivo-Tests auf Veritzungs-/Reizungswirkungen
einbezieht. Diese Strategie wurde wiihrend eines OECD-Workshops (6) entwickelt und von den Teilnehmern
einmiitig empfohlen. Sie wurde als empfohlene Priifstrategie fiir das Globale Harmonisierte System der
Einstufung und Kennzeichnung Chemischer Stoffe (Globally Harmonised System for the Classification of
Chemical Substances = GHS) (7) angenommen. Es wird empfohlen, dass diese sequenzielle vor einem In-vivo-
Test durchgetiihrt wird. Bei neuen Substanzen wird sie als stufenweiser Priifansatz empfohlen, mit dessen Hilfe
verlissliche wissenschaftliche Daten iiber die durch die Priifsubstanz hervorgerufene Veritzung/Reizung erzielt
werden konnen. Bei bereits bekannten Stoffen, fiir die nicht geniligend Daten zum Hautvritzungs-
/reizungspotenzial vorliegen, soll die Strategie genutzt werden, um Datenliicken zu schlieBen. Der Einsatz einer
anderen Priifstrategie bzw. eines anderen Priifverfahrens oder die Entscheidung gegen einen stufenweisen
Priifansatz sollgerechtfertigt werden.

Falls das Veritzungs-/Reizungspotenzial anhand einer gewichteten Analyse nicht ermittelt werden kann, die
den Anforderungen der sequenziellen Priifstrategie gerecht wird, soll ein In-vivo-Test ins Auge gefasst werden
(siehe Anhang).

1.2 DEFINITIONEN

Hautreizung: ist das Ausldsen einer reversiblen Hautschidigung nach Applikation einer Priifsubstanz fiir die
Dauer von bis zu 4 Stunden.

Hautveritzung: ist das Auslésen einer irreversiblen Hautschiidigung, d. h. einer sichtbaren, bis in das Corium
reichenden Nekrose der Epidermis nach Applikation einer Priifsubstanz fiir die Dauer von bis zu 4 Stunden.
Veriitzungsreaktionen sind gekennzeichnet durch Geschwiire, Blutungen, blutige Verschorfungen und am Ende
des Beobachtungszeitraums von 14 Tagen durch eine auf ein Ausbleichen der Haut zuriickzufiihrende
Verfirbung, komplett haarlose Bereiche und Narben. Bei unklaren Schiidigungen sollen histopathologische
Untersuchungen in Erwiigung gezogen werden.
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1.3 PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priifsubstanz. wird in einer einmaligen Dosierung auf die Haut eines Versuchstiers aufgetragen; nicht
behandelte Hautareale dienen als Kontrolle. Der Grad der Reizung/Veriitzung wird in zuvor festgelegten
Zeitabstinden bestimmt und bewertet und anschlieBend beschrieben, um eine umtfassende Beurteilung der
Wirkung vornehmen zu koénnen. Die Beobachtungsdauer soll ausreichend sein, um die Reversibilitiit bzw.
Irreversibilitit der Wirkungen vollstindig zu erfassen.

Tiere mit starken und anhaltenden Anzeichen von Leiden und/oder Schmerzen kénnen jederzeit wihrend des
Versuchs human getitet werden, wobei die Substanz entsprechend einzustufen ist. Kriterien fiir die humane
To6tung moribunder Tiere mit starken Anzeichen von Leiden sind dem Literaturhinweis (8) zu entnehmen.

1.4 BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
1.4.1 Vorbereitung des In-vivo-Tests
1.4.1.1 Auswahl der Tierspezies

Das bevorzugte Labortier ist das Albino-Kaninchen, wobei fiir den Test gesunde junge erwachsene Kaninchen
verwendet werden. Die Verwendung anderer Spezies ist zu begriinden.

1.4.1.2 Vorbereitung der Versuchstiere

Etwa 24 Stunden vor dem Versuch wird das Fell auf dem Riicken der Versuchstiere griindlich geschoren. Dabei
ist daraut zu achten, dass die Haut nicht verletzt wird. Es sind nur Tiere mit einer gesunden, unverletzten Haut
7u verwenden.

Einige Kaninchenrassen haben Stellen mit dichtem Fellbewuchs, die zu bestimmten Zeiten im Jahr deutlicher
hervortreten. An diesen Stellen soll keine Priifung durchgefiihrt werden.

1.4.1.3 Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Die Tiere sollen einzeln gehalten werden. Die Temperatur im Versuchstierraum soll fiir Kaninchen 20°C (£3°C)
betragen. Obwohl die relative Luftfeuchtigkeit mindestens 30% betragen und zu anderen Zeiten als wiihrend der
Reinigung vorzugsweise nicht liber 70% liegen sollte, ist ein Wert von 50-60% anzustreben. Der Raum soll
kiinstlich beleuchtet sein, wobei die Beleuchtung im 12-Stunden-Rhythmus ein- und ausgeschaltet werden soll.
An die Versuchstiere kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte
Trinkwasserversorgung zu gewiihrleisten ist.

1.42 Priifverfahren
1.42.1 Applikation der Priifsubstanz

Die Priifsubstanz soll auf eine kleine Hautfliche (etwa 6 cm?) aufgetragen und mit einem Mulllippchen
abgedeckt werden, das mit einem nicht reizenden Pflaster fixiert wird. Sofern eine direkte Applikation nicht
moglich ist (z. B. bei Fliissigkeiten oder bestimmten Pasten), soll die Priifsubstanz zuniichst autf das
Mulllippchen gegeben werden, das anschlieBend auf der Haut fixiert wird. Fiir die Dauer der Exposition soll
das Lippchen mit einem geeigneten Okklusiv- oder Semi-Okklusiv-Verband lose auf der Haut gehalten werden.
Wird die Priifsubstanz auf ein Lippchen aufgebracht, so ist dieses so auf der Haut zu fixieren, dass ein guter
Hautkontakt und die gleichmif3ige Verteilung der Substanz auf der Haut gewiihrleistet ist. Es ist zu vermeiden,
dass das Tier an das Mulllippchen gelangt und die Priifsubstanz oral aufnehmen bzw. inhalieren kann.

Fliissige Priifsubstanzen werden im Allgemeinen unverdiinnt angewendet. Wird der Versuch mit Feststotfen
durchgefiihrt (die im Bedarfsfall pulverisiert werden kénnen), dann soll die Priifsubstanz mit gerade so viel
Wasser (bzw. gegebenenfalls mit einem anderen geeigneten Vehikel) angefeuchtet werden, dass ein guter
Kontakt mit der Haut sichergestellt ist. Bei Verwendung eines anderen Vehikels als Wasser soll dessen
méglicher Einfluss auf eine Reizung der Haut minimal sein.

Nach Ablauf der Expositionszeit, die in der Regel 4 Stunden betrigt, wird die restliche Priifsubstanz moglichst
mit Wasser oder einem geeigneten Losungsmittel entfernt, ohne dass die bestehende Reaktion oder die
Integritiit der Epidermis beeintriichtigt wird.
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1.42.2 Dosierungen

Im Falle von Fliissigkeiten werden 0,5 ml und im Falle von Feststoffen oder Pasten 0,5 g auf die vorbereitete
Hautstelle aufgetragen.

1.4223 Vorversuch (In-vivo-Test auf Hautreizung/-verdtzung an einem Tier)

Es empfiehlt sich dringend, den In-vivo-Test zuniichst nur an einem Tier durchzutiihren. Dies gilt insbesondere,
wenn der Verdacht besteht, dass der Stoff ein Veriitzungspotenzial hat. Damit wird den Anforderungen der
sequenziellen Priifstrategie entsprochen (siche Anhang 1).

Sofern ein Stoft anhand einer kritischen Analyse vorhandener Daten als étzend eingestuft wurde, brauchen
keine weiteren Tierversuche durchgefiihrt zu werden. Bei den meisten Stoffen mit einer vermuteten
Atzungswirkung eriibrigen sich in der Regel In-vivo-Tests. Allerdings kénnen in den Fillen, in denen
angesichts einer unzureichenden Datenlage die Ermittlung zusiitzlicher Daten gerechtfertigt scheint, in
begrenztem Umtang Tierversuche durchgefiihrt werden, wobei folgendermaflen vorzugehen ist: Bis zu drei
Lippchen werden nacheinander appliziert. Das erste Lippchen wird nach drei Minuten entfernt. Wird keine
schwere Hautreaktion festgestellt, erfolgt die Applikation eines zweiten Lippchens, das nach einer Stunde
entfernt wird. Lassen die Beobachtungen zu diesem Zeitpunkt den Schluss zu, dass eine Exposition fiir die
Dauer von vier Stunden ethisch verantwortbar ist, wird ein drittes Lippchen appliziert und nach vier Stunden
entfernt. Anschliefend wird die Reaktion bewertet.

Der Versuch wird sofort abgebrochen, falls nach einem der drei sequenziellen Expositionen eine itzende
Wirkung beobachtet wird. Ist nach der Entfernung des letzten Lippchens keine Veriitzung feststellbar, wird das
Tier 14 Tage lang beobachtet, sofern nicht vor Ablauf dieser Zeit Veriitzungen auftreten.

Geht man davon aus, dass die Priifsubstanz zwar keine dtzende Wirkung hat, aber Hautreizungen hervorruten
kann, sollte nur ein Tier verwendet werden, dem ein einziges Lidppchen fiir die Dauer von vier Stunden
appliziert wird.

1.4.2.4 Bestdtigungstest (In-vivo-Test auf hautreizende Wirkungen an zusdtzlichen Tieren)

Wird im Vorversuch keine itzende Wirkung beobachtet, dann soll die Reizungsreaktion bzw. die negative
Reaktion an bis zu zwei weiteren Tieren mit jeweils einem Lippchen bei einer Expositionsdauer von vier
Stunden bestiitigt werden. Ergibt der Vorversuch eine Reizungswirkung, kann der Bestitigungstest als
sequenzieller Versuch bzw. durch gleichzeitige Exposition von zwei weiteren Tieren durchgefiihrt werden.
Findet ausnahmsweise kein Vorversuch statt, konnen zwei bzw. drei Tiere mit einem Lippchen behandelt
werden, das nach vier Stunden entfernt wird. Bei Verwendung von zwei Versuchstieren, die beide die gleiche
Reaktion zeigen, eriibrigen sich weitere Untersuchungen. Andernfalls wird auch das dritte Tier getestet. Unklare
Reaktionen konnten moglicherweise bewertet werden, indem Versuche mit weiteren Tieren durchgefiihrt
werden.

1.42.5 Beobachtungszeitraum

Die Beobachtungszeit soll so bemessen sein, dass die Reversibilitit der festgestellten Wirkungen vollstindig
bewertet werden kann. Allerdings sollte der Versuch abgebrochen werden, sobald das Tier starke und
anhaltende Anzeichen von Leiden und Schmerzen zeigt. Um feststellen zu kénnen, ob die Wirkungen reversibel
sind, sollen die Tiere fiir die Dauer von bis zu 14 Tagen nach Entfernung der Lippchen beobachtet werden.
Bilden sich die Schiden vor Ablauf dieser 14 Tage zuriick, soll der Versuch zu dem betreffenden Zeitpunkt
beendet werden.
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1.4.2.6 Klinische Beobachtungen und Bewertung von Hautreaktionen

Die Tiere sind auf Anzeichen von Hautrtungen und Odemen zu untersuchen, wobei die Reaktion 60 Minuten
sowie 24, 48 und 72 Stunden nach Entfernen des Lippchens bewertet wird. Beim Vorversuch an einem Tier
wird die behandelte Stelle auch unmittelbar nach Entfernen des Lippchens untersucht. Die Hautreaktionen
werden bewertet und anhand der Punkteskala in der unten stehenden Tabelle dokumentiert. Im Falle von
Hautschiidigungen, die nach 72 Stunden weder als Reizung noch als Veriitzung eingestuft werden kénnen, ist
unter Umstinden die Beobachtung bis zum 14. Tag erforderlich, um Aussagen zur Reversibilitit der Wirkungen
treffen zu konnen. Neben Hautreizungen sollen alle ortlich begrenzten toxischen Wirkungen (z. B. Entfettung
der Haut), und alle negativen systemischen Wirkungen (2. B. klinische Anzeichen fiir Toxizitit und
Veriinderungen des Korpergewichts) vollstindig beschrieben und dokumentiert werden. Unklare Reaktionen
sollen gegebenenfalls durch eine histopathologische Untersuchung abgeklirt werden.

Die Bewertung von Hautreaktionen ist zwangsliutig subjektiv. Um die Einstufung von Hautreaktionen stéirker
szu vereinheitlichen und den Priiflabors und allen an den Versuchen und an der Interpretation der
Versuchsergebnisse Beteiligten die Arbeit zu erleichtern, miissen die Priifer im Umgang mit der
Bewertungsskala (siehe unten stehende Tabelle) entsprechend geschult werden. Dabei kénnte sich ein Leitfaden
mit Abbildungen zur Bewertung von Hautreizungen und anderen Schiidigungen als hilfreich erweisen (9).

2. DATEN
2.1 ERGEBNISDARSTELLUNG

Die Untersuchungsergebnisse sollen im Abschlussbericht in Tabellenform dargestellt werden und alle in
Abschnitt 3.1 genannten Punkte umfassen.

2.2 ERGEBNISBEWERTUNG

Die Bewertung der Hautreizung soll anhand der Art und des Schweregrads der Schidigung und deren
Reversibilitit bzw. Irreversibilitit vorgenommen werden. Die einzelnen ermittelten Schweregrade stellen
keinen allein giiltigen Malstab fiir die hautreizenden Eigenschaften eines Stoffs dar, denn es werden auch
andere Effekte der Priifsubstanz beurteilt. Vielmehr sollten diese einzelnen Graduierungswerte als
Referenzwerte betrachtet werden, die zusammen mit allen anderen Ergebnissen der Studie zu beurteilen sind.

Bei der Bewertung von hautreizenden Reaktionen spielt auch die Reversibilitiit der Hautschéidigung eine Rolle.
Bestehen Reaktionen wie (begrenzter) Haarausfall, Hyperkeratose, Hyperplasie und Schuppung bis zum Ende
des 14-tiigigen Beobachtungszeitraums, soll die Priifsubstanz als hautreizender Stoff betrachtet werden.
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3. BERICHTERSTATTUNG
3.1 PRUFBERICHT
Der Priifbericht muss folgende Angaben enthalten:

Begriindung fiir den In-vivo-Test: Kritische Analyse von Daten aus fritheren Versuchen unter Einbeziehung von
Ergebnissen aus der sequenziellen Priifstrategie:

— Beschreibung aller einschliigigen Daten aus fritheren Versuchen;

— Daten, die in den einzelnen Stufen der Priifstrategie erhoben wurden;

— Beschreibung der durchgefiihrten In-vitro-Tests mit Einzelheiten zu angewandten
Verfahren sowie zu den Ergebnissen fiir Priif-/Referenzsubstanzen;

— Gewichtungsanalyse als Grundlage tiir die Durchfiihrung einer In-vivo-Studie.

Priifsubstanz:

—  Angaben zur Identitit (z. B. CAS-Nummer, Bezugsquelle, Reinheit, bekannte
Verunreinigungen; Chargennummer);

— physikalische Beschatfenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B. pH-Wert,
Fliichtigkeit, Loslichkeit, Stabilitiit);

— bei Gemischen Zusammensetzung und relative Anteile der Bestandteile in Prozent.

Vehikel:
— Angaben zur Identitit, (gegebenenfalls) Konzentration; Einsatzvolumen;
— Begriindung der Auswahl des Vehikels.
Versuchstiere:
— verwendete Spezies/Rasse, Begriindung fiir den Verzicht auf die Verwendung von Albino-
Kaninchen und die Nutzung anderer Tiere;
— Anzahl der Versuchstiere pro Geschlecht;
— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn und -ende:
— Alter der Tiere bei Beginn der Studie;
— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.
Priifbedingungen:
— Methode der Vorbereitung des Hautareals, aut das die Mulllippchen appliziert werden;
— Angaben zu dem fiir die Lippchen verwendeten Material und zur Abdeckmethode;
— Angaben zur Herstellung, Applikation und Entfernung der Priifsubstanz.
Ergebnisse:

— tabellarische Erfassung der Bewertung des Schweregrades von Hautreizungs-/-
veritzungsreaktionen zu allen Messzeitpunkten fiir jedes einzelne Versuchstier;

— Beschreibung aller beobachteten Schiidigungen;:

— ausfiihrliche Beschreibung von Art und Schwere der festgestellten Hautreizung bzw.
-veriitzung sowie Angaben zu eventuellen histopathologischen Befunden;

— Beschreibung anderer ortlich begrenzter negativer (z. B. Entfettung der Haut) und
systemischer Wirkungen neben den Hautreizungen bzw. -veriitzungen.

Diskussion der Ergebnisse
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9y  EPA (1990). Atlas of Dermal Lesions, (207-2004). United States Environmental Protection Agency,
Office of Pesticides and Toxic Substances, Washington, DC, August 1990.
|auf Anfrage beim OECD-Sekretariat erhéltlich|.
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TABELLE I: BEWERTUNG VON HAUTREAKTIONEN

Bildung von Erythemen und Schorf

Kein Erythem ...o.ccooovninniineeeeene 0
Sehr leichtes Erythem (kaum wahrnehmbar) 1
Klar abgegrenztes Erythem ..ottt ettt et st e s e e sae e s e s saeeeae 2
MiiBiges bis ausgeprigtes ErytREem ... e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aneeeeeeeeeaneeenneeaneean 3
Ausgepriigtes Erythem (dunkelrot) bis hin zur Schortbildung, so dass eine Bewertung nicht méglich ist ... 4
Hochstmogliche Punktzahl: 4

Bildung von Odemen

KEI OUEIM ..ottt bbb s s b8 s bbb 8 s s S s e bbb s s eSS bbb bbb s bbb s s s ses 0
Sehr leichtes Odem (KAUM WARITIEMMDAL «.......vovieieeeee oo ee e ee e e e e e eeseeeee s e s s e s s eseneneseeeeeeeeeeseeesesesesesesaeesesesanannen 1
Leichtes Qdem (Rinder des betrotfenen Areals durch deutliche Schwellung klar abgegrenzt) .....cooooveoeeiieiieicneceeeeeee 2
MiiBiges Odem (SchwellUng €tWa 1 ITIT) c.eeioiiiiiiiieeeeceteee ettt ettt e e st e e s sse e s e e e smeessn e e reesmneen 3
Ausgeprigtes Odem (Schwellung mehr als | mm und iiber den Expositionsbereich hinaus) ............ocooooooioiioceee 4

Hochstmogliche Punktzahl: 4

Zur Klirung unklarer Reaktionen kann eine histopathologische Untersuchung erfolgen.
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ANHANG

Sequenzielle Priifstrategie fiir Hautreizungen und -veritzungen

ALLGEMEINE UBERLEGUNGEN

Im Interesse wissenschaftlicher Verlisslichkeit und des Tierschutzes muss die unndtige Verwendung von Versuchstieren
verhindert und die Durchfithrung von Versuchen, die bei den Tieren wahrscheinlich schwere Reaktionen hervorrufen, auf ein
Mindestmal3 beschrinkt werden. Bevor ein In-vivo-Test ins Auge gefasst wird, sollen zunichst alle einschligigen
Informationen iiber die potenziell hautitzenden/-reizenden Wirkungen eines Stoffs bewertet werden. Moglicherweise liegen
bereits geniigend Kriterien fiir die Einstufung einer Priifsubstanz anhand ihres Hautiitzungs-/-reizungspotenzials vor, so dass
sich Versuche an Labortieren eriibrigen. Folglich schriinkt die Durchtithrung einer kritischen Analyse bereits vorliegender
Daten und die Anwendung einer sequenziellen Priifstrategie die Notwendigkeit von In-vivo-Tests deutlich ein. Dies gilt umso
mehr, wenn davon auszugehen ist, dass der Stoff schwere Reaktionen hervorruft.

Zur Beurteilung bereits vorhandener Informationen iiber die hautreizenden/-itzenden Wirkungen von Substanzen soll das
Instrument der Gewichtungsanalyse herangezogen werden. Ausgehend davon ist zu entscheiden, ob zusiitzliche Studien, bei
denen es sich nicht um In-vivo-Hautuntersuchungen handelt, als Beitrag zur Charakterisierung dieses Potenzials erfolgen
sollen. Sofern weitere Studien durchgefiihrt werden miissen, empfiehlt es sich, zur Erzeugung der sachdienlichen
Versuchsdaten die sequenzielle Priifstrategie zu nutzen. Bei noch nicht gepriiften Stoffen soll die sequenzielle Priifstrategie
herangezogen werden, um die Datensiitze zu erzeugen, die fiir die Beurteilung des hautiitzenden/-reizenden Potenzials benotigt
werden. Die in diesem Anhang beschriebene Priifstrategie wurde withrend eines OECD-Workshops (1) entwickelt Sie wurde
im Rahmen des ,,Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects of
Chemical Substances™ bestiitigt und weiter ausgebaut, das im November 1998 von den Teilnehmern der 2¥. Gemeinsamen
Tagung des Chemikalien-Ausschusses und der Arbeitsgruppe Chemikalien gebilligt wurde (2).

Diese sequenzielle Priifstrategie gehort zwar nicht zu den integralen Bestandteilen von Priifmethode B.4, sie stellt aber den
empfohlenen Ansatz zur Ermittlung von hautreizenden/-itzenden Merkmalen dar. In diesem Ansatz spiegelt sich zum einen
die beste Praxis wider. Zum anderen ist er ein ethischer Richtwert fiir In-vivo-Tests auf hautreizende/-itzende Wirkungen. Die
Priifmethode bietet nicht nur eine Anleitung zur Durchfiihrung des In-vivo-Tests, sondern auch eine Ubersicht iiber die
Faktoren, die vor der Durchfiihrung eines solchen Versuchs liberpriift werden sollen. Die Strategie liefert einen Ansatz fiir die
Bewertung bereits vorhandener Daten iiber die hautreizenden/-itzenden Eigenschaften von Priifsubstanzen und einen
stufenweisen Ansatz fiir die Erzeugung sachdienlicher Daten {iber Stoffe, die im Rahmen zusiitzlicher Studien untersucht
werden miissen bzw. noch gar nicht untersucht wurden. Zudem wird empfohlen, in bestimmten Fillen validierte und
anerkannte In-vitro- und Ex-vivo-Tests auf hautreizende/-itzende Wirkungen durchzufiihren.

BESCHREIBUNG DER BEWERTUNGS- UND PRUFSTRATEGIE

Vor der Durchfiihrung von Versuchen im Rahmen der sequenziellen Priifstrategie (FlieBbild) sollen séimtliche vorhandenen
Informationen ausgewertet werden, um die Notwendigkeit von In-vivo-Hauttests zu kliren. Auch wenn wichtige
Informationen aus der Beurteilung einzelner Parameter (z. B. extreme pH-Werte) gewonnen werden kénnen, sollten die bereits
vorliegenden Angaben in ihrer Gesamtheit betrachtet werden. Alle relevanten Daten iiber die Wirkungen des betreffenden
Stoffs oder seiner Analoge sollen mit Hilfe einer Gewichtungsanalyse bewertet werden, und diese Entscheidung soll begriindet
werden. Dabei sollten bereits vorliegende Angaben zur Wirkung der Substanz auf Mensch und Tier im Vordergrund stehen,
gefolgt von den Ergebnissen von In-vitro- und Ex-vivo-Tests. In-vivo-Studien mit hautiitzenden Substanzen sollten nach
Moglichkeit immer vermieden werden. Folgende Faktoren werden in der Priifstrategie erortert:

Beurteilung bereits vorliegender Angaben zur Wirkung der Substanz auf Mensch und Tier (Stufe 1). Zuniichst sollen bereits
vorhandene Informationen iiber die Wirkung auf den Menschen, z. B. klinische Studien oder Studien zur Exposition am
Arbeitsplatz, sowie Fallberichte und/oder Ergebnisse von Tierversuchen, beispielsweise von Untersuchungen zur Toxizitiit
nach einmaliger oder mehrmaliger Hautexposition, bewertet werden, denn sie liefern Hinweise, die unmittelbar die
Hautwirkungen betreffen. Bei Stoffen mit bekannter hautiitzender/-reizender Wirkung und Substanzen, die nachweislich
weder Hautreizungen noch -veriitzungen hervorrufen, brauchen keine In-vivo-Studien durchgefiihrt zu werden.
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Analyse der Zusammenhdnge zwischen Struktur und Aktivitdt (SAR) (Stufe 2). Die gegebenenfalls vorhandenen Ergebnisse
von Untersuchungen an strukturell verwandten Substanzen sollen beriicksichtigt werden. Liegen geniigend Daten iiber das
hautiitzende/-reizende Potenzial von strukturell verwandten Substanzen oder Gemischen aus diesen Substanzen bei Mensch
und/oder Tier vor, kann davon ausgegangen werden, dass die zu beurteilende Priifsubstanz die gleichen Reaktionen
hervorrufen wird. In diesen Fillen braucht die Priifsubstanz méglicherweise nicht getestet zu werden. Fiir die Zwecke der
sequenziellen Priifstrategie reichen negative Daten aus Untersuchungen an strukturell verwandten Substanzen oder Gemischen
als Nachweis fiir ein Nichtvorhandensein hautitzender/-reizender Wirkungen nicht aus. Zur Ermittlung des hautiitzenden und
-reizenden Potenzials sollen validierte und anerkannte SAR-Verfahren herangezogen werden

Physikalisch-chemische Ligenschaften und chemische Reaktivitdt (Stufe 3). Stofte mit extremen pH-Werten (£2,0 bzw. 211,5)
konnen starke lokale Reaktionen induzieren. Gilt ein extremer pH-Wert als Anhaltspunkt fiir die dtzende Wirkung eines
Stoffs, so kann dessen Potenzial zur Veriinderung der Aziditit/Alkalinitit (bzw. das Pufferungsvermdgen) ebentalls
beriicksichtigt werden (3)(4). Lisst das Pufferungsvermogen darauf schlielen, dass eine Substanz moglicherweise keine
hautiitzende Wirkung hat, sollen weitere Priifungen zur Bestitigung dieser Vermutung durchgefiihrt worden. Dafiir sollten
wenn moglich validierte und anerkannte In-vitro- oder Ex-vivo-Tests genutzt werden (siehe Stufen 5 und 6).

Dermale Toxizitdt (Stufe 4). Hat sich ein chemischer Stoff als sehr giftig bei Hautkontakt erwiesen, ist eine In-vivo-Studie zur
Hautreizung/-veriitzung unter Umstiinden nicht angezeigt, weil bei Applikation der Priifsubstanz in der {iblichen Menge die
sehr toxische Dosis {iberschritten wird, was letztlich dazu fiihrt, dass die Tiere sterben oder ihnen schwere Leiden zugefiigt
werden. Wenn dariiber hinaus bereits Studien zur dermalen Toxizitit mit Dosierungen von bis zu 2000 mg/kg Korpergewicht
oder dariiber an Albino-Kaninchen durchgefiihrt wurden, ohne dass Hautreizungen oder -veritzungen feststellbar waren, sind
zusiitzliche Priifungen auf hautreizende/-itzende Wirkungen méglicherweise nicht vonnéten. In die Bewertung der akuten
dermalen Toxizitit anhand der Ergebnisse fritherer Studien sollen mehrere Uberlegungen einbezogen werden. So kénnen die
Angaben {iber Hautschiidigungen unvollstiindig sein. Die Priifungen und Beobachtungen konnen an anderen Tierarten erfolgt
sein, und die Reaktionen der verschiedenen Arten weisen eventuell groBe Unterschiede auf. Uberdies war die applizierte
Priifsubstanz fiir eine Bewertung der Hautreizung/-veritzung unter Umstinden nicht geeignet (~. B. Verdiinnung der
Substanzen zur Untersuchung der dermalen Toxizitit) (5). Wurden jedoch sorgfiltig geplante Studien zur dermalen Toxizitéit
an Kaninchen durchgefiihrt, die negative Ergebnisse erbrachten, reicht dies gegebenenfalls als Nachweis fiir das
Nichtvorhandensein eines hautreizenden/-itzenden Potenzials aus.

FErgebnisse von In-vitro- und FEx-vivo-Tests (Stufen S und 6). Substanzen, deren iitzende oder schwer hautreizende
Eigenschaften in validierten und anerkannten, aut die Ermittlung dieser bestimmten Wirkungen ausgerichteten In-vitro- oder
Ex-vivo-Tests (6)(7) nachgewiesen wurden, brauchen nicht an Tieren gepriift zu werden. Man kann davon ausgehen, dass
diese Substanzen in vivo vergleichbare schwere Wirkungen hervorrufen.

In-vivo-Tests an Kaninchen (Stufen 7 und §). Beruht die Entscheidung, einen In-vivo-Test durchzufiihren, auf einer
Gewichtungsanalyse, sollte zuniichst ein Vorversuch an nur einem Tier stattfinden. Es sollen keine weiteren Tests erfolgen,
wenn der Vorversuch ergibt, dass die Substanz édtzend auf die Haut wirkt. Liefert der Vorversuch keine Anhaltspunkte fiir eine
itzende Wirkung, soll die reizende oder negative Reaktion durch Tests an bis zu zwel weiteren Tieren bei einer
Expositionsdauer von vier Stunden bestiitigt werden. Wenn im Vorversuch eine hautreizende Wirkung beobachtet wird, kann
der Bestiitigungstest entweder sequenziell oder durch gleichzeitige Exposition von zwei weiteren Tieren erfolgen.
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FLIESSBILD
PRUF- UND BEWERTUNGSSTRATEGIE: HAUTREIZUNG/-VERATZUNG
Stufe Ergebnis Schlussfolgerung
1 | bereits vorliegende Daten aus Untersuchungen am | Atzend Apikaler Endpunkt; gilt als
Menschen und/oder an Tieren belegen Wirkungen dtzend. Keine Priifung
auf die Haut bzw. aut die Schleimhiiute erforderlich.

Reizend Apikaler Endpunkt; gilt als
hautreizend. Keine Priifung
erforderlich.

Nicht itzend/nicht reizend Apikaler Endpunkt; gilt als
nicht dtzend oder
hautreizend. Keine Priifung
erforderlich.

{
Keine Informationen vorhanden bzw. vorhandene
Informationen sind nicht schliiissig
{
2 | Durchfiihrung einer SAR-Analyse auf Vorhersage schwere Gilt als idtzend. Keine
hautreizende/-itzende Wirkung Hautschéidigung Priifung erforderlich.

Vorhersage Hautreizung Gilt als reizend. Keine

Priifung erforderlich
{
Vorhersage nicht moglich bzw. Vorhersagen nicht
schliissig oder negativ
3 | Messung pH-Wert (ggfs. unter Beriicksichtigung pH <2 bzw. 2 11,5 (ggfs. mit Vermutlich itzend. Keine
des Pufferungsverméogens) hohem Putferungsvermdgen) Priitung erforderlich.
{
2 < pH < 11,5 oder ggfs. pH 2,0 oder 211,5
mil geringem/ohne Pufferungsvermdgen
4 | Bewertung der Daten zur systemischen Toxizitét Sehr toxisch Keine weitere Priifung
nach Applikation auf die Haut” erforderlich.

Bis 7zu Dosen von 2000 mg/kg Vermutlich nicht itzend

Korpergewicht oder dariiber bei oder reizend. Keine weitere

Kaninchen nicht étzend oder Priifung erforderlich.

reizend

{
Entsprechende Informationen stehen nicht zur
Verfiigung oder sind nicht schliissig
5 | Durchfiihrung validierter und anerkannter In-vitro- | Veriitzung In vivo vermutlich dtzend.
oder Ex-vivo-Tests auf hautitzende Wirkungen Keine weitere Priifung
erforderlich.
{
Substanz ist nicht dtzend

{

6 | Durchfiihrung validierter und anerkannter In-vitro- | Reizung In vivo vermutlich reizend.

oder Ex-vivo-Tests auf hautreizende Wirkungen

1

W Kann vor den Stufen 2 und 3 erfolgen.

Keine weitere Priifung
erforderlich.
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Validierte In-vitro oder Lx-vivo-Verfahren zur
Priifung auf Hautreizungen stehen noch nicht zur
Verfiigung oder die Substanz wirkt nicht

hautreizend
{
7 | Durchfiihrung des In-vivo-Vorversuchs an einem Schwere Hautschidigung
Tier
{
Keine schweren Schédigungen
8 | Durchfiihrung des Bestiitigungstests an ein oder Atzend oder reizend

zwel weiteren Tieren

Nicht itzend oder reizend

Gilt als itzend. Keine
weitere Priifung
erforderlich.

Gilt als dtzend oder
reizend, Keine weitere
Priifung erforderlich

Gilt als nicht étzend oder
reizend. Keine weitere
Priifung erforderlich
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B. 5. AKUTE TOXIZITAT: AUGENREIZUNG/-VERATZUNG

METHODE

Diese Priitmethode entspricht der OECD TG 405 (2002).

EINLEITUNG

Bei der Erarbeitung dieser aktualisierten Methode wurde besonderes Augenmerk auf mogliche
Verbesserungen durch die Auswertung aller bereits vorhandenen Angaben iiber den Stoff gelegt, um
unnotige Priifungen an Labortieren zu vermeiden und somit auch Belange des Tierschutzes zu
berticksichtigen. Die vorliegende Methode beinhaltet die Empfehlung, vor der Durchfiihrung des
beschriebenen In-vivo-Tests zur Ermittlung der akuten Reiz-/Atzwirkung des Stoffs fiir die Augen eine
kritische Analyse (1) der bereits vorhandenen einschligigen Daten vorzunehmen. Sofern nicht geniigend
Daten zur Verfiigung stehen, konnen diese mit Hilfe sequenzieller Tests erzielt werden (2)(3). Die
empfohlene Priifstrategie, die im Anhang zur Priifmethode dargelegt wird, enthilt die Durchfithrung
validierter und anerkannter In-vitro-Tests. Zudem wird empfohlen, einen In-vivo-Test auf Hautreizung/-
veritzung durchzufithren, ehe die Moglichkeit eines In-vivo-Augentests in Betracht gezogen wird.

Im Interesse wissenschaftlicher Verlisslichkeit und des Tierschutzes sollen In-vivo-Tests erst dann in
Erwidgung gezogen werden, wenn alle fiir das Augenveritzungs/-reizungspotenzial des Stoffs zur
Verfiigung stehenden einschliigigen Daten im Rahmen einer kritischen Analyse ausgewertet worden sind.
Zu diesen Daten gehdren unter anderem Erkenntnisse aus bereits durchgefiihrten Untersuchungen am
Menschen und/oder an Labortieren; Hinweise auf Veriitzungen/Reizungen durch eine oder mehrere
strukturell verwandte Substanzen bzw. Gemische aus diesen Substanzen; Daten, die eine starke Aziditit
oder Alkalinitiit der Substanz belegen (4)(5), und Ergebnisse validierter und anerkannter In-vitro- und Ex-
vivo-Tests auf Hautveridtzungen und -reizungen (6)(6a). Diese Studien konnen sowohl bereits vorgelegen
haben als auch auf Grund einer kritischen Anaalyse der vorhandenen Daten erstellt worden sein.

Im Hinblick auf bestimmte Substanzen ergibt eine solche Analyse moglicherweise, dass deren
Augenveritzungs-/-reizungspotenzial im Rahmen von In-vivo-Studien untersucht werden muss. In all
diesen Fillen sollen vorzugsweise zunichst die dermalen Wirkungen der Substanz in einem In-vivo-Test
untersucht und in Ubereinstimmung mit der Priifmethode B.4 (7) bewertet werden, bevor ein In-vivo-
Augentest in Erwiigung gezogen wird. Die kritische Analyse und die sequenzielle Priifstrategie sollen dazu
fiihren, dass weniger In-vivo-Untersuchungen zum Augenveridtzungs-/-reizungspotenzial von Stoffen
durchgefiihrt werden, wenn bereits andere Studien ausreichende Belege geliefert haben. Kann die
augenitzende oder -reizende Wirkung auch nach einer In-vivo-Studie der Hautveritzung und -reizung
nicht mit Hilfe der sequenziellen Priifstrategie ermittelt werden, besteht die Moglichkeit, einen In-vivo-
Test auf Augenveritzung/-reizung durchzufiihren.

Im Anhang zu dieser Methode wird eine bevorzugte sequenzielle Priifstrategie vorgestellt, welche die
Durchfiihrung validierter und anerkannter In-vitro- und Ex-vivo-Tests auf Veriitzungs-/Reizungswirkungen
einbezieht. Diese Strategie wurde wiihrend eines OECD-Workshops (8) entwickelt und von den
Teilnehmern einmiitig empfohlen. Sie wurde als empfohlene Priifstrategie fiir das Globale
HarmonisierteSystem der Einstufung und Kennzeichnung Chemischer Stoffe (Globally Harmonised
System for the Classification of Chemical Substances = GHS) (9) angenommen. Es wird empfohlen, dass
diese sequenzielle Priifstrategie vor einem In-vivo-Test durchgefiihrt wird. Bei neuen Substanzen wird sie
als stufenweiser Priifansatz empfohlen, mit dessen Hilfe verlissliche wissenschaftliche Daten tiber die
durch die Priifsubstanz hervorgerufene Veritzung/Reizung erzielt werden konnen. Bei bereits bekannten
Stoffen, fiir die nicht geniigend Daten zum Hautveritzungs-/-reizungspotenzial bzw. Augenveritzungs-/-
reizungspotenzial vorliegen, soll die Strategie genutzt werden, um Datenliicken zu schliefen. Der Einsatz
einer anderen Priifstrategie bzw. eines anderen Priifverfahrens oder die Entscheidung gegen einen
stufenweisen Priifansatz soll gerechtfertigt werden.

DEFINITIONEN

Augenreizung: ist das Auslosen von Veriinderungen am Auge nach Applikation einer Priifsubstanz auf die
Oberfliche des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation vollstindig reversibel sind.
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1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.13

1.4.2

1.42.1

1.422

Augenveritzung: ist das Ausldsen einer irreversiblen Gewebeschidigung im Auge oder einer massiven
Verschlechterung des Sehvermogens nach Applikation einer Priifsubstanz auf die Oberfliche des Auges,
die innerhalb von 21 Tagen nach Applikation nicht vollstindig reversibel sind.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priifsubstanz wird in einer einmaligen Dosierung in ein Auge jedes Versuchstiers eingebracht; das
unbehandelte Auge dient als Kontrolle. Der Grad der Reizung/Veritzung wird bestimmt, indem in zuvor
festgelegten Zeitabstinden Schidigungen der Bindehaut, der Hornhaut und der Iris anhand einer
Punkteskala bewertet werden. Darliber hinaus werden auch andere Reaktionen des Auges und systemische
Schiiden beschrieben, um die Wirkungen vollstindig beurteilen zu konnen. Die Beobachtungsdauer soll
ausreichend sein, um die Reversibilitit bzw. [rreversibilitidt der Wirkungen vollstiindig zu erfassen.

Tiere mit starken und anhaltenden Anzeichen von Leiden und/oder Schmerzen konnen jederzeit wihrend
des Versuchs human getdtet werden, wobei die Substanz entsprechend einzustufen ist. Kriterien fiir die
humane Tétung moribunder Tiere mit starken Anzeichen von Leiden sind dem Literaturhinweis (10) zu
entnehmen.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
Vorbereitung des In-vivo-Tests
Auswahl der Tierspezies

Das bevorzugte Labortier ist das Albino-Kaninchen, wobei fiir den Test gesunde junge erwachsene
Kaninchen verwendet werden. Die Verwendung anderer Rassen oder Spezies soll begriindet werden.

Vorbereitung der Versuchstiere

24 Stunden vor dem Versuch werden bei jedem der ausgewihlten Versuchstiere beide Augen untersucht.
Tiere, bei denen bereits eine Augenreizung, okulare Defekte oder eine Schidigung der Cornea vorliegen,
sollen nicht verwendet werden.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Die Tiere sollen einzeln gehalten werden. Die Temperatur im Versuchstierraum soll 20°C (£3°C) betragen.
Obwohl die relative Luftfeuchtigkeit mindestens 309% betragen und zu anderen Zeiten als withrend der
Reinigung vorzugsweise nicht iiber 70% liegen sollte, ist ein Wert von 50-60% anzustreben. Der Raum soll
kiinstlich beleuchtet sein, wobei die Beleuchtung im 12-Stunden-Rhythmus ein- und ausgeschaltet werden
soll. An die Versuchstiere kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte
Trinkwasserversorgung zu gewihrleisten ist.

Priifverfahren
Applikation der Priifsubstanz

Die Priifsubstanz wird bei jedem Tier in den Bindehautsack eines Auges appliziert, indem man das untere
Lid leicht vom Augapfel wegzieht. Die Lider werden dann etwa eine Sekunde lang leicht
zusammengedriickt, damit keine Substanz verloren geht. Das andere, unbehandelte Auge dient als
Kontrolle.

Ausspiilen

Die Augen der Versuchstiere sollen frithestens 24 Stunden nach Applikation der Priifsubstanz
ausgewaschen werden; Ausnahmen gelten fiir Feststoffe (siehe Abschnitt 1.4.2.3.2) und bei sofortigem
Eintritt von &tzenden oder reizenden Wirkungen. Nach 24 Stunden kann gegebenenfalls eine
Augenspiilung erfolgen.

Der Einsatz einer zusitzlichen Versuchstiergruppe, an der der Einfluss des Ausspiilens untersucht wird,
wird nicht empfohlen aufler in wissenschaftlich begriindeten Fillen. Sollte eine zusiitzliche
Versuchstiergruppe tatsiichlich bendtigt werden, so sollen zwei Kaninchen verwendet werden. Die
Bedingungen, unter denen die Augenspiilung erfolgte, sollen sorgfiiltig dokumentiert werden, z. B.
Zeitpunkt, Zusammensetzung und Temperatur der Spiillosung, Dauer, Volumen und Geschwindigkeit der
Applikation.
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Dosierungen
Priifung von Fliissigkeiten

Bei der Priifung von Fliissigkeiten wird eine Dosis von 0,1 ml verwendet. Liegt die Priifsubstanz in Form
eines Pumpsprays vor, solle sie nicht direkt ins Auge eingebracht werden, sondern mittels Spriihstof
entnommen und in einem Behilter aufgefangen werden. Anschlieend werden 0,1 ml in das Auge
eingebracht.

Priifung von Feststoffen

Bei Feststoffen, Pasten und partikelformigen Substanzen soll die Priifmenge ein Volumen von 0,1 ml oder
ein Gewicht von hochstens 100 mg haben. Das Priifmaterial soll zu einem feinem Pulver zermahlen
werden. Das Volumen von Feststoffen soll erst nach vorsichtigem Kompaktieren, z. B. durch Klopfen des
Messbehilters, bestimmt werden. Ist die in Form eines Feststoffs vorliegende Priifsubstanz bis zum ersten
Beobachtungszeitpunkt, d. h. 1 Stunde nach der Applikation, nicht aufgrund physiologischer Vorginge aus
dem Auge entfernt worden, kann das Auge mit Kochsalzlosung oder destilliertem Wasser ausgespiilt
werden.

Priifung von Aerosolen

Es wird empfohlen, alle als Pumpspray oder Aerosol vorliegenden Priifsubstanzen mittels Spriihstofl zu
entnehmen, in einem Behiilter aufzufangen und anschlieend zu applizieren. Die einzige Ausnahme sind
Substanzen in Aerosol-Druckbehiiltern, die aufgrund der Vaporisierung nicht aufgefangen werden kénnen.
In diesen Fillen soll das Auge offen gehalten werden und die Priifsubstanz mit einem einzigen Spriihstof3
etwa eine Sekunde lang aus 10 cm Entfernung vom Auge verabreicht werden. In Abhingigkeit vom Druck
und vom Behilterinhalt kann dieser Abstand variieren. Es ist darauf zu achten, dass das Auge durch den
Spriithdruck nicht verletzt wird. Unter Umstidnden muss das Risiko ,,mechanischer” Augenschiiden, die auf
den Spriihdruck zurlickzufiihren sind, beurteilt werden.

Bei Aerosolen kann die Dosis anhand einer Schitzung ermittelt werden, indem der Test folgendermalien
simuliert wird: Die Substanz wird durch eine Offnung in der GroRe eines Kaninchenauges auf Wigepapier
gespriiht, wobei sich die Offnung unmittelbar vor dem Papier befindet. Anhand des Gewichtsanstiegs des
Papiers wird ein Niherungswert fiir die ins Auge gespriihte Menge ermittelt. Bei fliichtigen Stoffen kann
ein Schitzwert fiir die Dosierung ermittelt werden, indem man einen Auffangbehiilter vor und nach
Entnahme des Priifmaterials wiegt.

Vorversuch (In-vivo-Test auf Augenreizung/-verdtzung an einem Tier)

Es empfiehlt sich dringend, den In-vivo-Test zuniichst nur an einem Tier durchzufiihren. Dies entspricht
den Anforderungen der sequenziellen Priifstrategie (siehe Anhang 1).

Sofern das beschriebene Verfahren ergibt, dass der Stoff dtzend auf das Auge wirkt oder schwere
Augenreizungen auslost, sollen keine weiteren Priifungen auf Augenreizung durchgefiihrt werden.

Lokale Andsthetika

Im Einzelfall kénnen lokale Anisthetika eingesetzt werden. Ergibt die kritische Analyse aller bereits
vorliegenden Daten, dass die Substanz Schmerzen auslosen kann, oder zeigt der Vorversuch, dass eine
Schmerzreaktion auftreten wird, kann vor dem Eintriufeln der Priifsubstanz ein lokales Anisthetikum
verabreicht werden. Die Entscheidung tiber Art, Konzentration und Dosis des lokalen Anisthetikums soll
sorgfiiltig abgewogen werden, um zu gewihrleisten, dass keine Abweichungen in der Reaktion auf die
Priifsubstanz auftreten. Das als Kontrolle dienende Auge soll ebenfalls mit dem Anisthetikum behandelt
werden.

Bestdtigungstest (In-vivo-Test auf augenreizende Wirkungen an zusdtzlichen Tieren)

Wird im Vorversuch keine dtzende Wirkung beobachtet, soll die Reizungsreaktion bzw. die negative
Reaktion an bis zu zwei weiteren Tieren bestitigt werden. Ergibt der Vorversuch eine schwere
Reizungswirkung, was auf eine moglicherweise schwere (irreversible) Wirkung im Bestitigungstest
schlieBen ldsst, soll der Bestiitigungstest nach Moglichkeit als sequenzieller Versuch an jeweils einem Tier
zu einem bestimmten Zeitpunkt und nicht durch gleichzeitige Exposition der zwei weiteren Tiere erfolgen.
Der Test ist abzubrechen, wenn beim zweiten Tier Anzeichen einer Veritzung oder einer schweren
Reizung festgestellt werden. Zur Bestiitigung schwacher oder mifliger Reizungsreaktionen werden unter
Umstiinden zusiitzliche Tiere gebraucht.
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Beobachtungszeitraum

Die Beobachtungszeit soll so bemessen sein, dass das Ausmal} und die Reversibilitit der festgestellten
Wirkungen vollstindig bewertet werden kann. Allerdings soll der Versuch abgebrochen werden, sobald
das Tier starke und anhaltende Anzeichen von Leiden und Schmerzen zeigt (9). Um feststellen zu konnen,
ob die Wirkungen reversibel sind, sollen die Tiere in der Regel fiir die Dauer von 21 Tagen nach
Applikation der Priifsubstanz beobachtet werden. Bilden sich die Schiden vor Ablauf dieser 21 Tage
zuriick, soll der Versuch zu dem betreffenden Zeitpunkt beendet werden.

Klinische Beobachtungen und Bewertung von Augenreaktionen

Die Augen sollen 1, 24, 48 und 72 Stunden nach Autbringen der Priifsubstanz untersucht werden. Sobald
aussagekriiftige Informationen gewonnen worden sind, soll der Versuch nicht linger als notig fortgesetzt
werden. Tiere mit starken und anhaltenden Anzeichen von Schmerzen oder Leiden sollen unverziiglich
human getdtet werden, wobei die Substanz entsprechend einzustufen ist. Bei Tieren mit folgenden
Augenschidigungen nach Applikation der Priifsubstanz ist eine humane Totung angezeigt:
Hornhautperforation oder signifikante Hornhautulzeration mit Staphylom; Blut in der vorderen
Augenkammer; Hornhauttriibbung Grad 4, die 48 Stunden bestehen bleibt; fehlender Pupillenreflex
(Irisreaktion Grad 2) fiir die Dauer von 72 Stunden; Ulzeration der Bindehaut; Nekrose der Bindehaut oder
der Nickhaut; oder Gewebsdemarkierung. Diese Schiiden sind im Allgemeinen irreversibel.

Tiere, bei denen keine Augenschidigungen auftreten, diirfen frithestens 3 Tage nach der Behandlung
getotet werden. Bei leichten bis miBigen Schidigungen sollen die Tiere bis zum Abklingen bzw. fiir die
Dauer von 21 Tagen beobachtet werden. Danach wird die Studie abgeschlossen. Untersuchungen sollen am
7., 14. und 21. Tag erfolgen, um den Status der Schddigungen zu ermitteln und um zu kldren, ob sie
reversibel oder irreversibel sind.

Der jeweilige Grad der Augenreaktion (Bindehaut, Hornhaut und Iris) soll bei jeder Untersuchung
dokumentiert werden (Tabelle I). Auch alle anderen Augenschidigungen (z. B. Pannus, Verfiarbungen)
oder systemischen Folgen sollen protokolliert werden.

Als Hilfsmittel konnen bei den Untersuchungen Binokularlupen, Handspaltlampen, Biomikroskope und
andere geeignete Gerite benutzt werden. Nach Aufzeichnung der Beobachtungen nach 24 Stunden kénnen
die Augen einiger bzw. aller Kaninchen auflerdem mit Fluorescein untersucht werden.

Die Bewertung von Augenreaktionen ist zwangsliufig subjektiv. Um die Einstufung von Augenreaktionen
starker zu vereinheitlichen und den Priiflabors und allen an den Versuchen und an der Interpretation der
Versuchsergebnisse Beteiligten die Arbeit zu erleichtern, miissen die Priifer im Umgang mit der
Bewertungsskala entsprechend geschult werden.

DATEN
ERGEBISBEWERTUNG

Die Bewertung der Augenreizung sollte anhand der Art und des Schweregrads der Schidigung und deren
Reversibilitdt bzw. Irreversibilitit vorgenommen werden. Die einzelnen ermittelten Schweregrade stellen
keinen allein giiltigen MaBstab fiir die reizenden Eigenschaften eines Stoffs dar, denn es werden auch
andere Effekte der Priifsubstanz beurteilt. Vielmehr sollten die einzelnen Graduierungswerte als
Referenzwerte betrachtet werden, die nur dann sinnvoll sind, wenn sidmtliche Beobachtungen vollstindig
beschrieben und beurteilt werden.
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3. BERICHTERSTATTUNG

3.1 PRUFBERICHT
Der Priitbericht muss folgende Angaben enthalten:

Begriindung fiir den In-vivo-Test: Kritische Analyse von Daten aus fritheren Versuchen unter
Einbeziehung von Ergebnissen aus der sequenziellen Priifstrategie

— Beschreibung aller einschlidgigen Daten aus fritheren Versuchen;

— Daten, die in den einzelnen Stufen der Priifstrategie erhoben wurden;

— Beschreibung der durchgefiihrten In-vitro-Tests mit Einzelheiten zu den angewendeten Verfahren
sowie zu den Ergebnissen fiir Priif-/Referenzsubstanzen;

— Beschreibung der durchgefiihrten In-vivo-Tests auf Hautreizung/-veriitzung mit Einzelheiten zu den
Ergebnissen;

— Gewichtungsanalyse als Grundlage fiir die Durchfiihrung einer In-vivo-Studie

Priifsubstanz:

— Angaben zur Identitit (z. B. CAS-Nummer, Bezugsquelle, Reinheit, bekannte Verunreinigungen;
Chargennummer);
— physikalische Beschaffenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B. pH-Wert,
Fliichtigkeit, Loslichkeit, Stabilitiit, Reaktionsvermogen mit Wasser);
— bei Gemischen Zusammensetzung und relative Anteile der Bestandteile in Prozent;
— bei lokalen Anisthetika Identitiit, Reinheit, Art, Dosis und potenzielle Interaktion mit der
Priifsubstanz.

Vehikel:

— Angaben zur Identitiit, (gegebenenfalls) Konzentration; Einsatzvolumen;
— Begriindung der Auswahl des Vehikels.

Versuchstiere:

— verwendete Spezies/Rasse, Begriindung fiir den Verzicht auf die Verwendung von Albino-
Kaninchen und die Nutzung anderer Tiere;

— Alter der Tiere bei Beginn der Studie;

— Anzahl der Versuchstiere pro Geschlecht in den Priif- und Kontrollgruppen (falls erforderlich);

— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn und -ende;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.

Ergebnisse:

— Beschreibung der Methode zur Bewertung von Reizungen zu den jeweiligen Beobachtungszeiten
(z.B. Handspaltlampe, Biomikroskop, Fluorescein);

— tabellarische Erfassung der Bewertung von Reizungs-/Veridtzungsreaktionen zu allen
Messzeitpunkten fiir jedes einzelne Versuchstier bis hin zum Ausscheiden des Tiers aus dem
Verstuch;

— ausfithrliche Beschreibung von Art und Schweregrad der festgestellten Reizung bzw. Veritzung;

— Beschreibung aller anderen im Auge festgestellten Schiddigungen (z.B. Vaskularisierung, Pannus,
Verklebungen, Verfirbungen);

— Beschreibung sonstiger lokaler und systemischer Folgen auflerhalb des Auges und ggfs. vorliegender

histopathologischer Befunde.

Diskussion der Ergebnisse

32 INTERPRETATION DER ERGEBNISSE
Eine Extrapolation der Ergebnisse von Untersuchungen zur Augenreizung an Labortieren auf den
Menschen ist nur bedingt moglich. Oftmals reagiert das Albino-Kaninchen empfindlicher als der Mensch

auf Stoffe mit augenreizenden oder -veritzenden Eigenschaften.

Bei der Interpretation von Daten ist darauf zu achten, dass Reizungen aufgrund einer sekundiren Infektion
nicht beriicksichtigt werden.
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TABELLE I: BEWERTUNG VON AUGENSCHADIGUNGEN

Cornea

Triibung: Triibungsgrad (fiir die Auswertung wird der am stirksten betroffene Bereich genommen)*

Keine Ulzeration oder TIUDUNE ..oocvviiiiii ettt sttt s st s ee s 0
Punktformige oder diffuse Triibungsbereiche (ohne leichte Triibung des normalen Glanzes):

Einzelheiten der Iris deutlich erkennbar ..o 1
Leicht erkennbarer durchldssiger Bereich, Einzelheiten der Iris etwas verschattet .........cccvevvviininvncninenvcnennn 2
Perlmuttartige Bereiche, keine Einzelheiten der Iris sichtbar, Grofe der Pupitle kaum erkennbar .........ccoocevvienennenn. 3
Triibe Hornhaut; Iris aufgrund der Triibung nicht erkennbar ..o 4

Hochstmogliche Punktzahl: 4

* Die Grofle des von der Hornhauttriibung betroffenen Areals solle dokumentiert werden.

Iris

INOIMAL oo e e O

Deutlich vertiefte Rugae, Kongestion, Schwellung, mifige circumcorneale Hyperdmie oder Injektion;

Iris reagiert auf Licht (triige Reaktion ISt POSIIV) woovirreiriirieieeiice ettt sree s e 1

Blutungen, groBflichige Zerstorung, keine Reaktion auf LICht ..o 2
Hochstmogliche Punktzahl: 2

Conjunctivae

Rotung (der Augenlidbindehaut und der Augapfelbindehaut; ohne Hornhaut und Iris) norma L. ..o, 0

Einige Blutgefiie zeigen Hyperidmie (INjeKtion) ......ccccoerivirninioninicreecc s o1

Diffuse karmesinrote Farbe; einzelne Gefille nur schwer erkennbar .2

Diffuse dUNKeIrote VertarDUNE. ..ottt bttt e e ettt 3
Hochstmogliche Punktzahl: 3

Chemosis

Schwellung (der Augenlider und/oder Nickhdute)

INOIITIAL 11t d b s bbb b e b eaE e e b a1 b b e s abad e b b s b e e et e b e s b s 0

Uber dem Normalen liegende SCHWEIIUNE ......ovvevieveieteieeveeee ettt ses sttt s s sass s st sassasassassssasassarassananes 1

Deutliche Schwellung mit partieller Auswirtskehrung der Lider 2

Schwellung mit etwa halbgeschlossenen Lidern ........cccceeeeeenee. .3

Schwellung mit mehr als halbgeschlossenen LIidern ... 4

Hochstmogliche Punktzahl: 4
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ANHANG

Sequenzielle Priifstrategie filr Augenreizungen und -veratzungen

ALLGEMEINE UBERLEGUNGEN

Im Interesse wissenschaftlicher Verlidsslichkeit und des Tierschutzes muss die unnotige Verwendung von Versuchstieren
verhindert und die Durchfiihrung von Versuchen, die bei den Tieren wahrscheinlich schwere Reaktionen hervorrufen, auf
ein Mindestmal3 beschrinkt werden. Bevor ein In-vivo-Test ins Auge gefasst wird, sollen zunichst alle einschligigen
Informationen iiber die potenziell augenreizenden/-veritzenden Wirkungen eines Stoffs ausgewertet werden.
Moglicherweise liegen bereits genligend Kriterien fiir die Einstufung einer Priifsubstanz anhand ihres Augenreizungs-
/-veritzungspotenzials vor, so dass sich Versuche an Labortieren erlibrigen. Folglich schriinkt die Durchfiihrung einer
kritischen Analyse bereits vorliegender Daten und die Anwendung einer sequenziellen Priifstrategie die Notwendigkeit
von In-vivo-Tests deutlich ein. Dies gilt umso mehr, wenn davon auszugehen ist, dass der Stoff schwere Reaktionen
hervorruft.

Zur Beurteilung bereits vorhandener Informationen iiber die augenreizenden/-veritzenden Wirkungen von Substanzen
soll das Instrument der Gewichtungsanalyse herangezogen werden. Ausgehend davon ist zu entscheiden, ob zusitzliche
Studien, bei denen es sich nicht um In-vivo-Augenuntersuchungen handelt, als Beitrag zur Beurteilung dieses Potenzials
erfolgen sollen. Sofern weitere Studien durchgefiihrt werden miissen, empfiehlt es sich, zur Erzeugung der sachdienlichen
Versuchsdaten die sequenzielle Priifstrategie zu nutzen. Bei noch nicht gepriiften Stoffen soll die sequenzielle
Priifstrategie herangezogen werden, um die Daten zu erzeugen, die fiir die Beurteilung des augenveritzenden/-reizenden
Potenzials benotigt werden. Die in diesem Anhang beschriebene Priifstrategie wurde withrend eines OECD-Workshops
(1) entwickelt Sie wurde im Rahmen des ,,Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and
Environmental Effects of Chemical Substances™ bestiitigt und weiter ausgebaut, das im November 1998 von den
Teilnehmern der 28. Gemeinsamen Tagung des Chemikalien-Ausschusses und der Arbeitsgruppe Chemikalien gebilligt
wurde (2).

Diese sequenzielle Priifstrategie gehort zwar nicht zu den integralen Bestandteilen von Priifmethode B.5, stellt aber
gleichwohl den empfohlenen Ansatz zur Ermittlung von augenreizenden/-veritzenden Merkmalen dar. In diesem Ansatz
spiegelt sich zum einen die beste Praxis wider. Zum anderen ist er ein ethischer Richtwert fiir In-vivo-Tests auf
augenreizende/-veritzende Wirkungen. Die Priifmethode bietet nicht nur eine Anleitung zur Durchfiihrung des In-vivo-
Tests, sondern auch eine Ubersicht iiber die Faktoren, die vor der Durchfiihrung eines solchen Versuchs iiberpriift werden
sollen. Die sequenzielle Priifstrategie liefert einen auf einer Gewichtungsanalyse basierenden Ansatz fiir die Bewertung
bereits vorhandener Daten Uber die augenreizenden/-veritzenden Eigenschaften von Priifsubstanzen und einen
stufenweisen Ansatz flir die Erzeugung sachdienlicher Daten tiber Stoffe, die im Rahmen zusitzlicher Studien untersucht
werden miissen bzw. noch gar nicht untersucht wurden. Die Strategie umfasst die Durchfiihrung validierter und
anerkannter In-vitro- und Ex-vivo-Tests, in bestimmten Fillen gefolgt von Untersuchungen zur hautreizenden/-
veritzenden Wirkung von Stoffen nach Priifmethode B.4 (Hautreizung/-verdtzung) (3)(4).

BESCHREIBUNG DER STUFENWEISEN PRUFSTRATEGIE

Sidmtliche vorhandenen Informationen sollen vor der Durchfithrung von Versuchen im Rahmen der sequenziellen
Priifstrategie (FlieBbild) wertet werden, um die Notwendigkeit von In-vivo-Augentests zu kliren. Auch wenn wichtige
Informationen aus der Beurteilung einzelner Parameter (z. B. extreme pH-Werte) gewonnen werden kdnnen, sollen die
bereits vorliegenden Angaben in ihrer Gesamtheit betrachtet werden. Alle relevanten Daten iiber die Wirkungen des
betreffenden Stoffs und struktur verwandter Verbindungen sollen mit Hilfe einer Gewichtungsanalyse bewertet werden,
und die Entscheidung soll begriindet werden. Dabei sollen bereits vorliegende Angaben zur Wirkung der Substanz auf
Mensch und Tier im Vordergrund stehen, gefolgt von den Ergebnissen von In-vitro- und Ex-vivo-Tests. In-vivo-
Untersuchungen mit Stoffen mit édtzenden Eigenschaften sollten nach Moglichkeit immer vermieden werden. Folgende
Faktoren werden in der Priifstrategie erortert:

Beurteilung bereits vorliegender Angaben zur Wirkung der Substanz auf Mensch und Tier (Stufe 1). Zunidchst sollen
vorhandene Informationen iiber die Wirkung auf den Menschen, z. B. klinische Studien oder Studien zur Exposition am
Arbeitsplatz sowie Fallberichte und/oder Ergebnisse von Tierversuchen (Untersuchungen am Auge) bewertet werden,
denn sie liefern Hinweise, die unmittelbar die Wirkungen auf das Auge betreffen. Danach sollen vorhandene Daten aus
Untersuchungen an Menschen und/oder Tieren zu Hautveritzungen/-reizungen bewertet werden. Stoffe mit bekannter
augenitzender oder schwer augenreizender Wirkung sollen nicht in die Augen von Tieren getriufelt werden. Dies gilt
ebenso fiir Substanzen, die Hautreizungen oder -veritzungen hervorrufen. Alle diese Substanzen sollen auch als
augenveritzende und/oder -reizende Stoffe betrachtet werden. Auch mit Substanzen, von denen in fritheren
Augenuntersuchungen hinreichend nachgewiesen wurde, dass sie weder Veritzungen noch Reizungen hervorrufen, sollen
keine In-vivo-Studien durchgefiihrt zu werden.
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Analyse der Zusammenhdnge zwischen Struktur und Aktivitit (SAR) (Stufe 2). Die gegebenenfalls vorhandenen
Ergebnisse von Untersuchungen an strukturell verwandten Substanzen sollen beriicksichtigt werden. Liegen geniigend
Daten iiber das augenveritzende/-reizende Potenzial von strukturell verwandten Substanzen oder Gemischen aus diesen
Substanzen aus Untersuchungen an Menschen und/oder Tieren vor, kann davon ausgegangen werden, dass die zu
beurteilende Priifsubstanz die gleichen Reaktionen hervorrufen wird. In diesen Fillen braucht die Priifsubstanz nicht
getestet zu werden. Fir die Zwecke der sequenziellen Priifstrategie reichen negative Daten aus Untersuchungen an
strukturell verwandten Substanzen oder Gemischen als Nachweis fiir ein Nichtvorhandensein augenveritzender/-
reizender Wirkungen nicht aus. Zur Ermittlung des Veritzungs- und Reizungspotenzials in Bezug auf die Haut und die
Augen sollten validierte und anerkannte SAR-Verfahren herangezogen werden.

Physikalisch-chemische Eigenschaften und chemische Reaktivitdr (Stufe 3). Stoffe mit extremen pH-Werten (<2,0 bzw.
211,5) konnen starke lokale Reaktionen induzieren. Gilt ein extremer pH-Wert als Anhaltspunkt fiir die augenveritzende
oder -reizende Wirkung eines Stoffs, so kann dessen Potenzial zur Verinderung der Aziditit/Alkalinitidt (bzw. das
Pufferungsvermdgen) ebenfalls beriicksichtigt werden (5)(6). Lisst das Pufferungsvermdgen darauf schlieBen, dass eine
Substanz moglicherweise keine augenveritzende Wirkung hat, sollen weitere Priifungen zur Bestitigung dieser
Vermutung durchgefiihrt worden. Dafiir sollen validierte und anerkannte In-vitro- oder Ex-vivo-Tests genutzt werden
(siehe Stufen 5 und 6).

Einbeziehung weiterer wichtiger Informationen (Stufe 4). In dieser Phase sollen alle verfiigbaren Informationen liber die
systemische Toxizitit bei Applikation auf die Haut bewertet werden. Die akute dermale Toxizitéit der Priifsubstanz soll
ebenfalls beurteilt werden. Hat sich die Priifsubstanz als sehr giftig bei Hautkontakt erwiesen, braucht sie nicht am Auge
getestet zu werden. Auch wenn nicht unbedingt ein Zusammenhang zwischen akuter dermaler Toxizitit und
Augenreizung/-veritzung bestehts, kann man davon ausgehen, dass ein Stoff, der bei Hautapplikation sehr giftig ist, auch
beim Eintriufeln in das Auge eine starke Toxizitit aufweist. Diese Daten konnen auch zwischen den Stufen 2 und 3
bewertet werden.

Ergebnisse von In-vitro- und Ex-vivo-Tests (Stufen 5 und 6). Substanzen, deren dtzende oder stark reizende Eigenschaften
in validierten und anerkannten, auf die Ermittlung der Augen- oder Hautveriitzung/-reizung ausgerichteten In-vitro- oder
Ex-vivo-Tests (7)(8) nachgewiesen wurden, brauchen nicht an Tieren gepriift zu werden. Man kann davon ausgehen, dass
diese Substanzen in vivo vergleichbare schwere Wirkungen hervorrufen. Stehen validierte und anerkannte In-vitro-/Ex-
vivo-Tests nicht zur Verfiigung, konnen die Stufen 5 und 6 iibersprungen und die Auswertungen direkt aut Stufe 7
fortgesetzt werden.

Bewertung der hautreizenden oder -verdtzenden Wirkung der Substanz in vivo (Stufe 7). Reichen die aus den vorstehend
genannten Studien gewonnenen Erkenntnisse nicht aus, um eine schliissige Gewichtungsanalyse des Augenreizungs-
[-veritzungpotenzials eines Stoffs vornehmen zu konnen, solle zuniichst das In-vivo-Hautreizungs/-veritzungspotenzial
anhand von Priifmethode B.4 (4) und des dazugehorigen Anhangs (9) bewertet werden. Wird der Nachweis erbracht, dass
die Substanz Veriitzungen oder schwere Hautreizungen verursacht, solle sie solange als Stoff mit augenveritzenden/-
reizenden Eigenschaften betrachtet werden, bis weitere Erkenntnisse einen anderen Schluss zulassen. Folglich braucht ein
In-vivo-Augentest nicht durchgefiihrt zu werden. Verursacht die Substanz keine Veriitzung oder starke Reizung der Haut,
soll ein In-vivo-Augentest erfolgen.

In-vivo-Test an Kaninchen (Stufen 8 und 9). Vor dem eigentlichen In-vivo-Augentest soll zunichst ein Vorversuch an nur
einem Tier stattfinden. Es sollen keine weiteren Tests erfolgen, wenn der Vorversuch ergibt, dass die Substanz schwere
Augenreizungen oder -verdtzungen hervorruft. Liefert der Vorversuch keine Anhaltspunkte fiir eine itzende Wirkung
oder schwere Reizungen, wird ein Bestitigungstest an zwei weiteren Tieren durchgefiihrt.
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FLIESSBILD
PRUF- UND BEWERTUNGSSTRATEGIE: AUGENREIZUNG/-VERATZUNG
Stufe Ergebnis Schlussfolgerung
1 Bereits vorliegende Daten aus Schwere Augenschiden Apikaler Endpunkt; gilt als
Untersuchungen am Menschen und/oder an dtzend. Keine Priifung
Tieren belegen Wirkungen auf das Auge erforderlich.

Augenreizend Apikaler Endpunkt; gilt als
reizend. Keine Priifung
erforderlich.

Nicht augenveriitzend/nicht Apikaler Endpunkt; gilt als

augenreizend nicht dtzend oder reizend. Keine
Priifung erfordertich.

Bereits vorliegende Daten aus Hautveriitzend Vermutlich augenveriitzend.
Untersuchungen am Menschen und/oder an Keine Priifung erforderlich.
Tieren belegen idtzende Wirkungen auf die
Haut
Bereits vorliegende Daten aus Stark hautreizend Vermutlich augenreizend. Keine
Untersuchungen am Menschen und/oder an Priifung erforderlich.
Tieren belegen schwere hautreizende
Wirkungen
A
Keine Informationen vorhanden bzw.
vorhandene Informationen sind nicht
schliissig
!
2 Durchfiihrung einer SAR-Analyse auf Vorhersage schwere Vermutlich augenveritzend.
augenveritzende/-reizende Wirkung Augenschidigung Keine Priifung erforderlich.

Vorhersage Augenreizung Vermutlich augenreizend. Keine

Priifung erforderlich.
Durchfiihrung einer SAR-Analyse auf Vorhersage Hautveriitzung Vermutlich augenveritzend.
hautiitzende Wirkung Keine Priifung erforderlich.
\:
Vorhersagen nicht maglich bzw. Vorhersagen
nicht schliissig oder negativ
3 Messung pH-Wert (ggfs. unter pH <2 bzw. 2 11,5 (ggfs. mit ~ Vermutlich augenveritzend.
Beriicksichtigung des Pufferungsvermdgens) | hohem Pufferungsvermégen)  Keine Priifung erforderlich.
2 < pH < 11,5 oder ggfs pH 2,0 oder 211,5
mit geringem/ohne Pufferungsvermdgen
4 Bewertung der systemischen Toxizitit nach Sehr toxisch bei Kein Test, weil Substanz zu
Applikation auf die Haut Konzentrationen, die fiir giftig. Keine Priifung
Augentests genutzt werden. erforderlich.
A
Keine entsprechenden Angaben vorhanden
bzw. Substanz ist nicht sehr giftig
5 Durchfiihrung validierter und anerkannter In- | Verdtzung Vermutlich augenveritzend.

vitro- oder Ex-vivo-Tests auf
augenveritzende Wirkungen

{

Keine weitere Priifung
erforderlich.
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Substanz ist nicht dtzend oder validierter In-
vitro-/Ex-vivo-Methoden fiir die Priifung auf
Augenverdtzung liegen noch nicht vor

!

6 Durchfiihrung validierter und anerkannter In- | Reizung Vermutlich augenreizend. Keine
vitro- oder Ex-vivo-Tests auf augenreizende weitere Priifung erforderlich.
Wirkungen

\:

Substanz ist nicht reizend oder validierter In-
vitro-lEx-vivo-Methoden fiir die Priifung auf
Augenreizung liegen noch nicht vor

7 | Versuch zur Bewertung des In-vivo- Veriitzung bzw. schwere Vermutlich augenveritzend.
Hautreizungs-/-veritzungspotenzials (siehe Reizung Keine weitere Priifung
Priifmethode B.4 mit Anhang) erforderlich.

Substanz ruft keine Hautverdtzung oder
schwere Hautreizung hervor

{
8 Durchfiihrung des In-vivo-Vorversuchs an Schwere Augenschiden Vermutlich augenveriitzend.
einem Kaninchen Keine weitere Priifung
erforderlich.
|
Keine schwere Schéidigung bzw. keine
Reaktion
\
9 Durchfiihrung des Bestitigungstests an ein Atzend oder reizend Vermutlich augenveriitzend
oder zwei weiteren Tieren oder -reizend. Keine weitere

Priifung erforderlich.

Nicht dtzend oder reizend Vermutlich nicht augenreizend
oder -veriitzend. Keine weitere
Priifung erfordertich.
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ANHANG 2F
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B.31. STUDIE ZUR PRUFUNG AUF PRANATALE ENTWICKLUNGSTOXIZITAT

1. METHODE

Diese Methode entspricht der OECD TG 414 (2001).

1.1 EINLEITUNG

Die vorliegende Methode zur Priifung auf Entwicklungstoxizitit ist darauf ausgerichtet, allgemeine
Informationen {iber die Auswirkungen einer prinatalen Exposition auf das trichtige Versuchstier und den sich
im Uterus entwickelnden Organismus zu liefern; dabei konnen sowohl Auswirkungen auf das Muttertier als
auch Tod, strukturelle Abnormititen oder Wachstumsstorungen im Fetus untersucht werden. Die Erfassung
funktioneller Defizite ist kein integraler Bestandteil dieser Priifmethode, auch wenn funktionelle Aspekte einen
wichtigen Teil der Entwicklung darstellen. Diese kénnen in einer gesonderten Studie untersucht oder als
Erginzung zu der vorliegenden Studie behandelt werden unter Einsatz der Methode rzur Priifung auf
Entwicklungsneurotoxizitit. Zur Information iiber die Priifung auf Funktionsmiingel und andere postnatale
Auswirkungen ist gegebenentfalls die Methode zur Priifung der Reproduktion iiber zwei Generationen sowie die
Studie iiber die Entwicklungsneurotoxizitiit heranzuziehen.

In Einzelfiillen bei Vorliegen spezieller Kenntnisse, z. B. iiber physikalisch-chemische oder toxikologische
Eigenschaften der Priifsubstanz kénnen bei dieser Priifmethode besondere Anpassungen erforderlich sein. Eine
solche Anpassung ist dann akzeptabel, wenn iiberzeugende wissenschaftliche Anhaltspunkte dafiir sprechen,
dass die Priifung durch die Anpassung aussagekriiftiger wird. Diese wissenschaftlichen Anhaltspunkte sind in
einem solchen Fall im Priitbericht sorgtiltig zu dokumentieren.

1.2 BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Entwicklungstoxikologie: ist die Untersuchung schiidigender Wirkungen auf den sich entwickelnden
Organismus, die aus einer Einwirkung vor der Empfingnis, wihrend der prinatalen Entwicklung oder postnatal
bis zur Geschlechtsreife auftreten konnen. Entwicklungstoxizitiit duBert sich in der Hauptsache durch 1) den
Tod des Organismus, 2) strukturelle Abnormititen, 3) Wachstumsstorungen und 4) Funktionsdefizite.
Entwicklungstoxikologie wurde frither hiufig als Teratologie bezeichnet.

Schidigende Wirkung: behandlungsbedingte Veriinderung gegeniiber dem Normalzustand, bei der die
Fihigkeit eines Organismus zu liberleben, sich fortzupflanzen oder an die Umwelt anzupassen beeintriichtigt
wird. Im weitesten Sinne sind im Begriff Entwicklungstoxikologie auch alle Wirkungen mit eingeschlossen, die
die normale Entwicklung des Conceptus vor und auch nach der Geburt storen.

Wachstumsstorung: Verinderung von Organ- oder Korpergrolle oder —gewicht der Nachkommen.
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Verinderungen (Anomalien): strukturelle Veriinderungen in der Entwicklung, zu denen sowohl
Fehlbildungen als auch Variationen gehéren (28).

Fehlbildung/groBere Abnormitit: strukturelle Veriinderung, die als fiir das Tier schiidlich angesehen
wird (und auch zum Tode fiihren kann) und im Allgemeinen in seltenen Fillen auftritt.

Variation/kleinere Abnormitét: strukturelle Veriinderung, bei der man von geringen oder gar keinen
schiidlichen Auswirkungen auf das Tier ausgeht; dabei kann es sich um eine voriibergehende
Erscheinung handeln, und sie kann in der Kontrollpopulation relativ hiufig vorkommen.

Conceptus: die Summe der Derivate eines befruchteten Eis zu jedem Zeitpunkt der Entwicklung von der
Befruchtung bis zur Geburt, dazu gehéren auch die extraembryonalen Membranen sowie der Embryo oder der
Fetus.

Implantation (Einnistung): Anhaftung der Blastozyste an der Epithelauskleidung der Gebidrmutter; dazu
gehort auch die Wanderung der Blastozyste durch das Gebirmutterepithel und deren Einbettung in der
Gebdrmutterschleimhaut.

Embryo: das Friihstadium oder Entwicklungsstadium eines jeden Organismus, speziell das sich entwickelnde
Produkt aus der Befruchtung eines Eis nach dem Entstehen der Lingsachse und bis alle groeren Strukturen

vorhanden sind.

Embryotoxizitit: schidigend fiir die normale Struktur, die Entwicklung, das Wachstum und/oder die
Lebensfihigkeit eines Embryos.

Fetus: der ungeborene Nachkomme in der postembryonalen Phase.

Fetotoxizitit: schidigend fiir die normale Struktur, die Entwicklung, das Wachstum und/oder die
Lebenstiihigkeit eines Fetus.

Abort: die vorzeitige AusstoBung der Emptingnisprodukte aus der Gebirmutter, d. h., des Embryos oder eines
nicht lebensfihigen Fetus.

Resorption: ein Conceptus, der nach der Einnistung in der Gebirmutter abgestorben ist und resorbiert wird
oder bereits resorbiert wurde.

Frahresorption: Anzeichen fiir eine Implantation, ohne dass ein Embryo/Fetus erkennbar ist.
Spatresorption: Toter Embryo oder Fetus mit duferen degenerativen Veriinderungen.

NOAEL: Abkiirzung fiir no-observed-adverse-effect level und entspricht der hdchsten Dosis oder Exposition,
bei der keine schidigenden behandlungsbedingten Wirkungen festgestellt werden.
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1.3 REFERENZSTOFF
Keiner.
1.4 PRINZIP DER PRUFMETHODE

Im Normalfall wird die Priifsubstanz trichtigen Tieren mindestens vom Zeitpunkt der Implantation bis einen
Tag vor der geplanten Toétung verabreicht, welche mdglichst unmittelbar vor dem normalen Tag der Geburt
erfolgen soll, und ohne dabei Gefahr zu laufen, Daten infolge vorzeitiger Geburt zu verlieren. Mit der
Priitmethode sollen nicht nur die Phase der Organogenese (v. B. Tag 5 bis 15 bei Nagern und Tag 6 bis 18 bei
Kaninchen), sondern auch Wirkungen wihrend der Zeit vor der Einnistung, soweit angebracht, und {iber die
gesamte Dauer der Graviditit bis zum Tag vor dem Kaiserschnitt untersucht werden. Kurz vor dem
Kaiserschnitt werden die Weibchen getdtet, der Gebirmutterinhalt untersucht und die Feten im Hinblick auf
duBerlich erkennbare Anomalien sowie auf Veriinderungen an Weichteilen und Skelett beurteilt.

1.5 BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
1.5.1 Auswahl der Versuchstierarten

Es wird empfohlen, die Priifung mit den geeignetsten Tierarten durchzufiihren und Labortierspezies und —
stimme zu verwenden, die liblicherweise bei Untersuchungen zur prinatalen Entwicklungstoxizitit zum Einsatz
kommen. Die bevorzugte Nagerart ist die Ratte, die bevorzugte Nichtnagerart ist das Kaninchen. Wird eine
andere Tierart eingesetzt, ist dies zu begriinden.

1.5.2 Haltung und Fiitterung

Die Temperatur im Versuchstierraum soll bei Nagern 22 °C (£ 3 ?C) und bei Kaninchen 18 °C (x 3 *C) betragen.
Obwohl die relative Luftfeuchte wenigstens 30 % betragen sollte und auller bei Reinigung des Raumes 70 %
nicht {ibersteigen sollte, sollte sie vorzugsweise bei 50 bis 60 % liegen. Es ist eine kiinstliche Beleuchtung
vorzusehen, wobei ein Hell-Dunkel-Zyklus von jeweils 12 Stunden eingehalten werden soll. Zur Fiitterung
kann ibliches Laborfutter verwendet werden, und Trinkwasser kann in unbeschrinkter Menge gegeben
werden.

Die Verpaarung erfolgt in fiir diese Zwecke geeigneten Kiifigen. Auch wenn verpaarte Tiere nach Moglichkeit
einzeln untergebracht werden sollten, so ist auch eine Unterbringung in kleinen Gruppen akzeptabel.
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153 Vorbereitung der Tiere

Zu verwenden sind gesunde Tiere, die mindestens fiinf Tage an die Laborbedingungen gewdhnt und zuvor nicht
fiir andere Experimente verwendet wurden. Art, Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und/oder Alter der
Versuchstiere sind anzugeben. Die Tiere aller Testgruppen sollen soweit wie moglich gleiches Gewicht und
Alter aufweisen. Jede Dosierung ist an jungen ausgewachsenen Weibchen einzusetzen, die vorher noch nicht
geworfen haben. Die Weibchen werden mit Minnchen derselben Art und desselben Stamms verpaart, die
Verpaarung von Geschwistern ist zu vermeiden. Bei Nagern ist der Tag O der Graviditiit der Tag, an dem ein
Vaginalpfropf und/ oder Spermien beobachtet werden; bei Kaninchen ist der Tag O im Allgemeinen der Tag des
Koitus oder der kiinstlichen Befruchtung, sofern dieses Verfahren zum Einsatz kommt. Die Kiifige sind so
autzustellen, dass etwaige durch den Standort bedingte Auswirkungen moglichst gering sind. Jedes
Versuchstier erhiilt zur sicheren Identifizierung eine eigene Nummer. Nach der Verpaarung werden die
Weibchen nach dem Zufallsprinzip auf die Kontroll- und Behandlungstiergruppen verteilt; erfolgt die
Verpaarung der Weibchen in Gruppen, werden die Tiere in jeder Gruppe gleichmiiig auf die vorstehend
genannten Gruppen verteilt. Entsprechend werden Weibchen, die von demselben Miinnchen begattet wurden,
gleichmiiBig auf die Gruppen verteilt.

1.6 VERFAHREN
1.6.1 Anzahl und Geschlecht der Versuchstiere

Jede Versuchs- und Kontrollgruppe soll eine ausreichende Zahl von Weibchen enthalten, so dass etwa 20
Weibchen mit Implantationsstellen bei der Sektion zur Verfiigung stehen. Gruppen mit weniger als 16 Tieren
mit Implantationsstellen sind unter Umstiinden unzureichend. Durch Mortalitiit bei den Muttertieren wird die
Studie nicht zwangsléiufig invalide, sofern diese nicht mehr als etwa 10 % betrigt.

1.6.2 Zubereitung der Dosen

Wird ein Vehikel oder ein anderer Zusatz zur leichteren Verabreichung der Priifsubstanz verwendet, sind die
folgenden Merkmale zu beriicksichtigen: Auswirkungen auf die Absorption, die Verteilung, den Stoffwechsel
und die Retention oder Exkretion der Priifsubstanz; Auswirkungen auf die chemischen Eigenschaften der
Priifsubstanz, die deren toxische Eigenschaften veridndern konnen; ferner Auswirkungen auf die Futter- oder
Wasserautnahme oder den Ernithrungszustand der Versuchstiere. Das Vehikel soll weder entwicklungstoxisch
sein noch Auswirkungen auf die Reproduktion haben.
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1.6.3 Dosierung

Normalerweise soll die Priifsubstanz tiiglich ab der Implantation (z. B. Tag 5 nach der Verpaarung) bis zum Tag
vor dem geplanten Kaiserschnitt verabreicht werden. Sofern aus eventuell vorliegenden Vorstudien kein hohes
Risiko eines Priaimplantationsverlusts hervorgeht, kann die Behandlung auf die gesamte Gravidititszeit von der
Verpaarung bis zum Tag vor der geplanten Totung ausgeweitet werden. Bekanntermalen kann eine
unangemessene Behandlung oder Stress wiihrend der Graviditit zu prinatalen Verlusten fiihren. Zum Schutz
vor prinatalen Verlusten durch nicht behandlungsbedingte Faktoren sind die unnétige Handhabung von
triichtigen Tieren sowie Stress infolge von duBeren Faktoren, wie Lirm, zu vermeiden.

Mindestens drei Dosen und eine gleichzeitige Kontrolle werden verwendet. Gesunde Tiere werden nach dem
Zuftallsprinzip auf die Kontroll- und Behandlungstiergruppen verteilt. Die Dosierungen sollten so gewiihlt
werden, dass eine Abstufung der toxischen Wirkungen erkennbar ist. Soweit keine Beschrinkungen aufgrund
der physikalischen/chemischen Beschaffenheit oder der biologischen Eigenschaften der Priifsubstanz bestehen,
wird die hochste Dosis so gewiihlt, dass zwar eine gewisse Entwicklungstoxizitiit und / oder maternale Toxizitiit
(klinische Anzeichen oder eine Abnahme des Korpergewichts), jedoch kein Tod oder schweres Leiden
herbeigefiihrt wird. Mindestens eine unter der héchsten Dosis liegende Dosis soll zu minimalen wahrnehmbaren
toxischen Auswirkungen tithren. Die niedrigste Dosis soll keine Anzeichen von Toxizitit bei den Muttertieren
oder Entwicklungstoxizitit hervorrufen. Eine absteigende Folge von Dosierungen sollte so ausgewiihlt werden,
dass die Dosisabhiingigkeit der Reaktion und ein NOAEL belegt werden kodnnen. Dosisintervalle mit dem
Faktor 2 bis 4 haben sich fiir die Festlegung absteigender Dosierungen hiufig als optimal erwiesen. Gegeniiber
der Verwendung sehr grofler Intervalle (z.B. mehr als Faktor 10) ist die Hinzunahme einer vierten Testgruppe
hiufig vorzuziehen. Auch wenn die Bestimmung eines NOAEL fiir die Muttertiere das Ziel ist, konnen auch
Studien, bei denen eine solche Dosis nicht ermittelt wird, akzeptiert werden (1).

Bei der Auswahl der Dosierungen sollen eventuell vorliegende Toxizititsdaten sowie zusiitzliche Informationen
iber den Stoffwechsel und die Toxikokinetik der Priifsubstanz oder verwandter Stoffe beriicksichtigt werden.
Diese Angaben sind auferdem niitzlich, die Angemessenheit des Dosierungsplans zu belegen.

Eine gleichzeitige Kontrollgruppe soll verwendet werden. Diese Kontrollgruppe soll eine scheinbehandelte
Gruppe oder eine Vehikel-Kontrollgruppe sein, sofern ein Vehikel zur Verabreichung der Priifsubstanz
verwendet wird. Allen Gruppen ist die gleiche Menge der Priifsubstanz beziehungsweise des Vehikels zu
verabreichen. Tiere der Kontrollgruppe(n) werden genauso behandelt wie die Tiere in der Priifgruppe. Vehikel-
Kontrollgruppen erhalten das Vehikel in der hochsten verwendeten Menge (wie die Behandlungsgruppe mit der
niedrigsten Dosierung).

1.6.4 Limit-Test

Ergibt eine Priifung mit einer einzigen Dosierung von mindestens 1.000 mg/kg Kérpergewicht/Tag bei oraler
Verabreichung nach den fiir diese Studie beschriebenen Verfahren keine wahrnehmbare Toxizitit bei den
triichtigen Tieren oder deren Nachkommen und ist aufgrund von vorliegenden Daten struktur- und/oder
stoffwechselverwandter Stoffe keine Toxizitit zu erwarten, kann auf eine vollstindige Studie mit drei
Dosisstufen gegebenenfalls verzichtet werden. Ist eine Exposition des Menschen zu erwarten, kann die
Notwendigkeit einer htheren oralen Dosis im Limit-Test angezeigt sein. Bei anderen Arten der Verabreichung,
wie z. B. Inhalation oder dermale Applikation, kann durch die physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Priifsubstanz hidufig die maximal erreichbare Expositionsdosis vorbestimmt und somit limitiert sein
(beispielsweise soll ein Auftragen auf die Haut keine schwere lokale Toxizitit verursachen).
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1.6.5 Verabreichung der Dosen

Die Priifsubstanz oder das Lésungsmittel wird im Allgemeinen oral durch Schlundsonde verabreicht. Wird eine
andere Form der Verabreichung gewihlt, hat der Priifer seine Wahl zu begriinden, unter Umstéinden sind dann
entsprechende Anderungen erforderlich (2)(3)(4). Die Priifsubstanz ist jeden Tag in etwa zur selben Zeit zu
verabreichen.

Die Dosis fiir das einzelne Tier beruht normalerweise auf dessen zuletzt bestimmtem K&rpergewicht. Vorsicht
ist jedoch bei der Anpassung der Dosis im letzten Trimester der Graviditit geboten. Zur Vermeidung von
ibermiiBiger Toxizitit bei den Muttertieren sind vorliegende Daten bei der Dosisauswahl heranzuziehen. Wird
bei den behandelten Muttertieren iibermiilige Toxizitiit festgestellt, sind diese Tiere auf humane Weise zu toten.
Weisen verschiedene triichtige Tiere Anzeichen von iibermiBiger Toxizitit auf, ist die Tétung der ganzen
Dosisgruppe zu erwiigen. Wird die Priifsubstanz iiber eine Sonde verabreicht, so soll dies moglichst in einer
einmaligen Dosis unter Verwendung einer Magensonde oder einer geeigneten Intubationskaniile erfolgen. Das
maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hiingt von der Gréfie
des Versuchstiers ab. Das Volumen soll | ml/100 g Korpergewicht nicht iiberschreiten, auller bei wiisserigen
Losungen, bei denen 2 ml/100 g Korpergewicht gegeben werden kénnen. Bei Verwendung von Maisol als
Losungsmittel soll das Volumen 0,4 ml/100 g Korpergewicht nicht iibersteigen. Schwankungen beim
Applikationsvolumen sind durch entsprechende Dosierung so gering wie moglich zu halten, so dass bei allen
Dosen ein gleichbleibendes Volumen gewiihrleistet ist.

1.6.6 Beobachtung der Muttertiere

Klinische Beobachtungen sollen mindestens einmal tiglich, vorzugsweise zum gleichen Zeitpunkt und unter
Beriicksichtigung des Zeitraums, in dem der Wirkungsgipfel nach Verabreichung der Dosis zu erwarten ist,
vorgenommen und protokolliert werden. Der Zustand der Tiere ist dabei festzuhalten, d. h. Mortalitiit,
Siechtum, relevante Verhaltenveriinderungen und alle Anzeichen akuter Toxizitiit.

1.6.7 Korpergewicht und Futteraufnahme

Die Tiere sind am Tag 0 der Graviditit beziehungsweise nicht spiiter als am Tag 3 der Graviditit, wenn
gepaarte Tiere von einem externen Ziichter unter Angabe der Paarungszeit geliefert werden, zu wiegen;
weiterhin am ersten Tag der Verabreichung, mindestens alle 3 Tage withrend der Verabreichungszeit und am
Tag der geplanten Ttung.

Der Futterverbrauch ist in Abstinden von drei Tagen zu protokollieren, an denselben Tagen ist auch das
Korpergewicht zu bestimmen.

1.6.8 Autopsie

Die Weibchen sind einen Tag vor der erwarteten Geburt zu tSten. Weibchen, bei denen Anzeichen fiir einen
Abort oder eine vorzeitige Geburt vor der geplanten Totung vorliegen, sind zu tiéten und sorgfiltig
makroskopisch zu untersuchen.

Zum Zeitpunkt der Tétung oder bei vorzeitigem Tod im Verlauf der Studie ist das Muttertier makroskopisch auf
etwaige strukturelle Abnormititen oder pathologische Veriinderungen zu untersuchen. Die Beurteilung der
Muttertiere wiihrend des Kaiserschnitts und die anschlieBenden Untersuchungen der Feten sollen mdoglichst
ohne Kenntnis der Behandlungsgruppe erfolgen, um etwaige Einfliisse durch Befangenheit so gering wie
méglich zu halten.
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1.69 Untersuchung des Uterusinhalts

Unmittelbar nach der Tétung beziehungsweise so bald wie moglich nach dem Tod ist der Uterus zu entfernen
und der Triichtigkeitsstatus des Tiers zu erheben. Weist der Uterus keine Anzeichen von Triichtigkeit auf, ist
dieser weiter zu untersuchen (z. B. Firbung mit Ammoniumsulfid bei Nagern oder Salewski-Firbung oder ein
geeignetes alternatives Verfahren fiir Kaninchen), um den nichttriichtigen Zustand zu bestiitigen (5).

Der schwangere Uterus einschlieflich der Zervix des triichtigen Tiers ist zu wiegen. Bei Tieren, die wihrend
der Studie tot aufgefunden werden, ist dieses Gewicht nicht zu bestimmen.

Bei den triichtigen Tieren ist die Anzahl der Gelbkorper zu bestimmen.

Der Uterusinhalt ist auf die Anzahl toter Embryonen oder Feten und lebensfiihiger Feten zu untersuchen. Der
Grad der Resorption ist zu beschreiben, um den relativen Todeszeitpunkt des Conceptus (siehe Abschnitt 1.2)
zu bestimmen.

1.6.10 Untersuchung der Feten

Fiir jeden Fetus sind Geschlecht und Kérpergewicht zu bestimmen.
Jeder Fetus ist auf liuBere Veriinderungen zu untersuchen (6).

Die Feten sind auf Verinderungen an Skelett und Weichteilen (z. B. Abweichungen und Fehlbildungen oder
Anomalien) zu untersuchen (7)(®)9)(10)(11)(12)(13)(1H)(IS)(1OY(AT(AG)1DH(2M(21)(22)(23)(24). Nach
Moglichkeit ist eine Kategorisierung fetaler Verinderungen vorzunehmen, auch wenn dies nicht zwingend
erforderlich ist. Erfolgt eine Kategorisierung, sind die Kriterien zur Bestimmung jeder Kategorie eindeutig
anzugeben. Besondere Beachtung erfordert der Reproduktionstrakt, der auf Anzeichen fiir eine verinderte
Entwicklung zu untersuchen ist.

Bei Nagern sollte etwa eine Hilfte jedes Wurfs priipariert und auf Verinderungen am Skelett untersucht
werden. Der Rest ist zu priparieren und auf Verinderungen an den Weichteilen zu untersuchen, wobei
akvzeptierte oder geeignete Methoden der Serienschnittherstellung oder sorgfiltige makroskopische
Schnitttechniken anzuwenden sind.

Bei anderen Tieren als Nagern, z. B. Kaninchen, sind simtliche Feten sowohl auf Weichteil- als auch auf
Skelettveriinderungen zu untersuchen. Die Korper dieser Feten werden sorgfiltig seziert und auf
Weichteilveriinderungen untersucht; das kann auch Verfahren zur weiteren Beurteilung der inneren
Herzstruktur umfassen (25). Bei der Hélfte der auf diese Weise untersuchten Feten entfernt man die Kopfe und
pripariert sie zur Untersuchung auf Weichteilverinderungen (einschlieBlich Augen, Hirn, Nasenwege und
Zunge) unter Verwendung von Standardschnitttechniken (26) oder eines gleichermaflen empfindlichen
Vertahrens. Die Korper dieser Feten und der iibrigen intakten Feten werden priipariert und mit denselben
Methoden wie fiir Nager beschrieben auf Skelettveriinderungen untersucht.
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2 DATEN

2.1 VERARBEITUNG DER ERGEBNISSE

Fiir die Muttertiere und deren Nachkommen werden die Daten jeweils einzeln protokolliert und in tabellarischer
Form zusammengefasst; dabei werden fiir jede Priifgruppedie Anzahl der Tiere zu Beginn der Priifung, die
Anzahl der wiihrend der Priifung tot aufgetundenen Tiere beziehungsweise der aus humanen Griinden getoteten
Tiere, der jeweilige Zeitpunkt des Todes beziehungsweise der Totung, die Anzahl der trichtigen Weibchen, die
Anzahl der Tiere mit Anzeichen von Toxizitiit, eine Beschreibung der beobachteten Anzeichen von Toxizitiit,
einschlieblich des Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen eingetreten sind, deren Dauer und Schweregrad,
die Arten von Beobachtungen an Embryonen/Feten und alle relevanten Daten zu den Wiirfen angegeben.

Numerische Ergebnisse werden mit Hilfe eines geeigneten statistischen Verfahrens ausgewertet, wobei als
Bezugsgrofe fiir die Datenanalyse der Wurf verwendet wird. Anzuwenden ist ein allgemein anerkanntes
statistisches Verfahren; die statistischen Verfahren sind im Rahmen der Studienplanung auszuwihlen und 7u
begriinden. Auch Daten iiber Tiere, die nicht bis zur geplanten Totung iiberlebt haben, sind zu protokollieren.
Soweit relevant, kénnen solche Daten in Gruppenmittelwerten beriicksichtigt werden. Die Relevanz der von
solchen Tieren stammenden Daten und demzufolge deren Einbeziehung in oder Ausschluss aus (einem)
etwaig(en) Gruppenmittelwert(en) sind zu begriinden und jeweils im Einzelfall zu beurteilen.

22 BEWERTUNG DER ERGEBNISSE

Die Befunde der Studie zur prinatalen Entwicklungstoxizitit sind anhand der beobachteten Wirkungen zu
beurteilen. Die Bewertung soll die folgenden Informationen beinhalten:

— Ergebnisse von Priifungen an Muttertieren und Embryonen/Feten, einschlieflich Bewertung des
bestehenden beziehungsweise nicht bestehenden Zusammenhangs zwischen der Exposition der Tiere
gegeniiber der Priifsubstanz und der Hiufigkeit und Schwere aller Befunde;

— Kriterien, die zur Kategorisierung von iduBerlichen Verinderungen sowie von Weichteil- und
Skelettveriinderungen bei Feten herangezogen wurden, sofern eine Kategorisierung erfolgte;

— falls angebracht, historische Kontrolldaten zur besseren Interpretation der Studienergebnisse;
— die Zahlen, die bei der Berechnung aller Prozentangaben oder Indizes verwendet wurden;

— eine angemessene statistische Analyse der Studienbefunde, soweit angebracht, wobei hinreichende
Informationen iiber die Analysemethode anzugeben sind, so dass ein unabhiingiger
Uberpriifer/Statistiker die Analyse nachbewerten und nachvollziehen kann;

Fiir Priifungen, bei denen keine toxischen Wirkungen nachgewiesen werden, sind weitere Untersuchungen zur
Bestimmung von Absorption und Biovertiigbarkeit der Priifsubstanz in Erwiigung zu ziehen.

23 INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Eine Studie zur Priifung auf prinatale Entwicklungstoxizitiit liefert Informationen iiber die Auswirkungen einer
wiederholten Exposition gegeniiber einer Substanz wihrend der Triichtigkeit auf die Muttertiere und auf die
intrauterine Entwicklung ihrer Nachkommen. Die Ergebnisse der Studie sind in Verbindung mit Befunden aus
Studien zur subchronischen Toxizitit, Reproduktionstoxizitit und Toxikokinetik sowie anderen Studien zu
interpretieren. Da der Schwerpunkt sowohl auf allgemeine Toxizitdit im Sinne maternaler Toxizitiit als auch auf
die Entwicklungstoxizitit gelegt wird, bieten die Ergebnisse der Studie zu einem bestimmten Mal die
Moglichkeit zur Unterscheidung zwischen Auswirkungen auf die Entwicklung, die nur bei Dosierungen
ausgelost werden, die auch fiir das Muttertier toxisch sind und solchen ohne allgemeine Toxizitiit.



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/225

3 BERICHTERSTATTUNG
PRUFBERICHT

Der Priitbericht muss die folgenden konkreten Angaben enthalten:
Priifsubstanz:

— physikalische Beschaffenheit und, soweit relevant, physikalisch-chemische
Eigenschaften;

— Identifizierung einschlieBlich CAS-Nummer, sofern bekannt/festgelegt;

— Reinheit.

Vehikel (sofern zutreffend):
— Begriindung der Wahl des Vehikels, sofern nicht Wasser verwendet wurde.
Versuchstiere:

— Art und Stamm;

— Zahl und Alter der Versuchstiere

— Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.;
— Einzelgewicht der Tiere zu Beginn der Priifung.

Priitbedingungen:

— Begriindung der Wahl der Dosisabstufung;

— Einzelheiten der Formulierung der Priifsubstanz/Futterzubereitung, erzielte Konzentration, Stabilitit
und Homogenitiit der Zubereitung;

— Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz;

— Umrechnung der Priifsubstanzkonzentration in Futter/Trinkwasser (ppm) auf die tatséichliche Dosis
(mg/kg Korpergewicht/Tag), soweit zutreffend;

— Umgebungsbedingungen;

— Einzelheiten zur Futter- und Wasserqualitiit.
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Ergebnisse:
Dosisbezogene Daten zur toxischen Reaktion der Muttertiere, unter anderem:

— Anzahl der Tiere zu Beginn der Priifung, Anzahl der iiberlebenden Tiere, Anzahl der trichtigen
Tiere sowie Anzahl der Aborte und Anzahl der Frithgeburten;

— Tag des Todes im Verlaut der Studie oder Angabe, ob Tiere bis zum Schluss iiberlebt haben;

— Daten von Tieren, die nicht bis zur geplanten Tétung iiberlebten, sind zwar zu protokollieren, nicht
jedoch in die gruppeniibergreifenden statistischen Vergleiche mit einzubeziehen;

— Tag der Beobachtung jedes anormalen klinischen Anzeichens und dessen weiterer Verlauf;

— Korpergewicht, Veriinderung des Korpergewichts und Gewicht des Uterus in triichtigem Zustand,
wahlweise einschlieblich Verinderung der Kérpergewichts korrigiert um das Gewicht des Uterus
in triichtigem Zustand;

— Futteraufnahme und, sofern gemessen, Wasserautnahme;

— Sektionsbetunde einschlieBlich Uterusgewicht;

— NOAEL-Werte fiir Auswirkungen auf die Muttertiere und aut die Entwicklung sind anzugeben;

Dosisbezogene Entwicklungsparameter fiir Wiirfe mit Implantationen einschlieB3lich:

— Anzahl Gelbkorper;

— Anzahl Implantationen, Anzahl und prozentualer Anteil von lebenden und toten Feten sowie von
Resorptionen;

— Anzahl und prozentualer Anteil von Prii- und Postimplantationsverlusten.

Dosisbezogene Entwicklungsparameter fiir Wiirfe mit lebenden Feten einschlieBSlich:

— Anzahl und prozentualer Anteil lebender Nachkommen;

— Verhiiltnis der Geschlechter;

— fetales Korpergewicht, moglichst jeweils getrennt nach Geschlechtern und fiir beide Geschlechter
zusammen;

— duBere Weichteil- und Skelettmissbildungen und sonstige relevante Verinderungen;

— Kriterien fiir die Kategorisierung, sofern zutreffend;

— Gesamtanzahl und prozentualer Anteil von Feten und Wiirfen mit dulerlichen Verinderungen,
Weichteil- oder Skelettveriinderungen sowie Arten und Hiufigkeiten einzelner Anomalien und
sonstiger relevanter Veridnderungen;

Diskussion der Ergebnisse.

Schlussfolgerungen.
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B.35. ZWEIGENERATIONENSTUDIE ZUR PRUFUNG AUF REPRODUKTIONSTOXIZITAT

METHODE
Diese Methode entspricht der OECD TG 416 (2001).
EINLEITUNG

Diese Methode zur Priifung der Reproduktion iiber zwei Generationen ist darauf ausgerichtet, allgemeine Informationen
iiber die Auswirkungen einer Priifsubstanz auf die Integritit und die Leistung des miénnlichen und weiblichen
Fortpflanzungssystems zu liefern; dazu gehoren die Funktion der Keimdriisen, der Ostruszyklus, das Paarungsverhalten,
die Empfingnis, die Graviditit, der Geburtsvorgang, das Sidugen und Entwoéhnen sowie das Wachstum und die
Entwicklung der Nachkommen. Die Studie kann auflerdem Informationen iiber die Auswirkungen der Priifsubstanz auf die
neonatale Morbiditit und Mortalitit sowie vorlidufige Daten iiber die pri- und postnatale Entwicklungstoxizitit erbringen
und als Richtschnur fiir Anschlusspriifungen dienen. Neben der Untersuchung von Wachstum und Entwicklung der FI-
Generation soll diese Priifmethode des weiteren dazu dienen, Integritit und Leistung des minnlichen und weiblichen
Fortpflanzungssystems sowie Wachstum und Entwicklung der F2-Generation zu beurteilen. Im Hinblick auf weitere
Informationen iiber die Entwicklungstoxizitit oder Funktionsdefizite konnen zusitzliche Studiensegmente in dieses
Protokoll aufgenommen werden, wobei gegebenenfalls die Methode fiir die Priifung auf prinatale Entwicklungstoxizitit
und/oder die Studie auf Entwicklungsneurotoxizitiit heranzuziehen sind ; diese Endpunkte konnten aber auch mit Hilfe
geeigneter Priifmethoden in gesonderten Studien untersucht werden.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priifsubstanz wird verschiedenen Gruppen von minnlichen und weiblichen Tieren in abgestuften Dosen verabreicht.
Minnchen der P-Generation (Elterntiere) erhalten die Dosen wiihrend des Wachstums und mindestens iiber einen
vollstindigen Spermatogenesezyklus hinweg (etwa 56 Tage bei der Maus und 70 Tage bei der Ratte), um etwaige
schidigende Wirkungen auf die Spermatogenese zu kliren. Auswirkungen auf die Samenzellen werden anhand
verschiedener ~ Spermienparameter (beispielsweise  Spermienmorphologie und —motilitit), und anhand von
Gewebepriiparaten mit austiihrlicher histopathologischer Untersuchung bestimmt. Liegen Daten zur Spermatogenese aus
einer fritheren Studie mit wiederholter Verabreichung von hinreichender Dauer vor, beispielsweise einer 90-Tage-Studie,
miissen Minnchen der P-Generation nicht mit in die Beurteilung einbezogen werden. Empfohlen wird allerdings, Proben
oder digitale Aufzeichnungen von Spermien der P-Generation fiir eine eventuelle spiitere Beurteilung autzuheben.
Weibchen der P-Generation erhalten die Dosen withrend des Wachstums und iiber mehrere vollstindige Ostruszyklen
hinweg, um eventuelle schiidigende Auswirkungen auf den normalen Ostruszyklus durch die Priifsubstanz festzustellen.
Die Priifsubstanz wird den Elterntieren (P) wiihrend der Verpaarung, wihrend der daraus entstehenden Trichtigkeit und
wihrend der Entwohnung ihrer F1-Nachkommen verabreicht. Nach der Entwohnung wird die Substanz den Fl-
Nachkommen wiihrend des Wachstums bis zum Erwachsenenalter, wiihrend der Paarung und Produktion einer F2-
Generation weiter verabreicht, bis die F2-Generation entwohnt wird.

Bei allen Tieren erfolgen klinische Beobachtungen und pathologische Untersuchungen auf Anzeichen fiir Toxizitit; einen
besonderen Schwerpunkt bilden dabei die Auswirkungen auf die Integritiit und Leistung des minnlichen und weiblichen
Fortpflanzungssystems sowie auf das Wachstum und die Entwicklung der Nachkommen.
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1.3.1

1.33

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE

Auswahl der Versuchstierarten

Die bevorzugte Versuchstierart ist die Ratte. Die Verwendung anderer Tierarten ist zu begriinden und entsprechende
Anderungen sind vorzunehmen. Stimme mit geringer Fruchtbarkeit oder bekannter hoher Hiufigkeit von
Entwicklungsdefekten sind nicht zu verwenden. Bei Beginn der Studie sollen die Gewichtsunterschiede der Tiere
moglichst gering sein und 20 % des geschlechtsspezifischen mittleren Gewichts nicht iiberschreiten.

Haltung und Fiitterung

Die Temperatur im Versuchstierraum soll 22°C (£ 3°C) betragen. Obwohl die relative Luftfeuchte wenigstens 30 %
betragen sollte und aufler bei Reinigung des Raumes 70 % nicht iibersteigen sollte, sollte sie vorzugsweise bei 50 bis 60 %
liegen. Es ist eine kiinstliche Beleuchtung vorzusehen, wobei ein Hell-Dunkel-Zyklus von jeweils 12 Stunden eingehalten
werden soll. Zur Fiitterung kann iibliches Laborfutter verwendet werden, und Trinkwasser kann in unbeschriinkter Menge
gegeben werden. Die Auswahl des Futters kann dadurch beeinflusst werden, dass eine geeignete Beimischung einer
Priifsubstanz gewiihrleistet werden muss, wenn diese iiber das Futter verabreicht wird.

Die Tiere kdnnen einzeln oder in Kifigen mit kleinen Gruppen von Tieren gleichen Geschlechts untergebracht werden. Die
Verpaarung erfolgt in fiir diesen Zweck geeigneten Kifigen. Wenn Anhaltungspunkte fiir die stattgefundene Kopulation
vorliegen, sind die verpaarten Weibchen jeweils einzeln in Geburtskiifigen oder speziellen Kiifigen fiir Muttertiere zu
halten. Ratten kdnnen nach der Verpaarung auch in kleinen Gruppen gehalten und einen oder zwei Tage vor der Geburt
getrennt werden. Kurz vor der Geburt soll verpaarten Tieren geeignetes und definiertes Material fiir den Nestbau zur
Vertiigung gestellt werden.

Vorbereitung der Tiere

Zu verwenden sind junge gesunde Tiere, die mindestens fiint Tage an die Laborbedingungen gewéhnt und zuvor nicht fiir
Experimente verwendet wurden. Art, Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und/oder Alter der Versuchstiere sind
anzugeben. Geschwisterbeziehungen unter den Tieren sollten bekannt sein, so dass eine Verpaarung von Geschwistern
vermieden wird. Die Tiere sind den Kontroll- und Behandlungsgruppen nach dem Zufallsprinzip zuzuordnen (empfohlen
wird eine korpergewichtsabhiingige Gruppenbildung). Die Kiifige sind so aufzustellen, dass etwaige durch den Standort
bedingte Auswirkungen méglichst gering sind. Jedes Versuchstier erhiilt zur sicheren Identifizierung eine eigene Nummer.
Fiir die P-Generation erfolgt dies, bevor mit der Behandlung begonnen wird. Fiir die Fl1-Generation wird dies nach
Absetzen der Tiere, die fiir die Verpaarung ausgewiihlt wurden, durchgefiihrt. Fiir alle ausgewiihlten F1-Tiere sind
Aufzeichnungen, aus denen der Wurf, dem sie entstammen, hervorgeht, zu fiihren. Dariiber hinaus wird eine einzelne
Kennzeichnung der Jungen so bald wie moglich nach der Geburt empfohlen, wenn ein Wiegen der einzelnen Jungen oder
Funktionspriifungen erwogen werden.

Die Elterntiere (P) sind bei Beginn der Verabreichung etwa 5 bis 9 Wochen alt. Die Tiere aller Testgruppen sollen soweit
wie moglich gleiches Gewicht und Alter aufweisen.
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1.4.1

1.42

1.4.3

VERFAHREN
Anzahl und Geschlecht der Versuchstiere

Jede Priif- und Kontrollgruppe soll eine ausreichende Anzahl von Tieren umfassen, damit moglichst nicht weniger als 20
trichtige Weibchen, die gebiiren oder kurz davor stehen, vorhanden sind. Bei Substanzen, die unerwiinschte
behandlungsbedingte Wirkungen hervorrufen (2. B. Sterilitit, iibermiiflige Toxizitit bei hoher Dosis), ist dies unter
Umstiinden nicht moglich. Es sollen geniigend triichtige Weibchen vorhanden sein, so dass eine aussagekriftige Bewertung
des Potenzials der Substanz, Fruchtbarkeit, Trichtigkeit, Verhalten des Muttertiers und Sidugen, Wachstum und
Entwicklung der F1-Generation von der Emptiingnis bis zur Reife sowie die Entwicklung von deren Nachkommen (F2) bis
zur Entwohnung zu beeintriichtigen, sichergestellt ist. Wird die gewiinschte Zahl an triichtigen Tieren (d. h. 20) nicht
erreicht, bedeutet dies daher nicht notwendigerweise, dass die Studie invalideist, dies ist jeweils von Fall zu Fall zu
beurteilen.

Zubereitung der Dosen

Empfohlen wird, die Priifsubstanz oral (im Futter oder Trinkwasser oder iiber eine Magensonde) zu verabreichen, sofern
nicht eine andere Form (z. B. Auftragen auf die Haut oder Einatmen) fiir besser geeignet gehalten wird.

Bei Bedarf wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelost oder suspendiert. Es empfiehlt sich, nach Méglichkeit
zunichst die Verwendung einer wiisserigen Losung/Suspension, dann eine Lésung/Emulsion in Ol (z. B. Maisol) und erst
dann eine Losung in einem anderen Vehikel in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln als Wasser miissen dessen
toxische Merkmale bekannt sein. Die Stabilitit der Priifsubstanz in dem Vehikel ist zu bestimmen.

Dosierung

Mindestens drei Dosen und eine entsprechende Kontrolle werden verwendet. Soweit keine Beschrinkungen aufgrund der
physikalisch-chemischen Beschaffenheit oder der biologischen Wirkungen der Priifsubstanz bestehen, ist die hochste
Dosierung so zu wiihlen, dass zwar Toxizitit, jedoch nicht Tod oder schweres Leiden der Tiere herbeigefiihrt wird. Im
Falle unerwarteter Mortalitit wiiren Studien mit einer Mortalititsrate von weniger als etwa 10 Prozent bei den Elterntieren
(P) normalerweise immer noch annehmbar. Eine absteigende Folge von Dosierungen sollte so ausgewiihlt werden, dass die
Dosisabhiingigkeit der Reaktion und ein NOAEL belegt werden kénnen. Dosisintervalle mit dem Faktor 2 bis 4 haben sich
fiir die Festlegung absteigender Dosierungen hiufig als optimal erwiesen. Gegeniiber der Verwendung sehr grofler
Intervalle (2.B. mehr als Faktor 10) ist die Hinzunahme einer vierten Testgruppe hiufig vorzuziehen. Bei
Fiitterungsstudien soll der Konzentrationsunterschied nicht mehr als das Dreifache betragen. Bei der Auswahl der Dosen
sind vorliegende Toxizititsdaten, insbesondere Ergebnisse aus Studien mit wiederholter Dosierung, zu beriicksichtigen.
Vorhandene Informationen {iber den Stoffwechsel und die Kinetik der Priifsubstanz oder verwandter Stoffe sind ebenfalls
in Betracht zu ziehen. Diese Angaben helfen aullerdem, die Angemessenheit des Dosierungsplans nachzuweisen.

Die Kontrollgruppe ist eine unbehandelte Gruppe oder eine Vehikel-Kontrollgruppe, sofern ein Vehikel zur Verabreichung
der Priifsubstanz verwendet wird. Abgesehen von der Behandlung mit der Priifsubstanz sollen die Tiere der Kontrollgruppe
genauso wie die Tiere in den Testgruppen behandelt werden. Wird ein Vehikel verwendet, erhilt die Kontrollgruppe das
Vehikel im hochsten verwendeten Volumen. Wird eine Priifsubstanz zusammen mit dem Futter verabreicht und fiihrt dies
7zu einer geringeren Futterautnahme oder —verwertung, ist unter Umstinden eine paarweise Flitterungskontrolle
erforderlich. Alternativ konnen Daten aus kontrollierten Studien zur Bewertung der Auswirkungen einer verringerten
Futteraufnahme auf Reproduktionsparameter anstelle einer gleichzeitigen paarweisen Fiitterungskontrolle herangezogen
werden.
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Zu beriicksichtigen sind die folgenden Merkmale des Vehikels und anderer Zusiitze: Auswirkungen auf die Absorption, die
Verteilung, den Stoffwechsel oder die Retention der Priifsubstanz; Auswirkungen auf die chemischen Eigenschaften der
Priifsubstanz, die deren toxische Eigenschaften verindern kénnen; ferner Auswirkungen auf die Futter- oder
Wasseraufnahme oder den Ernidhrungszustand der Versuchstiere.

Limit-Test

Ergibt eine orale Priifung mit einer einzigen Dosierung von mindestens 1.000 mg/kg Korpergewicht/Tag oder bei einer
Verabreichung in Futter oder Trinkwasser ein gleichwertiger prozentualer Anteil im Futter oder Trinkwasser nach den fiir
diese Studie beschriebenen Verfahren keine wahrnehmbare Toxizitét bei den Elterntieren oder deren Nachkommen und ist
aufgrund von Daten struktur- und/oder stotfwechselverwandter Stotfe keine Toxizitiit zu erwarten, kann auf eine
vollstindige Studie mit verschiedenen Dosisabstufungen gegebenenfalls verzichtet werden. Der Limit-Test kann
angebracht sein, es sei denn, die Exposition beim Menschen lisst die Priifung bei einer héheren oralen Dosis angezeigt
erscheinen. Bei anderen Arten der Verabreichung, wie . B. Inhalation oder dermale Applikation, kann die maximal
erreichbare Expositionsdosis in vielen Fillen gegebenenfalls durch die physikalisch-chemischen Eigenschatten der
Priifsubstanz, wie beispielsweise die Loslichkeit, vorbestimmt und somit limitiert sein.

Verabreichung der Dosen

Den Tieren ist die Priifsubstanz an 7 Tagen pro Woche zu verabreichen. Die Priifsubstanz soll méglichst oral (im Futter
oder Trinkwasser oder iiber eine Magensonde) verabreicht werden. Die Verwendung einer anderen Form der
Verabreichung ist zu begriinden und es sind unter Umstiinden entsprechende Anderungen vorzunehmen. Allen Tieren sind
die Dosen wiihrend des entsprechenden Versuchszeitraums nach derselben Methode zu verabreichen. Wird die
Priifsubstanz iiber eine Sonde verabreicht, ist eine Magensonde zu verwenden. Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das
einem Versuchstier jeweils verabreicht wird, soll 1 ml/100 g Korpergewicht (maximal 0,4 ml/100 g Kérpergewicht bei
Maisél) nicht iibersteigen; bei wiisserigen Losungen kénnen 2 ml/100 g Kérpergewicht verabreicht werden. Auler fiir
reizende oder itzende Stoffe, die in der Regel bei hoheren Konzentrationen eine Verschlimmerung der Wirkungen
hervorrufen, soll die Veriinderlichkeit des Priifvolumens durch die Dosierung méglichst gering gehalten werden, um ein
konstantes Volumen bei allen Dosen zu gewiihrleisten. Bei Studien, bei denen die Priifsubstanz iiber eine Magensonde
verabreicht wird, erhalten die Jungtiere die Priifsubstanz im Normalfall nur indirekt iiber die Milch, bis fiir sie die direkte
Verabreichung bei ihrer Entwhnung beginnt. Bei Studien, bei denen die Priifsubstanz {iber das Futter oder Trinkwasser
verabreicht wird, erhalten die Jungtiere auBlerdem die Priifsubstanz direkt, wenn sie selbst in der letzten Woche der
Laktationszeit zu fressen beginnen.

Fiir mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichte Stoffe ist unbedingt sicherzustellen, dass die Mengen der jeweiligen
Priifsubstanz den normalen Nahrungs- oder Wasserhaushalt nicht beeintriichtigen. Wenn die Priifsubstanz mit dem Futter
verabreicht wird, kann entweder auf eine konstante Futterkonzentration (ppm) oder eine konstante Dosierung im Verhiiltnis
zum Korpergewicht des Versuchstiers geachtet werden. Welche Methode angewandt wird, ist zu spezifizieren. Eine mit
einer Magensonde verabreichte Dosis soll jeweils zu denselben Tageszeiten gegeben und mindestens einmal pro Woche so
angepasst werden, dass eine konstante Dosis im Verhiiltnis zum Korpergewicht aufrechterhalten wird. Bei einer Anpassung
der iiber die Magensonde verabreichten Dosis an das Gewicht sind Informationen iiber die Verteilung in der Plazenta zu
beriicksichtigen.
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1.4.7

1.4.7.1

1.4.7.2

Versuchsablauf

Die Verabreichung der tiiglichen Dosis an die Minnchen und Weibchen der Elterngeneration (P) beginnt, wenn diese
zwischen 5 und 9 Wochen alt sind. Die Verabreichung der tiglichen Dosis an die Minnchen und Weibchen der F1-
Generation beginnt bei der Entwhnung; nicht vergessen werden sollte, dass bei einer Verabreichung der Priifsubstanz iiber
das Futter oder Trinkwasser F1-Nachkommen méglicherweise der Priifsubstanz bereits wihrend der Siugezeit unmittelbar
ausgesetzt werden. Bei beiden Geschlechtern (P- und F1-Generation) wird die Verabreichung iiber einen Zeitraum von
mindestens 10 Wochen vor der Paarungszeit durchgefiihrt. Die Verabreichung wird bei beiden Geschlechtern wiihrend der
2-wochigen Paarungszeit fortgesetzt. Die Minnchen sind, wenn sie flir die Beurteilung der Auswirkungen auf die
Fortpflanzung nicht mehr benétigt werden, auf humane Weise zu téten und zu untersuchen. Bei den Weibchen der
Elterngeneration (P) wird die Verabreichung wiihrend der Graviditit bis zur Entwohnung der F1-Nachkommen fortgesetzt.
Gegebenenfalls sind Anderungen am Dosierungsplan vorzunehmen aufgrund von vorliegenden Informationen iiber die
Priifsubstanz, wie z.B. vorhandene Toxizititsdaten, Induktion des Stoffwechsels oder Bioakkumulation., Die Dosis fiir
einzelne Tiere beruht normalerweise auf dessen zuletzt bestimmtem Korpergewicht. Vorsicht ist allerdings bei der
Anpassung der Dosis im letzten Trimester der Graviditiit geboten.

Die Behandlung der Minnchen und Weibchen der P- und Fl-Generation wird fortgesetzt, bis die Tiere getttet werden.
Alle ausgewachsenen Miinnchen und Weibchen der P- und F1-Generation werden aut humane Weise getdtet, wenn sie zur
Beurteilung der Auswirkungen auf die Fortpflanzung nicht mehr benétigt werden. F1-Nachkommen, die nicht fiir die
Verpaarung ausgewéihlt werden, und alle F2-Nachkommen werden nach der Entwohnung auf humane Weise getotet.

Verpaarung
Verpaarung der Llterngeneration (P)

Fiir die Verpaarung wird jedes Weibchen zusammen mit einem Miinnchen, das die gleiche Dosierung erhalten hat (1:1-
Paarung), zusammengebracht, bis es zur Kopulation kommt bezichungsweise ein Zeitraum von 2 Wochen verstrichen ist.
Die Weibchen werden tiglich aut vorhandene Spermien oder Vaginalpfropfen hin untersucht. Der Tag 0 der Trichtigkeit
ist definiert als der Tag, an dem ein Vaginalpfropf oder Spermien gefunden werden. Bei einer erfolglosen Verpaarung kann
gegebenentalls die erneute Verpaarung von Weibchen mit bewiihrten Minnchen der gleichen Gruppe erwogen werden.
Miteinander verpaarte Paare sind in den Daten eindeutig zu kennzeichnen. Eine Verpaarung von Geschwistern ist zu
vermeiden.

Verpaarung der F1-Generation

Bei der Verpaarung der F1-Nachkommen werden mindestens ein Minnchen und ein Weibchen zum Zeitpunkt der
Entwohnung aus jedem Wurf zur Verpaarung mit Jungtieren, die die gleiche Dosis erhalten haben, jedoch aus einem
anderen Wurf stammen, fiir die Zeugung der F2-Generation ausgewiihlt. Die Auswahl der Jungtiere aus jedem Wurf erfolgt
nach dem Zufallsprinzip, wenn sich die Tiere eines Wurfs in Bezug aut Kérpergewicht oder Erscheinungsbild nicht
nennenswert voneinander unterscheiden. Werden solche Unterschiede beobachtet, sind aus jedem Wurt die besten
Vertreter auszuwiihlen. Pragmatisch erfolgt dies am besten anhand des Korpergewichts, unter Umstiinden kann jedoch das
Erscheinungsbild besser geeignet sein. Eine Verpaarung der F1-Nachkommen soll erst dann erfolgen, wenn sie die volle
Geschlechtsreife erreicht haben.

Bei Paaren ohne Nachkommen ist, soweit moglich, die Ursache der Unfruchtbarkeit zu ermitteln. Dazu kénnen Verfahren
wie zusitzliche Verpaarungsgelegenheiten mit anderen bewihrten Vater- oder Muttertieren, eine mikroskopische
Untersuchung der Fortpflanzungsorgane und die Untersuchung der Ostruszyklen oder der Spermatogenese eingesetzt
werden.
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1.4.7.3

1.4.7.4

Zweite Verpaarung

Unter gewissen Umstiinden wie 7. B. bei behandlungsbedingten Verinderungen an der Wurfgrée oder der Beobachtung
unklarer Auswirkungen bei der ersten Verpaarung wird eine zweite Verpaarung der ausgewachsenen P- oder F1-Tiere
empfohlen, um einen zweiten Wurf zu produzieren. Empfohlen wird, Weibchen oder Miinnchen, die keinen Wurf gezeugt
haben, mit Tieren des jeweils anderen Geschlechts erneut zu verpaaren, die ihre Fortpflanzungsfihigkeit unter Beweis
gestellt haben. Wird ein zweiter Wurt in einer Generation fiir notwendig befunden, sind die Tiere etwa eine Woche nach
der Entwohnung des letzten Wurfs erneut zu verpaaren.

Wurfgrifie

Man ldsst die Tiere normal werfen und ihre Nachkommen bis zur Entwohnung autziehen. Wahlweise kann eine
Standardisierung der Wurfgréfen vorgenommen werden, Sofern standardisiert wird, ist das dabei verwendete Verfahren im
Einzelnen zu beschreiben.

BEOBACHTUNGEN

Klinische Beobachtungen

Allgemeine klinische Beobachtungen sind einmal tiglich vorzunehmen; wird die Dosis iiber die Magensonde verabreicht,
ist der Wirkungsgipfel nach Verabreichung der Dosis bei der Wahl des Zeitpunkts zu beriicksichtigen. Anderungen am
Verhalten, Anzeichen fiir eine schwere oder langwierige Geburt sowie alle Anzeichen fiir Toxizitéit sind zu protokollieren.
Dariiber hinaus ist jedes Tier mindestens einmal pro Woche griindlicher zu untersuchen, dies kann beim Wiegen des Tiers
erfolgen. Zweimal pro Tag, am Wochenende einmal tiglich, soweit zutreffend, sind alle Tiere auf Morbiditit und
Mortalitéit zu iiberpriifen.

Korpergewicht und Futter-/Wasseraufnahme der Elterntiere

Die Elterntiere (P und F1) werden am ersten Tag der Verabreichung und anschlieend mindestens einmal pro Woche
gewogen. Weibchen der Elterngeneration (P und F1) werden mindestens an den Graviditiitstagen 0, 7, 14 und 20 oder 21
und wiihrend der Laktationszeit an den gleichen Tagen wie die Wiirfe sowie an dem Tag gewogen, an dem die Tiere
getotet werden. Diese Beobachtungen sind fiir jedes ausgewachsene Tier einzeln zu protokollieren. In der Zeit vor der
Verpaarung und withrend der Graviditiit ist die Futterautnahme mindestens einmal pro Woche zu messen. Sofern die
Priifsubstanz im Wasser verabreicht wird, ist die Wasseraufnahme zumindest einmal pro Woche zu messen.

Ostruszyklus

Bei den Weibchen der Generation P und F1 werden Linge und normaler Verlauf des Ostruszyklus mit Hilfe von
Vaginalabstrichen vor der Verpaarung und optional wiihrend der Verpaarung beurteilt, bis Anhaltspunkte fiir eine
stattgefundene Besamung gefunden werden. Vaginal-/Zervixzellen sind vorsichtig zu entnehmen, damit die Schleimhiute
nicht gestdrt und dadurch anschlieBend eine Scheintriichtigkeit hervorgerufen wird (1).
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Bei allen Minnchen der P- und F1-Generation wird das Gewicht von Hoden und Nebenhoden protokolliert, jeweils ein
Organ wird fiir eine histopathologische Untersuchung konserviert (siehe Abschnitt 1.5.7 und 1.5.8.1). Von einer Teilmenge
von mindestens zehn Minnchen jeder Gruppe von P- und F1-Minnchen werden die iibrigen Hoden und Nebenhoden zur
Zihlung der homogenisierungsresistenten Spermatiden beziehungsweise der Spermien aus den Samenspeichern im
Nebenhodenschwanz verwendet. Bei derselben Teilmenge von Minnchen werden Spermien aus dem Nebenhodenschwanz
oder dem Samenleiter zur Beurteilung von Spermienmotilitit und -morphologie entnommen. Werden behandlungsbedingte
Auswirkungen beobachtet oder liegen Anhaltspunkte fiir moégliche Auswirkungen auf die Spermatogenese aus anderen
Studien vor, ist die Spermienuntersuchung an allen Minnchen jeder Dosisgruppe durchzufiihren; andernfalls kann die
Zihlung auf die P- und F1-Minnchen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit der hohen Priifsubstanzdosis beschrinkt
werden.

Die Gesamtanzahl an homogenisierungsresistenten Hodenspermatiden und Spermien aus dem Nebenhodenschwanz ist zu
bestimmen (2)(3). Samenspeicher im Nebenhodenschwanz lassen sich anhand von Spermienkonzentration und —volumen
in der Suspension, die zur Vervollstindigung der qualitativen Beurteilungen verwendet wird, und der Anzahl der Spermien
ableiten, die bei der anschlieBenden Zerkleinerung und/oder Homogenisierung des restlichen Nebenhodenschwanzgewebes
gewonnen werden, Die Zihlung ist an der ausgewiihlten Teilmenge von Minnchen aus allen Dosisgruppen unmittelbar
nach der Totung der Tiere vorzunehmen, ausgenommen es werden Videobilder oder digitale Aufzeichnungen gemacht
oder die Proben werden eingefroren und spiiter analysiert. Unter diesen Umstiinden kénnen die Kontrolltiere und die
Gruppe mit der hohen Dosierung zuerst analysiert werden. Werden keine behandlungsbedingten Auswirkungen (2. B.
Auswirkungen auf Spermienzahl, -motilitit oder —morphologie) festgestellt, brauchen die anderen Dosierungsgruppen
nicht untersucht zu werden. Sind bei der Gruppe mit der hohen Dosierung behandlungsbedingte Auswirkungen
festzustellen, dann sind auch die Gruppen mit den niedrigen Dosierungen zu beurteilen.

Die Motilitit von Nebenhodenspermien (oder Spermien aus dem Samenleiter) ist unmittelbar nach der Tétung zu
beurteilen oder aut Video aufzunehmen. Bei der Gewinnung der Spermien ist darauf zu achten, dass diese so wenig wie
moglich geschiddigt werden; fiir die Motilititsanalyse sind die Spermien nach anerkannten Verfahren zu verdiinnen (4). Der
prozentuale Anteil an progressiv motilen Spermien ist subjektiv oder objektiv zu bestimmen. Bei einer
computerunterstiitzten Spermienbewegungsanalyse (5)(6)(7)(8)(9)(10) beruht die Ableitung der progressiven Motilitiit auf
benutzerdefinierten Schwellen fiir die durchschnittliche Streckengeschwindigkeit und Direktheit oder einem linearen
Index. Werden zum Zeitpunkt der Sektion die Proben auf Video (11) aufgenommen oder die Bilder auf andere Weise
aufgezeichnet, kann die Analyse der P- und F1-Minnchen der Kontrollgruppe und der Gruppe, der die hohe Dosis
verabreicht wurde, anschlieBend vorgenommen werden, es sei denn, behandlungsbedingte Auswirkungen wurden
beobachtet; in diesem Fall sind auch die Gruppen mit den niedrigeren Dosierungen zu beurteilen. Liegt kein Video- oder
digitales Bildmaterial vor, sind alle Proben aus allen Behandlungsgruppen bei der Sektion zu analysieren.

An einer Probe von Nebenhodenspermien (oder Spermien aus dem Samenleiter) ist eine morphologische Untersuchung
durchzufiihren. Dabei sind die Spermien (mindestens 200 je Probe) als fixierte Nasspriiparate (12) zu untersuchen und als
normal oder abnorm zu klassifizieren. Beispiele fiir morphologische Spermienabnormititen sind Verschmelzungen,
isolierte Kopfe und missgebildete Kdpfe und/oder Schwiinze. Die Untersuchungen sind an der ausgewihlten Teilmenge
von Minnchen aller Dosisgruppen entweder unmittelbar nach der Tétung der Tiere oder zu einem spiiteren Zeitpunkt
durchzufiihren, sofern Videobilder oder digitale Autzeichnungen vorliegen. Fixierte Abstriche konnen ebenfalls spiiter
ausgewertet werden. Unter diesen Umstiinden konnen die Kontrolltiere und die Gruppe mit der hohen Dosierung zuerst
analysiert werden. Werden keine behandlungsbedingten Auswirkungen (2. B. Auswirkungen auf die
Spermienmorphologie) festgestellt, brauchen die anderen Dosierungsgruppen nicht untersucht zu werden. Sind bei der
Gruppe mit der hohen Dosierung behandlungsbedingte Auswirkungen festzustellen, dann sind auch die Gruppen mit den
niedrigen Dosierungen zu beurteilen.

Wurden oben genannte Spermienparameter bereits im Rahmen einer systemischen Toxizititsstudie von einer Dauer von
mindestens 90 Tagen untersucht, kann auf eine Wiederholung in der Zweigenerationenstudie verzichtet werden.
Empfohlen wird allerdings, Proben oder digitale Aufzeichnungen von Spermien der P-Generation fiir eine eventuell spiiter
erforderliche Beurteilung aufzuheben.
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Nachkommen

Jeder Wurf ist so bald wie méglich nach der Geburt (Laktaktionstag () zu untersuchen, um Anzahl und Geschlecht der
Jungtiere, Tot- und Lebendgeburten sowie eventuell vorhandene makroskopische Anomalien festzustellen. Jungtiere, die
am Tag 0 tot aufgefunden werden und noch nicht mazeriert sind, sind moglichst aut Defekte und die Todesursache zu
untersuchen und zu konservieren. Lebende Jungtiere sind zu zihlen und jeweils einzeln bei der Geburt (Laktationstag 0)
oder am Tag | und danach regelmiiBig z. B. am Laktationstag 4, 7, 14 und 21 zu wiegen. Beobachtete korperliche oder
Verhaltensabnormitiiten bei den Muttertieren oder Nachkommen sind zu protokollieren.

Die korperliche Entwicklung der Nachkommen ist in der Hauptsache anhand der Kérpergewichtszunahme festzuhalten.
Andere korperliche Parameter (2. B. Offnung von Ohren und Augen, Zahndurchbruch, Haarwachstum) kénnen zwar
zusiitzliche Informationen bieten, diese Daten sind aber mdglichst im Zusammenhang mit Daten zur Geschlechtsreife zu
bewerten (2. B. Alter und Kérpergewicht zum Zeitpunkt der Vaginaléffnung oder der Balano-Priputial-Separation) (13).
Funktionelle Untersuchungen der F1-Nachkommen (z. B. Motorik, Sensorik und Reflexontogenese) vor und/oder nach der
Entwoéhnung, insbesondere solche, die mit der Geschlechtsreife in Zusammenhang stehen, werden empfohlen, sofern
derartige Untersuchungen nicht Bestandteil gesonderter Studien sind. Bei entwohnten F1-Tieren, die fiir die Verpaarung
ausgewihlt wurden, ist das Alter zum Zeitpunkt der Vaginal6ffnung und der Priputial-Separation zu bestimmen. Bei F2-
Nachkommen ist der Anogenitalabstand am Tag 0 nach der Geburt zu messen, wenn Veriinderungen am Verhiltnis der
Geschlechter in der F1-Generation oder dem Zeitpunkt der Geschlechtsreife aufgetreten sind.

Bei Gruppen, die ansonsten eindeutige Anzeichen fiir schiidigende Auswirkungen aufweisen (z. B. signifikante
Verminderung der Gewichtszunahme, usw.), kann von funktionellen Beobachtungen Abstand genommen werden. Sotern
funktionelle Untersuchungen erfolgen, sind sie nicht an den Jungtieren vorzunehmen, die fiir die Verpaarung ausgewiihlt
wurden.

Nekropsie

Bei der Tétung oder bei vorzeitigem Tod im Verlauf der Studie werden alle Elterntiere (P und F1) und alle Jungtiere mit
dulleren Abnormitiiten oder klinischen Anzeichen sowie jeweils ein nach dem Zufallsprinzip ausgewiihltes
Jungtier/Geschlecht/Wurf sowohl aus der F1- als auch aus der F2-Generation makroskopisch auf strukturelle Abnormitiiten
oder pathologische Veriinderungen untersucht. Besondere Beachtung ist dabei den Fortpflanzungsorganen zu schenken.
Auf humane Weise getdtete moribunde Jungtiere und noch nicht mazerierte tote Jungtiere werden auf mogliche Defekte
und/oder die Todesursache untersucht und konserviert.,

Die Gebirmutter aller erstgebirenden Weibchen wird aut Vorhandensein und Anzahl von Implantationsstellen in einer
Weise untersucht, die keine Auswirkungen auf die histopathologische Bewertung hat.
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Organgewichte

Bei der Tétung werden das Korpergewicht und das Gewicht der folgenden Organe bei allen P- und F1-Elterntieren
bestimmt (paarweise vorhandene Organe sind einzeln zu wiegen):

— Uterus; Ovarien;

— Hoden und Nebenhoden (gesamt und Schwanzteil);

— Prostata;

— Samenblidschen mit Koagulationsdriisen und deren Fliissigkeiten und Prostata (als eine Einheit);

— Gehirn, Leber, Nieren, Milz, Hypophyse, Schilddriise und Nebennieren sowie bekannte Zielorgane.

Bei den F1- und F2-Jungtieren, die fiir die Nekropsie ausgewihlt werden, ist das Korpergewicht bei der Tétung zu
bestimmen. Das Gewicht folgender Organe ist an je einem Jungtier/Geschlecht/Wurf (siehe Abschnitt 1.5.6) zu bestimmen,
das nach dem Zufallsprinzip ausgewiihlt wurde: Gehirn, Milz und Thymusdriise.

Die Ergebnisse der Nekropsie und die Organgewichte sind, sofern moglich, im Zusammenhang mit Beobachtungen aus
anderen Studien mit wiederholter Exposition zu bewerten.

Histopathologische Untersuchungen

Flterntiere

Die folgenden Organe und Gewebe von Elterntieren (P und F1) beziehungsweise reprisentative Proben hiervon sind fiir die
histopathologische Untersuchung zu fixieren und in einem geeigneten Medium aufzubewahren.

— Vagina, Uterus mit Zervix, Ovarien (konserviert in einem geeigneten Fixativ);

— ein Hoden (konserviert in Bouinschem Fixiermittel oder einem vergleichbaren Fixativ), ein Nebenhoden,
Samenblischen, Prostata und Koagulationsdriise;

— zuvor ermittelte(s) Zielorgan(e) von allen P- und F1-Tieren, die fiir die Verpaarung ausgewiihlt wurden.

Eine vollstindige histopathologische Untersuchung der oben genannten konservierten Organe und Gewebe ist bei allen P-
und Fl-Tieren aus der Gruppe mit der hohen Dosis und der Kontrollgruppe durchzufiihren, die fiir die Verpaarung
ausgewihlt wurden. Die Untersuchung der Ovarien der P-Tiere kann wahlweise durchgefiihrt werden. Organe, bei denen
man behandlungsbedingte Veriinderungen feststellt, sind auch bei Tieren aus den Gruppen mit der niedrigen und mittleren
Dosis zu untersuchen, um bei der Ermittlung des NOAEL zu helfen. Des weiteren sind die Fortpflanzungsorgane von
Tieren mit der niedrigen und der mittleren Dosis, die im Verdacht einer verringerten Fertilitit stehen, einer
histopathologischen Untersuchung zu unterziehen, beispielsweise die Tiere, die sich nicht gepaart haben, die nicht
empfangen oder gezeugt oder gesunde Nachkommen geboren haben oder bei denen die RegelmiiBigkeit des Ostruszyklus
oder die Spermienanzahl, -motilitit oder —morphologie beeintriichtigt waren. Alle makroskopischen Lisionen wie
Atrophien oder Tumore sind zu untersuchen.
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2.1

An den Hoden ist eine eingehende histopathologische Untersuchung vorzunehmen (2. B. Verwendung des Bouinschen
Fixiermittels, Einbettung in Paratfin und transversale Schnitte von 4 bis 5 pm Dicke), um behandlungsbedingte
Auswirkungen wie Retention von Spermatiden, fehlende Keimzellenschichten oder —typen, mehrkernige Riesenzellen oder
die Ablosung von spermatogenen Zellen in das Lumen festzustellen (14). Bei der Untersuchung des intakten Nebenhodens
sind Kopf, Korper und Schwanz mit einzubeziehen; dies kann durch Beurteilung eines Lingsschnitts erfolgen. Der
Nebenhoden ist aut die Infiltration mit Leukozyten, Veriinderungen in der Priivalenz von Zelltypen, aberrante Zellarten und
Phagozytose von Spermien zu untersuchen. Fiir die Untersuchung der miinnlichen Fortptlanzungsorgane kann eine PAS-
und Himatoxylintirbung verwendet werden.

Nach Absetzen der Jungtiere sollte der Eierstock Primordialfollikel und wachsende Follikel sowie die groBen Gelbkorper
der Laktationsperiode enthalten. Bei der histopathologischen Untersuchung sollte die Abnahme der Primordialfollikel
qualitativ erfasst werden. Bei den FI-Weibchen ist eine quantitative Beurteilung der Primordialfollikel vorzunehmen; die
Anzahl der Tiere, die Auswahl der Eierstockquerschnitte und die Querschnittprobengrofe sollten dabei fiir das
herangezogene Bewertungsverfahren statistisch angemessen sein. Untersucht wird unter anderem die Anzahl der
Primordialfollikel, die mit kleinen wachsenden Follikeln zusammengenommen werden konnen; dabei werden die
Eierstdcke von behandelten Tieren und Kontrolltieren miteinander verglichen (15)(16)817)(18)(19).

Entwéhnte Tiere

Makroskopisch abnorme Gewebe und Zielorgane von allen Jungtieren mit fulerlich sichtbaren Abnormititen oder
klinischen Anzeichen sowie von je einem nach dem Zufallsprinzip ausgewihlten Jungtier/Geschlecht/Wurf aus der F1- und
der F2-Generation, die nicht fiir die Paarung ausgewiihlt wurden, werden fiir die histopathologische Untersuchung fixiert
und in einem geeigneten Medium aufbewahrt. An dem konservierten Gewebe ist eine vollstindige histopathologische
Untersuchung durchzufiihren, wobei besonderes Schwergewicht auf die Fortpflanzungsorgane gelegt wird.

DATEN

VERARBEITUNG DER ERGEBNISSE

Die Daten sind jeweils einzeln zu protokollieren und in tabellarischer Form zusammenzufassen; dabei werden fiir jede
Priifgruppe und fiir jede Generation die Anzahl der Tiere zu Beginn der Priifung, die Anzahl der wiihrend der Priifung tot
aufgefundenen Tiere, beziehungsweise der aus humanen Griinden getéteten Tiere, der jeweilige Zeitpunkt des Todes
beziehungsweise der Totung, die Anzahl der fruchtbaren Tiere, die Anzahl der triichtigen Weibchen, die Anzahl der Tiere
mit Anzeichen von Toxizitiit, eine Beschreibung der beobachteten Anzeichen von Toxizitit, einschlieBlich des Zeitpunkts,
zu dem die toxischen Wirkungen eingetreten sind, deren Dauer und Schweregrad, die Arten von Beobachtungen an
Elterntieren und Nachkommen, die Arten von histopathologischen Veriinderungen und alle relevanten Daten zu den
Wiirfen angegeben.
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2.2

Zur Auswertung der numerischen Ergebnisse wird ein allgemein anerkanntes statistisches Verfahren angewendet; die
statistischen Vertahren sind im Rahmen der Studienplanung auszuwiihlen und zu begriinden. Fiir die Analyse der Daten
konnen Verfahren zur Modellierung der Dosis-Wirkungsbeziehung hilfreich sein. Der Bericht sollte hinreichende
Informationen iiber das herangezogene Analyseverfahren und das verwendete Computerprogramm beinhalten, so dass ein
unabhiingiger Uberpriifer/Statistiker die Analyse nachbewerten und nachvollziehen kann,

BEWERTUNG DER ERGEBNISSE

Die Befunde dieser Zweigenerationenstudie zur Reproduktionstoxizitiit sind im Hinblick auf die beobachteten Wirkungen,
einschlieBlich Nekropsie- und Mikroskopiebefunde, zu bewerten. Die Bewertung beinhaltet den vorhandenen
beziehungsweise nicht vorhandenen Zusammenhang zwischen der Priifsubstanzdosis und vorhandenen beziehungsweise
nicht vorhandenen Abnormitiiten sowie deren Hiufigkeit und Schwere, einschlieBlich der makroskopischen Liisionen,
identifizierten Zielorgane, beeintrichtigten Fertilitit, klinischen Abnormititen, beeintriichtigten Reproduktions- und
Wurfleistungen, Kérpergewichtsveriinderungen, Auswirkungen auf die Mortalitit und etwaige sonstige toxische
Auswirkungen. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz und Daten zur Toxikokinetik, soweit
verfiigbar, sind bei der Bewertung der Priifergebnisse zu beriicksichtigen.

Aus einer ordnungsgemil durchgetiihrten Priifung der Reproduktionstoxizitit sollte der NOAEL in angemessener Weise
abgeschiitzt werden konnen und sollten schidigende Wirkungen aut Reproduktion, Geburtsvorgang, Laktation, postnatale
Entwicklung einschlieBlich Wachstum und Geschlechtsentwicklung klar werden.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Eine Zweigenerationenstudie zur Reproduktionstoxizitiit liefert Informationen iiber die Auswirkungen einer wiederholten
Exposition gegeniiber einem Stoff wiihrend aller Phasen des Reproduktionszyklus. Die Studie vermittelt insbesondere
Informationen {iber die Reproduktionsparameter sowie iiber Entwicklung, Wachstum, Reifung und Uberleben der
Nachkommen. Die Ergebnisse der Studie sind in Verbindung mit Befunden aus Studien zur subchronischen Toxizitiit,
prinatalen Entwicklungstoxizitiit und Toxikokinetik sowie anderen vorliegenden Studien zu interpretieren. Die Ergebnisse
dieser Studie konnen bei der Beurteilung der Frage, ob Bedarf an einer weiteren Priifung einer Chemikalie besteht,
herangezogen werden. In gewissem Grad ist auch eine Extrapolation der Studienergebnisse auf den Menschen zulissig. Sie
sind am besten fiir Informationen iiber NOAEL-Werte und 7zuldssige Expositionen fiir den Menschen zu verwenden
(20)(21)(22)(23).
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BERICHTERSTATTUNG

PRUFBERICHT
Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:

Priifsubstanz:

— physikalische Beschaffenheit und, soweit relevant, physikalisch-chemische Eigenschaften;
— Daten zur Identifikation;
— Reinheit.

Vehikel (sofern zutreffend):
— Begriindung der Wahl des Vehikels, sofern nicht Wasser verwendet wurde.
Versuchstiere:

— Art und Stamm;

—  Zahl, Alter und Geschlecht der Tiere;

—  Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter, Material fiir den Nestbau, usw.;
— Einzelgewicht der Tiere zu Beginn der Priitung.

Priifbedingungen:

—  Begriindung der Wahl der Dosisabstufung;

— niihere Angaben zur Priifsubstanzformulierung/Futterzubereitung, erreichte Konzentrationen;

—  Stabilitiit und Homogenitiit der Zubereitung;

— Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz;

— Umrechnung der Priifsubstanzkonzentration in Futter/Trinkwasser (ppm) auf die tatsiichliche Dosis (mg/kg
Korpergewicht/Tag), soweit zutreftend;

— Einzelheiten zur Futter- und Wasserqualitiit.
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Ergebnisse:

— Futter- und Wasserautnahme, soweit vorhanden, Futtereffizienz (Zunahme des Korpergewichts je Gramm
autgenommenes Futter) und Priifsubstanzaufnahme bei P- und F1-Tieren, ausgenommen in der Zeit der Kohabitation
und mindestens des letzten Drittels der Laktationszeit;

— Absorptionsdaten, soweit vorhanden;

— Korpergewichtsdaten fiir P- und F1-Tiere, die fiir die Verpaarung ausgewiihlt wurden;

— Gewichtsdaten fiir Wurf und Jungtiere;

— Korpergewicht bei Tétung sowie absolute und relative Organgewichtsdaten fiir die Elterntiere;

— Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (mit Angaben zur Reversibilitit);

— Zeitpunkt des Todes im Verlauf der Studie oder Angabe, ob Tiere bis zum Schluss iiberlebt haben;

— Angaben zur geschlechts- und dosisspezifischen toxischen Reaktion, einschlieBlich Indizes zu Verpaarung, Fertilitiit,
Graviditiit, Geburt, Lebenstihigkeit und Laktation; der Bericht beinhaltet die Zahlen, die bei der Berechnung dieser
Indizes verwendet wurden;

— toxische oder sonstige Wirkungen auf Reproduktion, Nachkommen, postnatales Wachstum, usw.;

— Sektionsbefunde;

— ausfiihrliche Beschreibung aller histopathologischen Befunde;

— Anzahl der P- und F1-Weibchen mit normalem Zyklusverlauf und Zykluslinge;

— Gesamtanzahl von Spermien im Nebenhodenschwanz, progressiv motile Spermien in Prozent, morphologisch normale
Spermien in Prozent und abnorme Spermien in Prozent mit Angabe der jeweiligen festgestellten Abnormitiit;

— Zeit bis zur Besamung, einschliellich Anzahl Tage bis zur Besamung;

— Graviditiitslinge;

— Anzahl Implantationen, Gelbkérper, Wurfgréfle;

— Anzahl Lebendgeburten und Postimplantationsverluste;

— Anzahl Jungtiere mit makroskopisch erkennbaren Abnormititen; sofern ermittelt, ist die Anzahl der Kiimmerlinge
eines Wurfs anzugeben;

— Daten zu physischen Entwicklungsmerkmalen bei Jungtieren und sonstige Daten zur postnatalen Entwicklung:
physische Entwicklungsmerkmale, die erhoben wurden, sind zu begriinden;

— Daten zu funktionellen Beobachtungen an Jungtieren und Erwachsenen, soweit machbar;

— statistische Bearbeitung der Ergebnisse, soweit angebracht.

Diskussion der Ergebnisse.

Schlussfolgerungen einschlieBlich NOAEL-Werte fiir Auswirkungen bei Elterntieren und Nachkommen.
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B.42. SENSIBILISIERUNG DER HAUT: LOKALER LYMPHKNOTEN TEST

1. METHODE

Diese Priifmethode entspricht der OECD TG 429 (2002).

1.1 EINLEITUNG

Der lokale Lymphknoten test (local lymph node assay = LLNA) ist hinreichend validiert worden und kann
daher als eigenstiindige Methode akzeptiert werden (1)(2)(3). Damit steht eine zweite Methode zur Bewertung
des Hautsensibilisierungspotenzials von chemischen Stoffen bei Tieren zur Verfiigung. Die andere Priitmethode
(B.6), namentlich der Meerschweinchen-Maximierungstest und der Biihler-Test, stiitzt sich auf Tests am
Meerschweinchen (4).

Mit dem LLNA steht eine alternative Methode, zum Nachweis von Chemikalien mit hautsensibilisierenden
Eigenschaften zur Verfiigung. Ebenso wird diese Methode auch eingesetzt, um nachzuweisen, dass
Chemikalien kein signifikantes  Hautsensibilisierungspotenzial  besitzen konnen. Dies  bedeutet
notwendigerweise nicht, dass der LLNA zwingend in jedem Fall anstelle der Meerschweinchentests eingesetzt
werden muB. Vielmehr erweist sich der LLNA als gleichermaBlen wertvoller Test und kann als Alternative
gewihlt werden, bei der im Allgemeinen keine weitere Bestitigung von positiven wie auch negativen
Ergebnissen erforderlich ist.

Der LLNA bietet bestimmte Vorteile, was den wissenschaftlichen Fortschritt und Belange des Tierschutzes
angeht. Bei dem LLNA wird die Induktionsphase der Hautsensibilisierung untersucht, und der Test liefert
quantitative Daten fiir die Bewertung von Dosis-Wirkungsbeziehungen. Einzelheiten zur Validierung des
LLNA und ein Bericht iiber die Arbeit auf diesem Gebiet sind verdffentlicht worden (5)(6)(7)(8). Zudem ist
festzustellen, dass die leichten/mittelgradigen  Sensibilisatoren, die als zweckmiiBige positive
Kontrollsubstanzen fiir die Tests am Meerschweinchen empfohlen werden, auch fiir den LLNA geeignet sind

(6)(8)(9).

Beim LLNA handelt es sich um eine In-vivo-Methode. Das bedeutet, dass die kontaktsensibilisierenden
Eigenschaften weiterhin an Tieren bewertet werden, allerdings kann deren Anzahl meist reduziert werden. Es
kommt hinzu, dass der LLNA eine substanzielle Verfeinerung der Priifung auf Hautsensibilisierung darstellt.
Der LLNA beruht auf Uberlegungen, dass withrend der Induktionsphase der Sensibilisierung immunologische
Reaktionen durch chemische Stoffe ausgeldst werden. Anders als beim Meerschweinchentest wird beim LLNA
keine Provokationsbehandlung  durchgefiihrt. AuBlerdem wird beim LLNA im Gegensatz zum
Meerschweinchen-Maximierungstest auf den Einsatz eines Adjuvans verzichtet.—Beim LLNA erleiden die
Versuchstiere weniger Qualen. Trotz der Vorteile, die der LLNA gegeniiber den herkommlichen Tests am
Meerschweinchen aufweist, sollte nicht verkannt werden, dass er auch mit gewissen Einschriinkungen behaftet
ist, die die Verwendung eines traditionellen Meerschweinchentests erforderlich machen koénnen (z. B. falsch
negative Ergebnisse bei bestimmten Metallen, falsch positive Resultate bei bestimmten hautreizenden Stoffen)

(10).

Siehe auch Allgemeine Einleitung — Teil B.
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1.2 PRINZIP DER PRUFMETHODE

Der LLNA beruht auf dem Prinzip, dass sensibilisierende Stoffe eine primiire Lymphozytenproliferation im
drainierenden Lymphknoten an der Stelle der Applikation des chemischen Stoffes induzieren. Die Proliferation
verliduft proportional zur applizierten Dosis (und zur Wirksamkeit des Allergens) und bietet sich als einfache
Moglichkeit an, eine objektive quantitative Messung der Sensibilisierung zu erhalten. Mit Hilfe des LLNA wird
die Proliferation als Dosiswirkungs-Beziehung bewertet. Zu diesem Zweck wird die Proliferation in den
Testgruppen mit der in den mit Vehikel behandelten Gruppen verglichen. Der als Stimulationsindex bezeichnete
Proliferationsquotient zwischen den Testgruppen und den mit Vehikel behandelten Gruppen wird ermittelt und
muss mindestens Drei betragen, ehe eine Priifsubstanz fiir eine weitere Bewertung als potenzieller
Hautsensibilisator infrage kommt. Die hier beschriebenen Methoden beruhen auf der Nutzung der radioaktiven
Markierung zur Messung der Zellproliteration. Allerdings kann man sich bei der Bewertung der Proliferation
auch auf andere Endpunkte stiitzen, sofern dies gerechtfertigt und entsprechend wissenschaftlich begriindet ist.
Dazu gehdren auch vollstindige Zitate und die Beschreibung der Methodik.

1.3 BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
1.3.1 Vorbereitungen
1.3.1.1 Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Die Tiere sollen einzeln gehalten werden. Die Temperatur im Versuchstierraum soll 22 °C (+ 3 °C) betragen.
Obwohl die relative Luftfeuchtigkeit mindestens 30% betragen und zu anderen Zeiten als wihrend der
Reinigung vorzugsweise nicht iiber 70% liegen soll, ist ein Wert von 50-60% anzustreben. Der Raum soll
kiinstlich beleuchtet sein, wobei die Beleuchtung im 12-Stunden-Rhythmus ein- und ausgeschaltet werden soll.
An die Versuchstiere kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte
Trinkwasserversorgung zu gewiihrleisten ist.

1.3.1.2 Vorbereitung der Versuchstiere

Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewihlt, zwecks Identifizierung markiert (aber nicht am Ohr) und fiir
die Dauer von mindestens 5 Tagen vor Versuchsbeginn in ihren Kiifigen gehalten, damit sie sich an die
Laborbedingungen gewohnen konnen. Vor Behandlungsbeginn werden alle Tiere auf sichtbare
Hautverletzungen untersucht.

1.3.2 Versuchsbedingungen
1.3.2.1 Versuchstiere

Fiir diesen Test ist die Maus die Spezies der Wahl, wobei junge erwachsene weibliche Miuse (CBA/Ca- bzw.
CBA/J-Stamm) verwendet werden, die weder geworfen haben noch trichtig sind. Bei Versuchsbeginn sollen
die Tiere 8-12 Wochen alt sein, die Gewichtsunterschiede minimal sein und 20 % des mittleren Gewichts nicht
libersteigen. Tests an anderen Stiimmen und minnlichen Tieren kénnen erfolgen, wenn anhand von hinlidnglich
groBen  Datenangaben nachgewiesen werden kann, dass keine signifikanten stamm-  oder
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Reaktion auf den LLNA bestehen.

1.322 Uberpriifung der Zuverlissigkeit

Anhand von positiven Kontrollen wird die ordnungsgemiile Durchfithrung des Tests und die Fihigkeit des
Labors nachgewiesen, den Test erfolgreich durchzufiihren. Die positive Kontrolle soll eine positive Reaktion
auf den LLNA bei einem Expositionsniveau hervorrufen, das einen Anstieg des Stimulationsindex (SI >3 im
Vergleich zur negativen Kontrollgruppe) bewirkt. Die positive Kontrolldosis soll so gewiihlt werden, dass die
Induktion deutlich, aber nicht exzessiv ist. Bevorzugte Stoffe sind Hexylcinnaminaldehyd (CAS-Nr. 101-86-0),
EINECS-Nr. 202-983-3) und Mercaptobenzothiazol (CAS-Nr. 149-30-4, EINECS-Nr. 205-736-8). Unter
bestimmten Umstinden konnen in ausreichend begriindeten Fillen andere Kontrollsubstanzen eingesetzt
werden, die den genannten Kriterien entsprechen. Obwohl iiblicherweise fiir jeden Test eine positive
Kontrollgruppe erforderlich ist, konnen die Priiflabors unter Umstinden auf bereits vorhandene positive
Kontrolldaten zuriickgreifen, die belegen, dass eine zufrieden stellende Reaktion iiber einen Zeitraum von
mindestens sechs Monaten durchgiingig gegeben ist. In diesen Fiillen konnten Tests mit positiven Kontrollen in
groferen Abstiinden ausreichen, wobei zwischen zwei Tests nicht mehr als sechs Monate liegen sollen. Zwar
soll die positive Kontrollsubstanz in dem Vehikel gepriift werden, von dem bekannt ist, dass es eine gleich
bleibende Reaktion hervorruft (z. B. Aceton/Olivendl), doch kénnen aufgrund bestimmter zulassungsrechtlicher
Anforderungen auch Tests in einem Nichtstandard-Vehikel (klinisch/chemisch relevante Zubereitung)
erforderlich sein. In diesen Fillen soll die mégliche Interaktion einer positiven Kontrolle mit diesem uniiblichen
Vehikel gepriift werden.
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1.323 Anzahl der Versuchstiere, Dosierungen und Auswahl des Vehikels

Mindestens vier Tiere pro Dosisgruppe mit jeweils mindestens drei Konzentrationen der Priifsubstanz werden
bendtigt; zusiitzlich braucht man eine negative Kontrollgruppe, die nur mit dem Vehikel fiir die Priifsubstanz
behandelt wird, und gegebenenfalls auch eine positive Kontrolle. Sofern Daten auf Einzeltierbasis erhoben
werden sollen, werden mindestens fiinf Tiere pro Dosierungsgruppe bendtigt. AuBer der Behandlung mit
Priifsubstanz sollen die Tiere in den Kontrollgruppen genauso behandelt werden wie die Tiere in den
Behandlungsgruppen.

Die Auswahl der Dosierung und des Vehikels soll anhand der Empfehlungen im Literaturhinweis (1) erfolgen.
Fiir die Dosierungen werden folgende abgestufte Konzentrationen gewihlt: 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%,
1%, 0,5% usw. Vorhandene Angaben iiber die akute Toxizitit und Hautreizung sollten bei der Festlegung von
drei aufeinander folgenden Konzentrationen beriicksichtigt werden, so dass bei der hochsten Konzentration
einerseits die Exposition maximiert und andererseits eine systemische Toxizitit und eine iibermifiige lokale
Hautreizung vermieden wird (2)(11).

Das Vehikel sollte so gewiihlt werden, dass die Testkonzentrationen und die Loslichkeit maximiert und
gleichzeitig eine fiir das Applizieren der Priifsubstanz geeignete Losung/Suspension hergestellt werden kann.
Vorzugsweise werden folgende Vehikel in der genannten Reihenfolge eingesetzt: Aceton/Olivendl (4:1, v/v),
Dimethylformamid, Methylethylketon, Propylenglycol und Dimethylsulfoxid (2)(10), wobei auch andere
Vehikel verwendet werden kénnen, sofern dies hinlinglich wissenschaftlich begriindet wird. Unter bestimmten
Umstiinden muss moglicherweise ein klinisch relevantes Losungsmittel oder die handelsiibliche Zubereitung,
die die Priifsubstanz enthiilt, als zusitzliche Kontrolle genutzt werden. Besondere Sorgfalt sollte darauf
verwendet werden zu gewiihrleisten, dass in das Vehikelsystem hydrophile Stotfe eingearbeitet werden, die die
Haut befeuchten und nicht sofort ablaufen. Folglich sind vollstindig wissrige Vehikel zu vermeiden.

1.33 Priifmethode
1.3.3.1 Versuchsplan
Der Versuchsplan ist wie folgt:

o  Tugl:
Jedes Tier wird einzeln gekennzeichnet und gewogen und das Gewicht protokolliert. Es werden 25 ul der
Priifsubstanz in der jeweiligen Verdiinnung, des Vehikels alleine bzw. (gegebenenfalls) der positiven
Kontrolle offen auf die Riickseite jedes Ohrs appliziert.

o  Tag2und3:
Die am Tag | durchgefiihrte Applikationsprozedur wird wiederholt.

o Tag4undS:
Keine Behandlung.

. Tag 6:
Jedes Tier wird gewogen und das Gewicht protokolliert. Es werden 250 ul phosphatgeputferte
Kochsalzlésung (PBS) mit 20 pCi (7,4E + 8Bq) von 3]—I—]\/lethylthymidin in die Schwanzvenen der Miuse
in den Test- und Kontrollgruppen injiziert, oder es kénnen auch. 250 uLL PBS mit 2 uCi (7,4E + 7Bq) von
125I—I()dde()xyuridin und 10° M Fluordeoxyuridin injiziert werden.

Fiinf Stunden spiter werden die Tiere getdtet. Die drainierenden aurikuliren Lymphknoten werden
entfernt und fiir jede der Versuchsgruppen in PBS gepoolt (Methode der gepoolten Behandlungsgruppe);
wahlweise konnen die Lymphknoten einzelner Tiere paarweise entfernt und fiir jedes Tier in PBS gepoolt
werden (Einzeltiermethode). Weitere Einzelheiten und Diagramme der Lymphknotenidentifizierung und
-dissektion sind Anhang 1 zum Literaturhinweis 10 zu entnehmen.
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1.3.3.2 Herstellung der Zellsuspensionen

Durch vorsichtigen mechanischen Aufschluss in einem Edelstahlfilter (Maschenweite: 200 um) wird eine
einzige Zellsuspension aus den Lymphknotenzellen (LKZ) der gepoolten Behandlungsgruppen bzw. aus den
einzelnen Tieren paarweise entnommenen LKZ hergestellt. Die Lymphknotenzellen werden zweimal mit einem
Uberschuss an PBS gewaschen und bei 4 °C 18 Stunden lang mit 5%iger Trichloressigsiure (TCA) ausgefillt.
Die Pellets werden entweder in | ml TCA resuspendiert und in Szintillationsfldschchen eingetragen, die 10 ml

einer Szintillationsfliissigkeit fiir die 3H—Ziihlung enthalten, oder direkt in Gammazihler zur 125I—Bestimmung
liberfiihrt.

1.33.3 Bestimmung der Zellproliferation (aufgenommenen Radioaktivitdt)

Die Aufnahme von 3H—Methylthymidin wird mittels B-Szintillationszihlung als Zerfallsereignisse pro Minute
(disintegrations per minute = DPM) gemessen. Die Aufnahme von 125l—Ioddeoxyuridin wird mittels IZSI—Zéihlung
bestimmt und ebenfalls als DPM angegeben. In Abhiingigkeit von der genutzten Methode wird die Aufnahme
als DPM pro Behandlungsgruppe (Methode der gepoolten Behandlungsgruppe) oder als DPM pro Tier
(Einzeltiermethode) angegeben.

1.334 Beobachtungen
1.3.3.4.1 Klinische Beobachtungen

Einmal tiiglich sollten die Tiere sorgfiiltig auf klinische Zeichen, d. h. lokale Reizung an der Applikationsstelle
oder auf systemische Toxizitit, untersucht werden. Simtliche Beobachtungen werden systematisch in
Einzelprotokollen dokumentiert, die fiir jedes Tier gefiihrt werden.

1.3342 Kérpergewicht

Im Abschnitt 1.3.3.1 wurde bereits ausgefiihrt, dass das Kérpergewicht der einzelnen Tiere zu Versuchsbeginn
und zum Zeitpunkt der Totung der Tiere laut Versuchsplan ermittelt werden soll.

1.34 Berechnung der Ergebnisse

Die Ergebnisse werden als Stimulationsindex (SI) angegeben. Bei Einsatz der Methode mit der gepoolten
Behandlungsgruppe erhiilt man den SI, indem die fiir jede Behandlungsgruppe ermittelte Gesamtaufnahme an
Radioaktivitit durch die Aufnahme in der gepoolten Vehikel-Kontrollgruppe dividiert wird; dadurch erhilt man
den mittleren SI. Bei Anwendung der Einzeltiermethode ergibt sich der SI durch Teilen der mittleren DPM pro
Tier innerhalb jeder Behandlungsgruppe und der Positivkontrollgruppe durch die mittleren DPM pro Tier fiir
die Vehikelkontrollgruppe. Der durchschnittliche SI betriigt fiir die mit Vehikel behandelten Kontrollen
demnach 1.

Wird zur Berechnung des SI die Einzeltiermethode herangezogen, kann eine statistische Analyse der Daten
durchgefiihrt werden. Bei der Auswahl einer geeigneten Methode fiir die statistische Analyse sollte sich der
Priifer moglicher ungleicher Varianzen und anderer damit zusammenhiingender Probleme stets bewusst sein,
denn diese erfordern unter Umstiinden eine Datentransformation oder ein nichtparametrisches statistisches
Verfahren. Ein angemessener Ansatz zur Interpretation der Daten besteht darin, alle Einzeldaten der
behandelten und der mit Vehikel behandelten Kontrollen auszuwerten und daraus die am besten angepasste
Dosis-Reaktions-Kurve abzuleiten, wobei die Vertrauensgrenzen zu beriicksichtigen sind (8)(12)(13). Jedoch
sollte der Priifer autf mogliche ,,Ausreiler”*- Reaktionen bei einzelnen Tieren innerhalb einer Gruppe achten, die
unter Umstiinden die Verwendung eines anderen Gradmessers fiir die Reaktion (2. B. Median anstelle des
Mittelwerts) oder die Eliminierung des ,,Ausreiflers™ erforderlich machen.

Der Entscheidungsprozess hinsichtlich einer positiven Reaktion umfasst einen Stimulationsindex von 23 sowie
die Beriicksichtigung der Dosiswirkung und gegebenentalls auch der statistischen Signifikanz (3)(6)(8)(12)(14).

Sofern Klirungsbedarf in Bezug auf die Ergebnisse besteht, sollten die verschiedenen Eigenschaften der
Priifsubstanz beachtet werden, wobei es unter anderem zu kliren gilt, ob ein struktureller Zusammenhang mit
bekannten Hautsensibilisatoren besteht, ob sie eine iibermiiig starke Hautreizung hervorruft und wie die
festgestellte Art der Reaktion beziiglich der Dosis ist. Diese und weitere Aspekte werden an anderer Stelle
ausfiihrlich erortert (7).
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2 DATEN

Die Daten sollten in tabellarischer Form zusammengetfasst werden und sowohl den Mittelwert und die
DPM-Einzelwerte als auch die Stimulationsindizes fiir die einzelnen Dosierungsgruppen (einschlielich der mit
Vehikel behandelten Kontrollgruppe) umtassen.

3 BERICHTERSTATTUNG

PRUFBERICHT
Der Priitbericht sollte folgende Angaben enthalten:
Priifsubstanz:

— Angaben zur Identitit (z. B. CAS-Nummer, falls vorhanden; Bezugsquelle; Reinheit; bekannte
Verunreinigungen; Chargennummer);

— physikalische Beschaffenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B. Fliichtigkeit, Stabilitiit,
Loslichkeit);

— bei Mischungen Zusammensetzung und relative Anteile der Bestandteile in Prozent.

Vehikel:

— Angaben zur Identitiit [Reinheit; (gegebenenfalls) Konzentration; Einsatzvolumen|;
— Begriindung der Auswahl des Vehikels.

Versuchstiere:

— verwendeter Miusestamm;

— mikrobiologischer Status der Tiere, sofern bekannt;
— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.

Priifbedingungen:

— Angaben zur Herstellung und Applikation der Priifsubstanz;

— Begriindung der gewiihlten Dosierung mit Ergebnissen des eventuell durchgefiihrten Dosisfindungstests;
Konzentrationen des Vehikels und der Priifsubstanz sowie Gesamtmenge der applizierten Substanz;

— Angaben zur Futter- und Wasserqualitiit (einschlieBlich Art/Herkunft des Futters, Herkunft des Wassers).

Zuverlissigkeitspriifung:

— zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der letzten Zuverlissigkeitspriifung mit Angaben zu
verwendeten Substanzen, Konzentrationen und Vehikel;
— {ibereinstimmende und/oder friihere positive und negative Kontrolldaten tiir das Priitlabor.

Ergebnisse:

— Gewicht der einzelnen Tiere bei Beginn der Priifung und zum Zeitpunkt der Totung gemil Versuchsplan;

tabellarische Darstellung der mittleren (Methode der gepoolten Behandlungsgruppe) oder individuellen

(Einzeltiermethode) DPM-Werte sowie die Bandbreite beider Methoden und der Stimulationsindizes fiir die

einzelnen Dosierungsgruppen (einschlieBlich der mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe):

— gegebenenfalls statistische Analyse;

— zeitlicher Verlauf des Einsetzens der Toxizitit und Anzeichen der Toxizitit, einschlieflich einer méglichen
Hautreizung an der Applikationsstelle, bei jedem Tier.

Diskussion der Ergebnisse:

— kurze Auswertung der Ergebnisse, der Dosiswirkungdbeziehung und gegebenenfalls statistische Analysen
mit Schlussfolgerungen zur Frage, ob die Priitsubstanz als Hautsensibilisator eingestuft werden soll.
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B.43. PRUFUNG AUF NEUROTOXIZITAT BEI NAGETIEREN

METHODE
Diese Methode entspricht der OECD TG 424 (1997).

Diese Priifmethode wurde zur Gewinnung von Informationen entwickelt, die bendtigt werden, um die potenzielle
Neurotoxizitit von Chemikalien bei ausgewachsenen Tieren zu bestitigen oder niher zu charakterisieren. Sie kann
entweder mit bestehenden Testmethoden fiir Priifungen auf Toxizitiit bei wiederholter Verabreichung kombiniert oder als
Einzelstudie durchgetiihrt werden. Es wird empfohlen, das OECD Guidance Document on Neurotoxicity Testing Strategies
and Methods (1) als Hilfe hinzuzuziehen, wenn auf der Basis dieser Priifmethode Studien entwickelt werden. Dies ist
besonders dann wichtig, wenn Anderungen der fiir die routinemiBige Anwendung dieser Methode empfohlenen
Beobachtungen und Testverfahren in Betracht gezogen werden. Das Guidance Document wurde erarbeitet, um die
Auswahl abweichender Testverfahren fiir spezitische Anwendungsbedingungen zu vereinfachen.

Die Beurteilung einer Entwicklungs-Neurotoxizitit ist nicht Ziel dieser Methode.

EINLEITUNG

Bei der Beurteilung und Bewertung der toxischen Eigenschaften von Chemikalien muss das Potenzial fiir neurotoxische
Wirkungen beriicksichtigt werden. Die Priifmethode fiir systemische Toxizitit bei wiederholter Verabreichung umfasst
bereits Untersuchungen mit denen auf potenzielle Neurotoxizitit getestet wird. Diese Priifmethode kann zur Entwicklung
einer Studie eingesetzt werden, die zu weiteren Informationen {iber neurotoxische Wirkungen fiihrt, die bei den Studien zur
systemischen Toxizitiit bei wiederholter Verabreichung beobachtet wurden, oder diese Wirkungen bestiitigt. Uberlegungen
zur potenziellen Neurotoxizitiit bestimmter Chemikalienklassen kdnnen jedoch zu der Vermutung fiihren, dass mit Hilfe
dieser Methode eine zweckmiiligere Auswertung moglich ist, auch wenn vorherige Studien zur systemischen Toxizitiit bei
wiederholter Verabreichung nicht auf eine potenzielle Neurotoxizitit dieser Chemikalien hingewiesen haben.
Anhaltspunkte fiir Uberlegungen dieser Art kdnnen beispielsweise sein:

¢ Beobachtung neurologischer Anzeichen oder neuropathologische Befunde bei anderen Toxizitétsstudien als
Studien zur systemischen Toxizitiit bei wiederholter Verabreichung oder

« strukturelle Verwandtschaft mit bekannten neurotoxischen Substanzen oder sonstige Informationen, durch die sie
mit diesen in Verbindung gebracht werden.

Dariiber hinaus sind weitere Fille vorstellbar, in denen die Anwendung dieser Priifmethode sinnvoll ist (siehe
Literaturhinweis (1)).

Bei der Entwicklung dieser Methode wurde darauf geachtet, dass sie an spezielle Anforderungen angepasst werden kann,
um die spezifische histopathologische und verhaltensbezogene Neurotoxizitiit einer Chemikalie zu bestitigen und eine
Charakterisierung und Quantifizierung der neurotoxischen Wirkungen zu erméglichen.

In der Vergangenheit wurde Neurotoxizitit mit Neuropathie in Form von neuropathologischen Befunden oder
neurologischen Funktionsstorungen wie Krimpfen, Lihmungen oder Tremor gleichgesetzt. Neuropathie ist eine wichtige
Ausprigung einer neurotoxischen Wirkung; heute ist jedoch unstrittig, dass noch viele weitere Anzeichen toxischer
Wirkungen auf das Nervensystem in Betracht kommen (z. B. Verlust der motorischen Koordination, sensorische Defizite,
Funktionsstérungen hinsichtlich Lerntihigkeit und Gediichtnis), die in der Neuropathie oder in anderweitigen Studien
eventuell nicht beriicksichtigt werden.

Diese Methode zur Priifung auf Neurotoxizitit wurde fiir die Erkennung deutlicher verhaltensbezogener und neuro-
pathologischer Wirkungen bei ausgewachsenen Nagetieren entwickelt. Verhaltensbezogene Wirkungen konnen einen
schiidlichen Einfluss auf den Organismus widerspiegeln, selbst wenn keine morphologischen Veriinderungen auftreten,
nicht aber alle Verhaltensinderungen sind fiir das Nervensystem spezifisch. Daher sollen alle beobachteten Anderungen im
Zusammenhang mit korrelierenden histopathologischen, hiimatologischen oder biochemischen Daten sowie mit Daten zu
anderen Arten systemischer Toxizitit ausgewertet werden. Die Untersuchungen, die bei dieser Methode erforderlich sind
zur Charakterisierung und Quantifizierung der neurotoxischen Wirkungen, beinhalten spezifische histopathologische und
verhaltensbezogene Verfahren, die durch elektrophysiologische und/oder biochemische Untersuchungen (1)(2)(3)(4) weiter
unterstiitzt werden kdnnen.
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Innerhalb des Nervensystems kdnnen neurotoxische Stoffe iiber eine Vielzahl von Mechanismen und auf eine Anzahl
verschiedener Zielgewebe wirken. Da keine einzelne Versuchsreihe in der Lage ist, das neurotoxische Potenzial simtlicher
Substanzen umfassend zu testen, kann der Einsatz weiterer in-vivo- oder in-vitro-Tests erforderlich sein, die fiir den
beobachteten oder erwarteten Typ einer Neurotoxizitit spezifisch sind.

Diese Priifmethode kann auch in Verbindung mit den Hinweisen im OECD Guidance Document on Neurotoxicity Testing
Strategies and Methods (1) fiir die Entwicklung von Studien verwendet werden, welche die Dosis-Wirkungs-
Quantifizierung niher charakterisieren oder ihre Empfindlichkeit erhdhen sollen, um eine Dosis ohne beobachtete
schiidliche Wirkungen (NOAEL) besser abschiitzen oder bekannte oder vermutete Gefahren einer Chemikalie bestitigen zu
koénnen. Beispielsweise konnen Studien entwickelt werden, die zur Ermittlung und Beurteilung der neurotoxischen
Mechanismen oder zur Ergidnzung der aus der Anwendung grundlegender verhaltensbezogener und neuropathologischer
Beobachtungsverfahren bereits gewonnenen Daten dienen. Derartige Studien sollen keine Daten replizieren, die bei der
Anwendung der in dieser Methode empfohlenen Standardverfahren gewonnen wiirden, wenn entsprechende Daten bereits
vorliegen und nicht als erforderlich fiir die Interpretation der Ergebnisse der Studie angesehen werden.

Diese Priifung auf Neurotoxizitit fiihrt, sowohl fiir sich allein als auch in Kombination mit anderen Studien, zu
Informationen,

* mit denen beurteilt werden kann, ob das Nervensystem durch die getestete Chemikalie dauerhaft oder reversibel
geschidigt wird,

* die dazu beitragen konnen, die Veriinderungen des Nervensystems zu charakterisieren, die mit der Exposition
gegeniiber der Chemikalie in Verbindung stehen, und die zugrunde liegenden Mechanismen zu verstehen und

¢ die helfen konnen, den Zusammenhang zwischen Dosis/Zeit und Dosis/Wirkung zu bestimmen, um eine Dosis
ohne beobachtete schidliche Wirkungen (NOAEL) abzuschiitzen (die dann fiir die Festlegung von
Sicherheitskriterien fiir die betreffende Chemikalie genutzt werden kann).

Bei dieser Priitmethode wird die Testsubstanz oral verabreicht. Andere Verabreichungswege (z.B. dermal oder inhalativ)
kénnen besser geeignet sein und eine Modifizierung der empfohlenen Verfahren erforderlich machen. Uberlegungen zur
Wahl des Verabreichungswegs sind vom menschlichen Expositionsprofil und von den verfiigbaren toxikologischen oder
kinetischen Informationen abhiingig.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Schadliche Wirkung: Jede behandlungsbedingte Abweichung von den Basiswerten, welche die Fihigkeit eines
Organismus herabsetzt, zu iiberleben, sich zu vermehren oder sich an die Umgebung anzupassen.

Dosis: Verabreichte Menge der Testsubstanz; die Dosis wird als Gewicht (g, mg), als Gewicht der Testsubstanz pro
Gewichtseinheit des Versuchstiers (z.B. mg/kg) oder als konstante Konzentration in der Nahrung (ppm) angegeben.

Dosierung: Ein genereller Begriff, der sich aus Dosis, Hiufigkeit und Dauer der Verabreichung zusammensetzt.

Neurotoxizitiat: Schiidliche Veridnderung der Struktur oder Funktion des Nervensystems, die infolge der Exposition
gegeniiber einem chemischen, biologischen oder physikalischen Agens entsteht.

Neurotoxisches Agens: Jedes chemische, biologische oder physikalische Agens, das neurotoxisch wirken kann.

NOAEL: ist die Abkiirzung fiir ,,No-Observed-Adverse-Effect Level* (Dosis ohne beobachtete schiidigende Wirkung);
entspricht der hochsten Dosis, bei der keine behandlungsbedingten schiidigenden Wirkungen festgestellt werden.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Testchemikalie wird bei oralem Applikationsweg in einer Reihe von Dosierungen mehreren Gruppen von Labor-
Nagetieren verabreicht. In der Regel ist eine wiederholte Gabe erforderlich, wobei der Dosierungszeitplan 28 Tage, 90
Tage (subchronisch) oder 1 Jahr und mehr (chronisch) abdecken kann. Das fiir diese Priifmethode beschriebene Verfahren
kann auch fiir eine Studie zur akuten Neurotoxizitit angewandt werden. Durch die Tests an den Versuchstieren soll die
Erkennung oder Charakterisierung von verhaltensbezogenen und/oder neurologischen Anomalien ermdglicht werden. In
jedem Beobachtungszeitraum wird eine Reihe von Verhaltensmerkmalen beurteilt, die durch ein neurotoxisches Agens
beeintriichtigt werden konnten. Am Ende des Versuchs wird aus jeder Gruppe eine Teilmenge von Tieren beiderlei
Geschlechts in situ mittels Perfusion fixiert, und es werden Gewebechnitte von Gehirn, Riickenmark und peripheren
Nerven angefertigt und untersucht.
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1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

Wenn die Untersuchung als Einzelstudie durchgefiihrt wird, um eine Priifung auf Neurotoxizitiit durchzufiihren oder um
neurotoxische Wirkungen 7u charakterisieren, konnen die Tiere in jeder Gruppe, die nicht fiir eine Perfusionsfixation und
anschlieBende  Histopathologie verwendet werden (sieche Tabelle 1), fiir spezifische verhaltensbezogene,
neuropathologische, neurochemische oder elektrophysiologische Verfahren eingesetzt werden, die als Ergiinzung zu den
Daten dienen konnen, die bei den fiir diese Methode erforderlichen Standarduntersuchungen gewonnen wurden (1). Diese
erginzenden Verfahren kénnen dann besonders niitzlich sein, wenn empirische Beobachtungen oder erwartete Wirkungen
auf einen spezifischen Typ oder ein spezifisches Zielgewebe fiir die Neurotoxizitit einer Chemikalie hindeuten. Alternativ
konnen die verbleibenden Tiere fiir Auswertungen verwendet werden, wie sie bei Priifmethoden an Nagetieren zur Priifung
der Toxizitiit bei wiederholter Verabreichung erforderlich sind.

Wenn die Verfahren dieser Priifmethode mit denen anderer Priifungen kombiniert werden, muss die Anzahl der
Versuchstiere ausreichend grof3 sein, um die Anforderungen fiir die Untersuchungen beider Studien zu erfiillen.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE
Auswahl der Tierspezies

Die bevorzugte Nagetierspezies ist die Ratte, es konnen aber bei entsprechender Begriindung auch andere Speries
verwendet werden. Es sind junge, gesunde, ausgewachsene Tiere iiblicher Laborstimme zu verwenden. Die weiblichen
Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch trichtig sein. Die Verabreichung soll normalerweise so bald wie méglich
nach der Entwohnung beginnen, vorzugsweise spitestens im Alter von sechs Wochen, in jedem Fall aber vor dem Alter
von neun Wochen. Wenn diese Studie allerdings mit anderen Studien kombiniert wird, miissen diese Altersanforderungen
eventuell angepasst werden. Zu Beginn der Studie sollen die Gewichtsunterschiede zwischen den Tieren + 20 % des
geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts nicht {iberschreiten. Wenn eine kurzzeitige Studie mit wiederholter
Verabreichung als Vorstudie fiir eine Langzeitstudie durchgefiihrt wird, sollen bei beiden Studien Tiere des gleichen
Stamms und derselben Herkunft verwendet werden.

Haltung und Fiitterung

Die Temperatur im Versuchstierraum soll 22 °C (+ 3 °C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit soll mindestens 30 %
betragen und aufler withrend der Reinigung vorzugsweise nicht iiber 70 % liegen; anzustreben ist ein Wert von 50-60 %.
Die Beleuchtung soll kiinstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollen sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln.
Kurzzeitige laute Geridusche sollen auf ein Minimum reduziert werden. An die Versuchstiere kann herkdommliches
Laborfutter vertiittert werden, wobei eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu gewiihrleisten ist. Die Auswahl des
Futters wird eventuell dadurch beeinflusst, dass eine geeignete Beimischung der Testsubstanz sichergestellt werden muss,
wenn die Testsubstanz auf diese Art verabreicht werden soll. Die Tiere konnen entweder einzeln oder in kleinen
gleichgeschlechtlichen Gruppen in Kiifigen untergebracht werden.

Vorbereitung der Versuchstiere

Fiir die Behandlungs- und Kontrollgruppen werden gesunde Jungtiere nach Zufallskriterien ausgewiihlt. Die Kiifige sollen
so angeordnet werden, dass etwaige Einfliisse der Kifigplatzierung minimiert werden. Die Tiere werden eindeutig
gekennzeichnet und fiir eine Dauer von mindestens 5 Tagen vor Versuchsbeginn in ihren Kifigen gehalten, damit sie sich
an die Laborbedingungen gewthnen kénnen.

Verabreichungsweg und Vorbereitung der Testsubstanz

Diese Priifmethode behandelt ausdriicklich die orale Verabreichung der Testsubstanz. Die orale Verabreichung kann per
Sondenfiitterung (gavage), im Futter, im Trinkwasser oder in Form von Kapseln erfolgen. Andere Verabreichungswege (z.
B. dermal oder inhalativ) konnen ebenfalls verwendet werden, machen aber eventuell eine Moditizierung der empfohlenen
Verfahren erforderlich. Die Wahl des Verabreichungswegs ist vom zu erwartenden menschlichen Expositionsprofil und
von den verfiigbaren toxikologischen oder kinetischen Informationen abhiingig. Die Entscheidung fiir einen geeigneten
Verabreichungsweg sowie entsprechende Anderungen der Verfahrensweisen bei dieser Priifmethode sind zu begriinden.

Im Bedarfsfall kann die Testsubstanz geldst oder in einem geeigneten Vehikel suspendiert werden. Es wird empfohlen,
zunichst die Verwendung einer wiissrigen Losung/Suspension in Betracht zu ziehen, dann eine Losung/Suspension in Ol
(z. B. Maisol) und erst an dritter Stelle eine Losung/Suspension in einem anderen Vehikel. Die toxischen Eigenschaften des
Vehikels miissen bekannt sein. Dariiber hinaus sollen die folgenden Eigenschaften des Vehikels beriicksichtigt werden:
Wirkungen des Vehikels auf Absorption, Verteilung, Verstoffwechslung oder Retention der Testsubstanz, durch die sich
ihre toxischen Eigenschaften iindern kénnen, sowie Wirkungen auf den Futter- oder Trinkwasserverzehr oder den
Ernihungszustand der Tiere.
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VERSUCHSDURCHFUHRUNG
Anzahl und Geschlecht der Tiere

Wenn die Untersuchung als Einzelstudie durchgefiihrt wird, sind mindestens 20 Tiere (10 weibliche und 10 miinnliche
Tiere) in jeder Dosierungs- und Kontrollgruppe zur Auswertung der detaillierten klinischen und funktionsbezogenen
Beobachtungen einzusetzen. Mindestens fiinf minnliche und fiinf weibliche Tiere, die aus diesen zehn miinnlichen und
zehn weiblichen Tieren ausgewiihlt wurden, sollen am Ende der Studie in situ mittels Perfusion fixiert und fiir eine
ausfiihrliche Neurohistopathologie verwendet werden. In Fillen wo nur eine begrenzte Anzahl von Tieren in einer
bestimmten Dosierungsgruppe Anzeichen fiir neurotoxische Wirkungen zeigen, sollte erwogen werden, diese Tiere
gleichfalls in die Gruppe der ftiir die Perfusionsfixation ausgewiihlten Tiere autzunehmen. Wenn die Studie in Verbindung
mit einer Priifung auf Toxizitit bei wiederholter Verabreichung durchgefiihrt wird, sollte die Anzahl der Versuchstiere
grofl genug sein, um die Zielvorgaben beider Studien erfiillen zu konnen. Die Mindestzahl der Tiere pro Gruppe ist in
Tabelle 1 fiir verschiedene Kombinationen von Studien angegeben. Wenn zwischenzeitliche Toétungen oder
Erholungsgruppen zur Beobachtung von Reversibilitiit, Persistenz oder verzégertem Auftreten von toxischen Wirkungen
nach der Behandlung vorgesehen sind oder wenn erginzende Untersuchungen erwogen werden, sollte die Anzahl der
Versuchstiere erhoht werden, um zu gewiihrleisten, dass geniigend Tiere zur Beobachtung und fiir die Histopathologie zur
Verfiigung stehen.

Behandlungs- und Kontrollgruppe

Es sollen mindestens drei Dosierungsgruppen und eine Kontrollgruppe eingesetzt werden; wenn aber angesichts der
Beurteilung anderer Daten bei einer wiederholten Dosis von 1.000 mg pro kg Kérpergewicht und Tag keine Wirkungen zu
erwarten sind, kann ein Limit-Test durchgefiihrt werden. Wenn keine geeigneten Daten zur Vertiigung stehen, kann als
Hilfe zur Ermittlung der zu verwendenden Dosierungen eine Dosisfindungsstudie durchgefiihrt werden. Abgesehen von der
Behandlung mit der Testsubstanz sollen die Tiere in der Kontrollgruppe unter identischen Bedingungen behandelt werden
wie die Versuchstiere in der Testgruppe. Wenn bei der Verabreichung der Testsubstanz ein Vehikel verwendet wird, sollte
die Kontrollgruppe die grofite verwendete Volumenmenge des Vehikels erhalten.

Uberprifung der Zuverlissigkeit

Das Labor, das die Untersuchung durchfiihrt, soll Daten vorlegen, die seine Befihigung zur Durchfiihrung der Studie sowie
die Empfindlichkeit der eingesetzten Verfahren belegen. Diese Daten sollen zeigen, dass Anderungen bei den
verschiedenen fiir die Beobachtung empfohlenen Endpunkten erkannt und quantifiziert werden kdnnen, z. B. autonome
Anzeichen, sensorisches Reaktionsvermdégen, Greitkraft der Extremitiiten und motorische Aktivitit. Informationen zu
Chemikalien, die neurotoxische Reaktionen verschiedener Art auslosen und als positive Kontrollsubstanzen eingesetzt
werden konnen, sind den Quellen 2 bis 9 zu entnehmen. Historische Kontrolldaten kdnnen verwendet werden, wenn die
wesentlichen Aspekte der Versuchsabliufe gleich bleiben. Eine regelmiilige Aktualisierung der historischen Kontrolldaten
wird empfohlen. Wenn ein wesentliches Element der Versuchsdurchfiihrung oder der Verfahrensweisen durch das
ausfiihrende Labor veriindert wurde, sollen neue Daten erarbeitet werden, welche die unveriinderte Empfindlichkeit der
Vertahren belegen.

Wahl der Dosierungen

Bei der Wahl der Dosierungen sollen zuvor ermittelte toxikologische und kinetische Daten beriicksichtigt werden, die fiir
die zu testende Verbindung oder verwandte Materialien zur Verfiigung stehen. Die hochste Dosis solle mit dem Ziel
gewiihlt werden, neurotoxische Wirkungen oder deutliche systemische toxische Wirkungen auszultsen. Anschlieflend soll
eine absteigende Folge von Dosierungsstufen ausgewiihlt werden, um dosisabhiingige Wirkungen und dies niedrigste Dosis
ohne zu beobachtende schiidliche Wirkungen (NOAEL) zu bestimmen. Grundsitzlich sollen die Dosierungen so gewiihlt
werden, dass primire toxische Wirkungen auf das Nervensystem von Wirkungen in Zusammenhang mit systemischer
Toxizitit unterschieden werden konnen. Hiufig sind zwei bis drei Intervalle das Optimum, und die Ergiinzung durch eine
vierte Testgruppe ist hidufig der Anwendung sehr langer Intervalle (d.h. groBer als Faktor 10) zwischen den
Verabreichungen vorzuziehen. Sofern eine realistische Expositionsabschiitzung fiir Menschen vorhanden ist, soll diese
ebenfalls beriicksichtigt werden.

Limit-Test

Wenn bei einer Untersuchung mit einer Dosierung von mindestens 1.000 mg pro kg Kérpergewicht und Tag bei
Anwendung der beschriebenen Verfahren keine neurotoxischen Wirkungen festzustellen und aufgrund der Daten fiir
strukturverwandte Verbindungen keine toxischen Wirkungen zu erwarten sind, ist eine vollstindige Untersuchung mit drei
Dosierungen eventuell nicht erforderlich. Je nach der fiir Menschen zu erwartenden Exposition kann die Verwendung einer
hoheren oralen Dosierung beim Limit-Test notwendig sein. Bei anderen Verabreichungsformen, z. B. Inhalation oder
dermale Applikation, wird der maximal erzielbare Expositionsgrad in vielen Fillen durch die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Testsubstanz bestimmt. Bei der Durchfithrung einer Studie zur akuten oralen Toxizitéit soll die Dosis fiir
einen Limit-Test mindestens 2.000 mg/kg betragen.
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1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Verabreichung der Dosen

Die Testsubstanz wird den Tieren mindestens 28 Tage lang, sieben Tage pro Woche, tiglich verabreicht. Wenn eine
Verabreichung an nur fiinf Tagen pro Woche oder eine kiirzere Expositionsdauer gewiihlt wird, muss dies begriindet
werden. Wenn die Testsubstanz per Sondenfiitterung verabreicht wird, soll dies in Form einer Einzeldosis iiber einen
Magenschlauch oder eine geeignete Intubationskaniile erfolgen. Welches Fliissigkeitsvolumen jeweils hochstens auf
einmal verabreicht werden kann, hingt von der Groe des Versuchstiers ab. Das Volumen soll 1 ml pro 100 g
Korpergewicht nicht {iberschreiten. Bei wiissrigen Losungen kann jedoch auch die Verwendung von bis zu 2 ml pro 100 g
Korpergewicht in Betracht gezogen werden. Auller bei reizenden oder itzenden Stoffen, die bei htheren Konzentration
normalerweise heftigere Wirkungen hervorrufen, sollen Veriinderungen des Testvolumens durch Anpassung der
Konzentration so minimiert werden, dass bei allen Dosierungen ein gleich bleibendes Volumen gewiihrleistet ist.

Bei Substanzen, die im Futter oder Trinkwasser verabreicht werden, ist es wichtig, sicherzustellen, dass die eingesetzte
Menge der Testsubstanz die normale Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeintriichtigt. Wenn die
Testsubstanz im Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Konzentration im Futter (ppm) oder eine konstante
Dosis, bezogen auf das Korpergewicht des Tieres, verwendet werden; die jeweils gewiihlte Verfahrensweise muss
angegeben werden. Bei Verabreichung der Priifsubstanz durch Sondentiitterung soll die Dosis jeden Tag zu dhnlichen
Zeiten gegeben und nach Bedarf angepasst werden, um bezogen auf das Korpergewicht der Tiere eine konstante Dosierung
einzuhalten. Wenn eine Priifung mit wiederholter Verabreichung als Vorbereitung zu einer Langzeituntersuchung
durchgefiihrt wird, soll bei beiden Studien ein fhnliches Futter verwendet werden. Bei Studien zur akuten Toxizitiit kann
die Dosis, sofern die Verabreichung als Einzeldosis nicht moglich ist, iiber einen Zeitraum von maximal 24 Stunden in
kleineren Teilmengen verabreicht werden.

BEOBACHTUNGEN
Hiufigkeit der Beobachtungen und Untersuchungen

Bei Priifungen mit wiederholter Verabreichung soll der Beobachtungszeitraum den gesamten Verabreichungszeitraum
abdecken. Bei Studien zur akuten Toxizitéit soll ein Zeitraum von 14 Tagen nach der Behandlung beobachtet werden. Bei
Tieren in Satelittengruppen , die wiihrend eines auf die Behandlung folgenden Zeitraums ohne Exposition gehalten werden,
sollen die Beobachtungen diesen Zeitraum ebentalls abdecken.

Die Beobachtungen sollen ausreichend hiufig erfolgen, damit verhaltensbezogene und/oder neurologische Anomalien mit
moglichst grofier Wahrscheinlichkeit erkannt werden. Die Beobachtungen sollen vorzugsweise jeden Tag zur gleichen
Uhrzeit erfolgen, wobei die Zeit der nach der Verabreichung erwarteten maximalen Wirkungen zu beriicksichtigen ist. Die
Hiutigkeit der klinischen Beobachtungen und Funktionstests ist in Tabelle 2 zusammengetasst. Wenn kinetische oder
andere Daten, die aus einer frilheren Studie gewonnen wurden, es notwendig erscheinen lassen, abweichende
Beobachtungs- oder Testzeitpunkte oder andere Zeitriiume nach der Beobachtung zu verwenden, sollte ein alternativer
Zeitplan verwendet werden, um méglichst viele Informationen gewinnen zu konnen. Anderungen des Zeitplans sollen
begriindet werden.

Beobachtungen zum allgemeinen Gesundheitszustand und zur Mortalitdt/Morbiditit

Alle Versuchstiere sollen mindestens einmal tiglich griindlich auf ihren Gesundheitszustand sowie mindestens zweimal
tiglich auf Morbiditiit und Mortalitiit untersucht werden.

Detaillierte klinische Beobachtungen

Detaillierte klinische Beobachtungen sollen an allen fiir diesen Zweck ausgewiihlten Tieren durchgefiihrt werden (siehe
Tabelle 1), und zwar einmal vor der ersten Exposition (um Vergleiche zwischen den Versuchstieren zu ermdglichen) sowie
anschliefend je nach Dauer der Untersuchung in unterschiedlichen Intervallen (siehe Tabelle 2). Am Ende des
Erholungszeitraums sollen detaillierte klinische Beobachtungen an den Satellitengruppen vorgenommen werden. Die
detaillierten  klinischen  Beobachtungen sollen auflerhalb des  Unterbringungskifigs in einer (iblichen
Untersuchungsumgebung erfolgen. Diese Beobachtungen sollen anhand von Bewertungssystemen sorgfiltig registriert
werden, die Kriterien oder Bewertungsskalen fiir jede bei den Beobachtungen vorgenommene Messung enthalten. Die
verwendeten Kriterien oder Skalen sollen vom Versuchslabor explizit festgelegt werden. Es soll versucht werden, dafiir zu
sorgen, dass Abweichungen der Versuchsbedingungen minimal sind (und nicht systematisch mit der Behandlung in
Verbindung stehen) und dass die Beobachtungen von geschulten Beobachtern durchgefiihrt werden, denen die Behandlung
des gegenwiirtig beobachteten Tieres nicht bekannt ist.



30.4.2004

Amtsblatt der Europdischen Union L 152/257

1.6.1.3

1.6.2

Es wird empfohlen, die Beobachtungen in einer strukturierten Form durchzufiihren, wobei auf jedes Versuchstier zu jedem
Beobachtungszeitpunkt genau definierte Kriterien (einschliefflich der Definition des ,,Normalbereichs) auf systematische
Weise angewandt werden. Der ,,Normalbereich® soll auf geeignete Weise dokumentiert werden. Alle beobachteten
Anzeichen sollen registriert werden. Wann immer mdoglich, sollte auch die Grofienordnung der beobachteten Anzeichen
registriert werden. Die klinischen Beobachtungen sollen mindestens, aber nicht ausschlielich Veriinderungen an Haut,
Fell, Augen und Schleimhiuten sowie das Auftreten von Sekreten, Ausscheidungen und autonomen Aktivititen umtassen
(7. B. Trinenfluss, Haaraufrichtung, Pupillengréfe, ungewthnliche Atemmuster und/oder Mundatmung, ungewéhnliche
Anzeichen von Urin- oder Kotabsonderung sowie Urin mit Farbabweichungen).

Ungewohnliche Reaktionen hinsichtlich Korperhaltung, Aktivitiitsgrad (z. B. verminderte oder verstirkte Erkundung der
iiblichen Untersuchungsumgebung) sowie Bewegungskoordination sollen ebenfalls vermerkt werden. Verinderungen des
Gangs (z. B. watschelnder Gang, Ataxie), der Haltung (z. B. Buckelhaltung) und des Reaktionsverhaltens beim Aufnehmen
oder Umsetzen des Versuchstieres oder anderen Umgebungsstimuli sowie Auftreten von klonischen oder tonischen
Bewegungen, Krimpfen oder Tremors, Stereotypien (z. B. iibermilige Fellpflege, ungewohnliche Koptbewegungen,
repetitives Laufen im Kreis) oder auffilliges Verhalten (z. B. Beiflen oder iibermiiiges Lecken, Selbstverstiimmelung,
Riickwiirtslaufen, LautiuBerungen) oder Aggressionen sollen registriert werden.

Funktionstests

Ahnlich wie die detaillierten klinischen Beobachtungen sollen auch die Funktionstests bei allen fiir diesen Zweck
ausgewihlten Versuchstieren einmal vor der ersten Exposition und mehrmals danach durchgefiihrt werden (siehe Tabelle
1). Die Hiufigkeit der Funktionstests ist ebenfalls von der Dauer der Studie abhiingig (siehe Tabelle 2). Zusiitzlich zu den
in Tabelle 2 genannten Beobachtungszeitriumen sollen auch funktionsbezogene Beobachtungen an weiteren
Erholungsgruppen so nahe wie moglich am Zeitpunkt der endgiiltigen Totung erfolgen. Funktionstests sollen die
sensorische Reaktionstihigkeit auf Stimuli verschiedener Art (2. B. akustische, visuelle und propriozeptive Stimuli
(5)(6)(7)) beriicksichtigen und die Beurteilung der Greifkraft der Extremitéiten (8) sowie die Beurteilung der motorischen
Aktivitit (9) beinhalten. Die motorische Aktivitiit soll mit Hilfe eines automatischen Geriits gemessen werden, mit dem
sowohl eine Abnahme als auch eine Zunahme der Aktivitiit festgestellt werden kann. Wenn ein anderes definiertes System
eingesetzt wird, sollte es quantitativ ausgerichtet sein; Empfindlichkeit und Zuverlissigkeit des Systems sollen
nachgewiesen werden. Jedes Geriit soll getestet werden, um die Langzeit-Zuverlissigkeit und die Vergleichbarkeit
unterschiedlicher Geriite sicherzustellen. Weitere Informationen zu den anwendbaren Verfahren sind den jeweiligen
Literaturhinweisen zu entnehmen. Wenn keine Daten (. B. Strukturaktivitit, epidemiologische Daten, weitere
toxikologische Studien) vorhanden sind, die auf potenzielle neurotoxische Wirkungen hindeuten, soll die Einbeziehung
speziellerer Tests der sensorischen und motorischen Funktionen sowie der Lern- und Gedichtnisfihigkeit in Betracht
gezogen werden, um diese moglichen Wirkungen griindlicher zu untersuchen. Weitere Informationen iiber speziellere
Tests und ihre Anwendung sind Literaturhinweis (1) zu entnehmen.

Im Ausnahmefall konnen Tiere, die Anzeichen fiir Toxizitiit in einem Mal} aufweisen, was die Funktionstests deutlich
beeintriichtigen wiirde, von dem betretfenden Test ausgeschlossen werden. Wenn einzelne Tiere von einem Funktionstest
ausgeschlossen wurden, sollte hierfiir eine Begriindung angegeben werden.

Korpergewicht und Futter-/Trinkwasserverbrauch

Bei Priifungen mit einer Dauer von bis zu 90 Tagen sollen alle Tiere mindestens einmal wochentlich gewogen werden, und
es sollen mindestens in wochentlichem Abstand Messungen des Futterverbrauchs (sowie des Wasserverbrauchs, wenn die
Testsubstanz auf diesem Wege verabreicht wird) durchgetiihrt werden. Bei Langzeitstudien sollen alle Tiere wiihrend der
ersten dreizehn Wochen mindestens einmal wéchentlich sowie anschlielend mindestens einmal alle vier Wochen gewogen
werden. Messungen des Futterverbrauchs (sowie des Wasserverbrauchs, wenn die Testsubstanz auf diesem Wege
verabreicht wird) sollen withrend der ersten 13 Wochen mindestens einmal sowie anschlieBend in etwa dreimonatigem
Abstand durchgefiihrt werden, sofern der Gesundheitszustand oder Veriinderungen des Korpergewichts nicht ein anderes
Vorgehen erforderlich machen.

Ophthalmologie

Bei Priifungen mit einer Dauer von {iber 28 Tagen soll vor der Verabreichung der Testsubstanz und am Ende der Studie
eine ophthalmologische Untersuchung mit einem Ophthalmoskop oder einem vergleichbaren Instrument durchgefiihrt
werden; die Untersuchung soll vorzugsweise bei allen Versuchstieren, zumindest aber bei den Tieren in der Gruppe mit
hoher Dosierung und in der Kontrollgruppe vorgenommen werden. Wenn Veridnderungen an den Augen festgestellt
werden oder wenn klinische Anzeichen dies erforderlich erscheinen lassen, sollen alle Tiere untersucht werden. Bei
Langzeitstudien soll auBlerdem nach 13 Wochen eine ophthalmologische Untersuchung durchgefiihrt werden.
Ophthalmologische Untersuchungen sind nicht erforderlich, wenn diese Daten bereits aus anderen Studien mit dhnlicher
Dauer und ihnlichen Dosierungen zur Verfiigung stehen.
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1.6.4

Himatologie und klinische Biochemie

Wenn die Priifung auf Neurotoxizitit in Verbindung mit einer Studie zur systemischen Toxizitit bei wiederholter
Verabreichung durchgefiihrt wird, sollen hidmatologische Untersuchungen und klinisch biochemische Untersuchungen
durchgefiihrt werden, wie in der entsprechenden Methode fiir die Priifung auf systemische Toxizitit beschrieben. Die
Werte sollen so erfasst werden, dass potenzielle verhaltensbezogene Wirkungen minimiert werden.

Histopathologie

Die neuropathologische Untersuchung soll darauf abzielen, die wihrend der in-vivo-Phase der Studie gemachten
Beobachtungen zu ergiinzen und zu erweitern. Gewebeproben von mindestens fiinf Tieren pro Geschlecht und Gruppe
(siche Tabelle | und nichsten Abschnitt) sollen mit Hilfe allgemein anerkannter Perfusions- und Fixierungsverfahren in
situ pertundiert und fixiert werden (siehe Literaturhinweis 3, Kapitel 5, und Literaturhinweis 4, Kapitel 50). Alle
erkennbaren makroskopischen Veriinderungen sollen registriert werden. Wenn die Studie als Einzeltest auf Neurotoxizitiit
oder zur Charakterisierung von neurotoxischen Wirkungen durchgefiihrt wird, konnen die restlichen Tiere entweder ftiir
spezifische verhaltensbezogene (10)(11), neuropathologische (10)(11)(12)(13), neurochemische (10)(11)(14)(15) oder
elektrophysiologische (10)(11)(16)(17) Untersuchungen verwendet werden, die eine Ergiinzung zu den hier beschriebenen
Verfahren und Untersuchungen bilden, oder fiir histopathologische Untersuchungen eingesetzt werden, um die Anzahl der
Versuchstiere zu vergrollern. Diese erginzenden Untersuchung sind dann besonders sinnvoll, wenn empirische
Beobachtungen oder erwartete Wirkungen auf einen bestimmten Typ oder ein bestimmtes Zielgewebe fiir die
Neurotoxizitit einer Chemikalie hindeuten (2)(3). Alternativ kdnnen die verbleibenden Tiere auch fiir pathologische
Routineauswertungen verwendet werden, wie bei der Methode fiir Studien mit wiederholter Verabreichung beschrieben.

Bei allen in Paraffin eingebetteten Gewebeproben soll ein iibliches Firbeverfahren, z.B. Himatoxylin und Eosin (H&E),
angewandt und eine mikroskopische Untersuchung durchgefiihrt werden. Wenn Anzeichen einer peripheren Neuropathie
beobachtet oder vermutet werden, sollen in Kunststoff eingebettete Proben des peripheren Nervengewebes untersucht
werden. Klinische Anzeichen kénnen auch auf weitere zu untersuchende Bereiche hinweisen oder die Anwendung von
speziellen Firbeverfahren nahe legen. Hinweise zu weiteren zu untersuchenden Bereichen finden sich in (3)(4). Geeignete
Spezial-Fiirbeverfahren zur Sichtbarmachung bestimmter pathologischer Veriinderungen kénnen ebenfalls niitzlich sein

(18).

Repriisentative Gewebeschnitte aus dem zentralen und peripheren Nervensystem sollen histologisch untersucht werden
(siehe Literaturhinweis 3, Kapitel 5, und Literaturhinweis 4, Kapitel 50). Dabei sollen normalerweise die folgenden
Bereiche untersucht werden: Vorderhirn, Mitte des GroBhirns einschlieBlich eines Anschnitts durch den Hippokampus,
Mittelhirn, Kleinhirn, Briicke, verlingertes Mark, Auge mit Sehnerv und Netzhaut, Riickenmark an den zervikalen und
lumbalen Verdickungen, dorsale Wurzelganglien, dorsale und ventrale Nervenwurzelfasern, proximaler Ischiasnerv,
proximaler Schienbeinnerv (am Knie) und Wadenmuskel-Aste des Schienbeinnervs. Die Gewebeschnitte durch
Riickenmark und peripheres Nervengewebe sollen sowohl Quer-- als auch Lingsschnitte umfassen. Auf die
GefilBiversorgung des Nervensystems soll geachtet werden. Es soll auch eine Probe eines Skelettmuskels, insbesondere
eines Wadenmuskels, untersucht werden. Bereiche mit Zell- und Faserstruktur und -muster im ZNS und PNS, bei denen
eine besondere Anfilligkeit fiir neurotoxische Stoffe bekannt ist, sollen besonders beachtet werden.

Anmerkungen zu neuropathologischen Verinderungen, die typischerweise durch Exposition gegeniiber neurotoxischen
Stoffen entstehen, sind den Quellen (3)(4) zu entnehmen. Es wird eine schrittweise Untersuchung der Gewebeproben
empfohlen, wobei zuniichst Gewebeschnitte aus der Gruppe mit hoher Dosis mit denen der Kontrollgruppe verglichen
werden. Wenn bei den Proben aus diesen Gruppen keine neuropathologischen Verinderungen festgestellt werden, ist eine
anschliefende Analyse nicht erforderlich. Wenn bei der Gruppe mit hoher Dosis neuropathologische Verinderungen
beobachtet werden, soll anschlieBend eine Probe von jedem der potenziell betroffenen Gewebebereiche aus der Gruppe
mit mittlerer und niedriger Dosis codiert und nacheinander untersucht werden.

Wenn sich bei der qualitativen Untersuchung ein Hinweis auf neuropathologische Verinderungen ergibt, sollte in allen
Bereichen des Nervensystems, die diese Veriinderungen zeigen, eine zweite Untersuchung durchgefiihrt werden.
Gewebeschnitte aus allen Dosierungsgruppen und aus jeder der potenziell betroffenen Regionen sollen codiert und ohne
Kenntnis des Codes nach Zufallskriterien untersucht werden, Die Hiufigkeit und der Schweregrad jedes Befundes soll
registriert werden. Nachdem in allen Dosierungsgruppen simtliche Regionen bewertet wurden, kann die Codierung
aufgehoben und eine statistische Analyse durchgefiihrt werden, um die Dosis-Wirkungs-Beziehungen auszuwerten.
Beispiele fiir die unterschiedlichen Schweregrade der einzelnen Befunde sollen beschrieben werden.

Die neuropathologischen Ergebnisse sollen in Zusammenhang mit verhaltensbezogenen Beobachtungen und Messungen
sowie mit anderen Daten ausgewertet werden, die aus vorausgegangenen und gleichzeitig durchgefiihrten Studien zur
systemischen Toxizitdt der Testsubstanz stammen.
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2.1

2.2

DATEN
BEHANDLUNG DER ERGEBNISSE

Es sollen Einzeldaten zur Verfiigung gestellt werden. Dariiber hinaus sollen simtliche Daten in Form einer Tabelle
zusammengefasst werden, die fiir jede Test- oder Kontrollgruppe die folgenden Informationen enthilt: die Anzahl der
Tiere zu Beginn des Tests, die Anzahl der Tiere, deren Tod wihrend des Tests festgestellt wurde oder die aus Griinden
des Tierschutzes getdtet wurden, sowie der jeweilige Todes- oder Tétungszeitpunkt, die Anzahl der Tiere mit Anzeichen
einer toxischen Wirkung, eine Beschreibung der beobachteten Toxizititszeichen einschlieilich des Zeitpunkts des
Einsetzens, der Dauer und des Schweregrads etwaiger toxischer Wirkungen, die Anzahl der Tiere, die pathologische
Befunde aufweisen, einschlieBlich der Art und des Schweregrads.

AUSWERTUNG UND INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Studie sollen hinsichtlich Hiufigkeit, Schweregrad und Wechselbeziehung der verhaltensbezogenen
und neuropathologischen Wirkungen (auch der neurochemischen oder elektrophysiologischen Wirkungen, sofern
erginzende Untersuchungen ebenfalls durchgefiihrt wurden) sowie im Hinblick auf sonstige beobachtete schiidliche
Wirkungen ausgewertet werden. Wenn mdglich, sollen die nummerischen Ergebnisse mittels einer geeigneten und
allgemein anerkannten statistischen Methode ausgewertet werden. Die statistische Methode soll in der Entwurfsphase der
Studie ausgewiihlt werden.

BERICHT

PRUFBERICHT

Der Priifbericht muss folgende Angaben enthalten:
Testsubstanz:

- physikalische Beschaffenheit (einschlieBlich Isomerie, Reinheit und physikalisch-chemischen Eigenschaften),
- Identifizierungsdaten.

Vehikel (wenn verwendet):
- Begriindung fiir die Wahl des Vehikels.
Versuchstiere:

- verwendete Spezies/Stamm,

- Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,

- Herkunft/Ziichter der Tiere, Haltungsbedingungen, Eingewohnung, Futter usw.,
- Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn.

Testbedingungen:

- Angaben liber die Zubereitung der Testsubstanz / Futterzubereitung, erzielte Konzentration, Stabilitit und
Homogenitiit der Zubereitung,

- Angabe zu den verabreichten Dosen, einschlieBlich Angaben iiber Vehikel, Volumen und physikalische Form des
verabreichten Materials,

- Angaben {iber die Verabreichung der Testsubstanz,

- Begriindung fiir die gewiihlten Dosierungen,

- Begriindung fiir den gewihlten Applikationsweg und die Dauer der Exposition,

- Umrechnung von der Konzentration der Testsubstanz im Futter/Trinkwasser (ppm) auf die tatsiichliche Dosis (mg
pro kg Korpergewicht und Tag), wenn mabgeblich,

- Angaben {iber die Futter- und Trinkwasserqualitiit.
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Beobachtungen- und Testvertahren:

- Angaben {iber die Zuordnung der Tiere in den einzelnen Gruppen zu den Untergruppen fiir die Perfusionsfixation,

- Angaben {iber die Bewertungssysteme, einschlieBlich der Kriterien und Bewertungsskalen fiir jede Messung im
Rahmen der detaillierten klinischen Beobachtungen,

- Angaben zu den Funktionstests fiir die sensorische Reaktionsfihigkeit auf Stimuli verschiedener Art (z. B. akustisch,
visuell und propriozeptiv); fiir die Beurteilung der Greifkraft der Extremitiiten; fiir die Beurteilung der motorischen
Aktivitiit (einschlieBlich Angaben iiber automatische Geriite zur Aktivititserkennung); sowie Angaben zu anderen
eingesetzten Verfahren,

- Angaben zu ophthalmologischen Untersuchungen und gegebenenfalls himatologischen Untersuchungen und
klinischen biochemischen Tests mit den entsprechenden Normalwerten,

- Angaben zu den  einzelnen  verhaltensbezogenen, neuropathologischen,  neurochemischen  oder
elektrophysiologischen Untersuchungen.

Ergebnisse:

- Korpergewicht / Anderungen des Korpergewichts einschlieBlich Korpergewicht zum Zeitpunkt der Tétung;

- Futterverbrauch und Trinkwasserverbrauch, wenn maligeblich,

- Daten zur toxischen Wirkung nach Geschlecht und Dosierung, einschlieBlich Anzeichen fiir Toxizitit oder
Mortalitiit,

- Art, Schweregrad und Dauer (Zeitpunkt des Einsetzens und weiterer Verlauf) der detaillierten klinischen
Beobachtungen (reversibel oder irreversibel),

- detaillierte Beschreibung simtlicher Ergebnisse der Funktionstests,

- Sektionsbefunde,

- ausfiihrliche Beschreibung simtlicher verhaltensbezogenen, neuropathologischen und neurochemischen oder
neurophysiologischen Ergebnisse, sofern verfiigbar,

- Angaben zur Resorption und Metabolismus, sotern vertiigbar,

- statistische Auswertung der Ergebnisse, wenn moglich.

Diskussion der Ergebnisse:

- Dosis-Wirkungs-Informationen,

- Zusammenhang zwischen anderen toxischen Wirkungen und einer Schlussfolgerung beziiglich des neurotoxischen
Potenzials der Testchemikalie,

- Dosis ohne beobachtete schiidigende Wirkungen (NOAEL).

Schlussfolgerungen:

- Eine konkrete Aussage iiber die Gesamt-Neurotoxizitit der Testchemikalie ist wiinschenswert.
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C.21. BODENMIKROORGANISMEN: STICKSTOFFTRANSFORMATIONSSTEST

1. METHODE

Diese Testmethode entspricht der Priifrichtlinie OECD TG 216 (2000).

1.1 EINLEITUNG

Diese Testmethode beschreibt eine Labormethode zur Untersuchung der Langzeitauswirkungen von
Chemikalien auf die Stickstofftransformationsaktivitit von Bodenmikroorganismen nach einmaliger
Exposition.. Der Test beruht im Wesentlichen auf den Empfehlungen der Pflanzenschutzorganisation fiir
Europa und den Mittelmeerraum (1), doch auch andere Richtlinien wurden beriicksichtigt, wie die der
deutschen Biologischen Bundesanstalt (2), der US-amerikanischen Environmental Protection Agency (3),
SETAC (4) und von der Internationalen Organisation fiir Normung (5). Auf einem OECD-Workshop zur
Boden-/Sedimentauswahl, der 1995 im italienischen Belgirate stattfand (6), wurden die bei diesem Test zu
verwendende Anzahl und Art von Boden vereinbart. Die Empfehlungen zur Entnahme, Behandlung und
Lagerung von Bodenproben basieren auf einer ISO-Anleitung (7) und auf Empfehlungen des Belgirate-
Workshops. Bei der Be- und Auswertung toxischer Eigenschatten von Testsubstanzen kann eine Bestimmung
der Auswirkungen auf die mikrobielle Aktivitit des Bodens erforderlich sein, z. B. wenn Daten zu méglichen
Nebenwirkungen von Pflanzenschutzmitteln auf die Mikroflora des Bodens benétigt werden oder wenn eine
Exposition von Bodenmikroorganismen gegeniiber anderen Chemikalien als Pflanzenschutzmitteln erwartet
wird. Der Stickstoff transformationstest wird durchgefiihrt, um den Einfluss derartiger Chemikalien aut die
Bodenmikrotlora zu ermitteln. Bei der Priifung von Agrochemikalien (z. B. Pflanzenschutzmittel, Diingemittel,
Forstchemikalien), werden sowohl Stickstoft- als auch Kohlenstoff transformationstests durchgefiihrt. Bei
anderen Substanzen als Agrochemikalien geniigt der Stickstoft transformationstest. Liegen jedoch die ECsq-
Werte des Stickstoff transformationstests bei  diesen Chemikalien im Bereich, der fiir kiiufliche
Nitrifikationshemmstoffe (z. B. Nitrapyrin) ermittelt wurde, kann ein Kohlenstofftransformationstest
durchgefiihrt werden, um weitere Informationen zu gewinnen.

Boden besteht sowohl aus lebenden als auch aus nichtlebenden Komponenten, die in komplexen und
heterogenen Gemischen vorkommen. Beim Abbau organischen Materials und seiner Transformation in
fruchtbaren Boden spielen Mikroorganismen eine wichtige Rolle, wobei viele Arten fiir unterschiedliche
Aspekte der Bodenfruchtbarkeit verantwortlich sind. Jede langfristige Stdrung dieser biochemischen Prozesse
kann sich potenziell auf den Nihrstottkreislauf auswirken und dadurch wiederum die Bodenfruchtbarkeit
beeinflussen. Die Transtormation von Kohlenstoff und Stickstoff erfolgt in allen fruchtbaren Boden. Die
Transformationspfade sind im Wesentlichen gleich, auch wenn je nach Boden unterschiedliche mikrobielle
Populationen fiir diese Prozesse verantwortlich sind.

Mit der hier beschriebenen Testmethode konnen durch einen Stoff hervorgerufene langfristige nachteilige
Auswirkungen aut den Prozess der Stickstoft transformationin aeroben Oberbéden bestimmt werden. Dariiber
hinaus ermdglicht die Testmethode die Abschitzung der Auswirkungen von Substanzen auf die
Kohlenstoffumwandlung durch die Bodenmikroflora. Die Nitratbildung findet nach dem Zerfall der
Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen  statt. Werden also bei behandelten und Kontrollbdden gleiche
Nitratbildungsraten festgestellt, sind hochstwahrscheinlich die wichtigsten Kohlenstoffabbauwege intakt und
funktionstiichtig. Das fiir den Test gewiihlte Substrat (pulverisiertes Luzernemehl) besitzt ein giinstiges
Kohlenstoff-Stickstoff- Verhiiltnis (in der Regel zwischen 12:1 und 16:1). Deshalb wird der Kohlenstoffmangel
withrend des Tests verringert, und sollten mikrobielle Populationen durch eine Chemikalie geschiidigt werden,
konnten sie sich innerhalb von 100 Tagen wieder erholen.

Die Tests, auf deren Grundlage diese Testmethode entwickelt wurde, waren in erster Linie fiir Substanzen
ausgelegt, bei denen die in den Boden gelangende Menge vorherbestimmt werden kann. Dies ist z. B. bei
Pflanzenschutzmitteln der Fall, bei denen die Applikationsrate auf dem Feld bekannt ist. Bei Agrochemikalien
geniigt es, zwei Konzentrationen zu testen, die fiir die erwartete oder vorhergesagte Applikationsmengemenge
relevant sind. Agrochemikalien konnen als Wirkstoffe (a.i.) oder als formulierte Handelsprodukte getestet
werden. Der Test ist jedoch nicht auf Agrochemikalien begrenzt. Durch Verinderung sowohl der Mengen der
auf den Boden aufgebrachten Testsubstanz als auch der Art und Weise, wie die Daten ausgewertet werden,
kann der Test auch fiir Chemikalien angewendet werden, bei denen nicht bekannt ist, in welcher Menge sie in
den Boden gelangen. Somit werden bei anderen Substanzen als Agrochemikalien die Wirkungen einer Reihe
von Konzentrationen auf die Stickstoffumwandlung bestimmt. Die Daten dieser Tests werden verwendet, um
eine Dosis-Wirkungs-Kurve zu erstellen und ECy-Werte zu berechnen, wobei x als die Wirkung in % definiert
ISt,
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1.2 DEFINITIONEN

Stickstoff transformation: der Endabbau stickstofthaltiger organischer Substanz durch Mikroorganismen iiber
die Schritte Ammonifikation und Nitrifikation zum entsprechenden anorganischen Endprodukt Nitrat.

EC, ( Effektkonzentration): diejenige Konzentration der Testsubstanz im Boden, die die Umwandlung von
Stickstoff in Nitrat zu x % hemmt.

ECs0 ( Medianwert der Effektkonzentration): diejenige Konzentration der Testsubstanz im Boden, die die
Transformation von Stickstoff in Nitrat zu 50 Prozent (50%) hemmt.

1.3 REFERENZSUBSTANZEN
Keine.
1.4 PRINZIP DER TESTMETHODE

Gesiebter Boden wird mit pulverisiertem Pflanzenmehl angereichert und entweder mit der Testsubstanz
behandelt oder unbehandelt (Kontrollprobe) belassen. Werden Agrochemikalien gepriift, wird eine
Mindestanzahl von zwei Testkonzentrationen empfohlen, die im Verhiiltnis zur héchsten auf dem Feld
erwarteten Konzentration gewihlt werden sollten. Nach 0, 7, 14 und 28 Tagen Inkubation werden Proben
behandelter und unbehandelter Boden mit einem geeigneten Losungsmittel extrahiert, und die Nitratmengen in
den Extrakten bestimmt. Die Nitratbildungsrate in behandelten Proben wird mit der in den Kontrollproben
verglichen, und es wird die prozentuale Abweichung der behandelten Proben von den Kontrollproben
berechnet. Alle Versuche laufen iiber mindestens 28 Tage. Sind die Differenzen zwischen behandelten und
unbehandelten Boden am 28 Tag gleich oder groBer als 25 %, werden die Messungen bis zur Hochstdauer von
100 Tagen fortgesetzt. Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird die Testsubstanz in einer
Reihe von Konzentrationen Proben des Bodens zugesetzt, und nach 28 Tagen Inkubation werden die Mengen
des gebildeten Nitrats in behandelten Proben und in Kontrollproben gemessen. Die Ergebnisse aus Versuchen
mit mehreren unterschiedlichen Konzentrationen werden mit Hilte eines Regressionsmodells analysiert, und
die ECs-Werte berechnet (d. h. ECsqg, ECys und/oder EC1g). Siehe Definitionen.

1.5 VALIDITAT DES TESTS

Auswertungen von Testergebnissen mit Agrochemikalien beruhen auf vergleichsweise kleinen Differenzen (d.
h. Mittelwert + 25 %) zwischen Nitratkonzentrationen in Kontrollproben und behandelten Bodenproben, so dass
groBe Schwankungen bei den Kontrollproben zu falschen Ergebnissen fiihren konnen. Daher sollte die
Schwankungsbreite zwischen Replikatkontrollproben weniger als = 15 % betragen.

1.6 BESCHREIBUNG DER TESTMETHODE
1.6.1 Gerite

Es werden Testgefiile aus chemisch inertem Material verwendet. lhr Fassungsvermégen sollte sich nach dem
gewihlten Inkubationsverfahren der Boden richten, d. h. fiir die Inkubation von Sammelproben oder einer
Reihe einzelner Bodenproben (siehe Abschnitt 1.7.1.2). Withrend des Tests ist darauf zu achten, dass sowohl
der Wasserverlust moglichst gering gehalten wird als auch ein Gasaustausch stattfinden kann (so kénnten die
Testbehiilter z. B. mit perforierter Polyethylenfolie abgedeckt werden ). Beim Testen fliichtiger Substanzen
sind abdichtbare und gasdichte Behiilter zu verwenden . Diese sollten in ihrer Gréfle so bemessen sein, dass sie
etwa zu einem Viertel ihres Volumens mit der Bodenprobe gefiillt sind.

Verwendet werden Standardlabor gerite , darunter folgende:

— Schiittelvorrichtung : mechanischer Schiittler oder gleichwertiges Geriit;
— Zentrifuge (3000 g) oder Filtriervorrichtung (mit nitratfreiem Filterpapier);

— Messgeriit mit geeigneter Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit fiir die Nitratanalyse.
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1.6.2 Auswahl und Anzahl der Boden
Es wird ein einziger Boden verwendet. Empfohlen wird Boden mit folgenden Eigenschatten:

— Sandgehalt: mindestens 50 % und hochstens 75 %;:
— pH:5,5-7.5;
— organischer Kohlenstoffgehalt: 0,5 — 1,5 %:

— es ist die mikrobielle Biomasse zu bestimmen(8) (9), und ihr Kohlenstoffgehalt sollte mindestens 1%
des gesamten organischen Kohlenstofts des Bodens betragen.

Meist stellt ein Boden mit diesen Eigenschaften den ,,worst case® dar, da seine Adsorption minimal und die
Verfiigbarkeit der Testchemikalie fiir die Mikroflora maximal ist. Demnach sind in aller Regel keine Tests mit
anderen Boden notwendig. Unter bestimmten Umstiinden jedoch, wenn z. B. der erwartete hauptsiichliche
Einsatz der Testsubstanz auf bestimmten Boden wie sauren Waldbdden stattfindet, oder bei elektrostatisch
aufgeladenen Chemikalien kann es erforderlich sein, einen zusiitzlichen Boden zu verwenden.

1.6.3 Entnahme und Lagerung von Bodenproben
1.6.3.1 Entnahme

Es sind ausfiihrliche Informationen iiber die Vorgeschichte des Feldstandorts erforderlich, von dem der
Testboden entnommen wird. Diese Angaben beinhalten unter anderem die genaue Lage, den Bewuchs, die
Behandlung mit Pflanzenschutzmitteln sowie mit organischen und anorganischen Diingemitteln, Zugaben
biologischen Materials oder unbeabsichtigte Kontaminationen. Der fiir die Bodenentnahme gewiihlte Standort
muss iiber einen lingeren Zeitraum hinweg nutzbar sein. Geeignet sind Dauerweiden, Felder mit einjihrigen
Getreidekulturen  (ausgenommen Mais) oder dichtgesiiten Griindiingungspflanzen. Der gewiihlte
Probenahmestandort sollte mindestens ein Jahr vor der Probenahme nicht mit Pflanzenschutzmitteln behandelt
worden sein. Ferner sollten mindestens sechs Monate vorher keine organischen Diingemittel ausgebracht
worden sein. Die Verwendung von Mineraldiinger ist nur zulissig, wenn dies fiir die Kultur erforderlich ist, und
die Entnahme der Bodenproben sollte frithestens drei Monate nach Ausbringung des Diingemittels erfolgen. Zu
vermeiden ist die Verwendung von Boden, der mit Diingemitteln mit bekannter biozider Wirkung (2. B.
Kalkstickstoff) behandelt wurde.

Die Probenahme wihrend oder unmittelbar nach lingeren (mehr als 30 Tage) Diirre- oder
Uberschwemmungsperioden sollte vermieden werden. Bei gepfliigten Boden sind die Proben aus einer Tiefe
von O bis 20 cm zu entnehmen. Bei Griinland (Weiden) oder anderen Boden, die iiber lingere Zeitriume
(mindestens eine Vegetationsperiode) nicht gepfliigt werden, kann die maximale Tiefe der Probenahme
geringfiigig tiber 20 cm liegen (7. B. bei bis zu 25 cm).

Die Bodenproben sollten in Behiiltern und unter Temperaturbedingungen transportiert werden, die sicherstellen,
dass die urspriinglichen Bodeneigenschaften nicht wesentlich verindert werden.

1.6.3.2 Lagerung

Bevorzugt wird die Verwendung feldfrischer Boden. Lisst sich die Lagerung im Labor nicht vermeiden, sollten
die Boden im Dunkeln bei 4 + 2 °C héchstens drei Monate gelagert werden. Wiihrend der Lagerung der Béden
miissen aerobe Bedingungen sichergestellt sein. Werden Béden von Flichen entnommen, die {iber mindestens
drei Monate im Jahr gefroren sind, kann eine Lagerung fiir sechs Monate bei —18 °C bis —22 °C in Betracht
gezogen werden. Vor jedem Versuch ist die mikrobielle Biomasse der gelagerten Boden zu bestimmen , und der
Kohlenstoffgehalt in der Biomasse sollte mindestens 1 % des gesamten organischen Kohlenstoffs des Bodens
betragen (siche Abschnitt 1.6.2).
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1.6.4 Handhabung und Vorbereitung des Bodens fiir den Test
1.6.4.1 Vorinkubation

Falls der Boden gelagert wurde (sieche Abschnitt 1.6.3.2), wird eine Vorinkubation iiber eine Zeitdauer von 2
bis 28 Tagen empfohlen. Die Temperatur und der Feuchtegehalt des Bodens wiihrend der Vorinkubation sollten
den Testbedingungen méglichst entsprechen (siehe Abschnitte 1.6.4.2 und 1.7.1.3).

1.6.4.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Der Boden wird manuell von grofen Gegenstiinden befreit (z.B. Steine, Pflanzenteile usw.) und im feuchten
Zustand ohne {ibermiiBiges Austrocknen auf eine PartikelgroBe von kleiner als oder gleich 2 mm gesiebt. Der
Feuchtegehalt der Bodenprobe sollte mit destilliertem oder entionisiertem Wasser auf einen Wert zwischen 40%
und 60 % der maximalen Wasserhaltekapazitit eingestellt werden.

1.64.3 Anreicherung mit organischem Substrat

Der Boden ist mit einem geeigneten organischen Substrat anzureichern, z. B. pulverisiertem
Luzernegriingrasmehl (Hauptbestandteil: Medicago sativa) mit einem C:N-Verhiltnis zwischen 12:1 und 16:1.
Empfohlen wird ein Luzerne-Boden-Verhiiltnis von 5 g Luzerne je kg Boden (Trockengewicht).

1.6.5 Vorbereitung der Testsubstanz zur Applikation auf den Boden

Ublicherweise wird die Testsubstanz unter Verwendung eines Triigers zugegeben. Bei diesem Triiger kann es
sich um Wasser (bei wasserloslichen Substanzen) oder einen inerten Feststoff wie feiner Quarzsand
(PartikelgrofBBe: 0,1 — 0,5 mm) handeln. Andere fliissige Triiger als Wasser (z. B. organische Losungsmittel wie
Aceton oder Chloroform) sind zu vermeiden, da sie die Mikroflora schidigen kénnen. Wird Sand als Triger
benutzt, kann er mit der in einem geeigneten Losungsmittel aufgeldsten oder suspendierten Testsubstanz
iberzogen werden. In diesen Fillen sollte das Losungsmittel vor dem Mischen mit dem Boden durch
Verdampfen entfernt werden. Zur optimalen Verteilung der Testsubstanz im Boden wird ein Verhéltnis von 10
g Sand je kg Boden (Trockengewicht ) empfohlen. Die Kontrollproben werden nur mit einer dquivalenten
Menge Wasser und/oder Quarzsand behandelt.

Beim Testen fliichtiger Chemikalien sind Verluste wiihrend der Behandlung so weit wie méglich zu vermeiden,
und es ist nach Moglichkeit fiir eine homogene Verteilung im Boden zu sorgen (z. B. indem die Testsubstanz an
verschiedenen Stellen in den Boden injiziert wird).

1.6.6 Testkonzentrationen

Werden Agrochemikalien gepriift, sind mindestens zwei Konzentrationen zu verwenden. Die niedrigere
Konzentration sollte mindestens der maximalen Menge entsprechen, die unter praxisiiblichen Bedingungen
voraussichtlich in den Boden gelangt, withrend die hohere Konzentration ein Mehrfaches der niedrigeren
Konzentration sein sollte. Die Konzentrationen der dem Boden zugegebenen Testsubstanz werden unter der
Annahme einer gleichmiiBigen Einarbeitung bis zu einer Tiefe von 5 cm und einer Bodenrohdichte von 1,5
berechnet. Bei Agrochemikalien, die direkt auf den Boden ausgebracht werden, oder bei Chemikalien, bei
denen sich die den Boden erreichende Menge vorhersag -bar ist, werden als Testkonzentrationen die hdchste
vorhergesagte Umweltkonzentration (PEC) und das Flintfache dieser Konzentration empfohlen. Substanzen, die
voraussichtlich mehrmals in einer  Kulturperiode auf den Boden ausgebracht werden, sollten in
Konzentrationen getestet werden, die sich durch die Multiplikation der PEC mit der héchsten erwarteten Anzahl
der Anwendungen ergeben. Allerdings sollte die obere getestete Konzentration das Zehntache der héchsten
einfachen Applikationsrate nicht iibersteigen. Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird
eine geometrische Reihe von mindestens flinf Konzentrationen verwendet. Die getesteten Konzentrationen
sollten den zur Bestimmung der EC,-Werte notwendigen Bereich abdecken.
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1.7 DURCHFUHRUNG DES TESTS
1.7.1 Expositionsbedingungen
1.7.1.1 Behandlung und Kontrolle

Werden Agrochemikalien gepriift, wird der Boden in drei Teile gleichen Gewichts aufgeteilt. Zwei Teile
werden mit dem produkthaltigen Triiger vermischt, und der dritte wird mit dem Triiger ohne das Produkt
vermischt (Kontrollprobe). Sowohl fiir die behandelten als auch die unbehandelten Boden wird eine
Mindestanzahl von drei Replikaten empfohlen. Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird
der Boden in sechs Teile gleichen Gewichts aufgeteilt. Fiinf dieser Proben werden mit dem die Testsubstanz
enthaltenden Triger vermischt, und die sechste wird mit dem Triiger ohne die Chemikalie vermischt. Sowohl
fiir die behandelten Proben als auch fiir die Kontrollproben werden drei Replikate empfohlen. Es ist auf eine
homogene Verteilung der Testsubstanz in den behandelten Bodenproben zu achten. Wihrend des Mischens ist
eine Verdichtung oder Verklumpung des Bodens zu vermeiden.

1.7.1.2 Inkubation von Bodenproben

Die Inkubation der Bodenproben kann auf zwei Wegen durchgefiihrt werden: als Sammelproben von jedem
behandelten und unbehandelten Boden oder als Reihe von einzelnen, gleich groflen Teilproben von jedem
behandelten und unbehandelten Boden. Bei fliichtigen Substanzen sollte der Test jedoch nur mit einer Reihe
einzelner Teilproben durchgefiihrt werden. Bei der Inkubation von Béden als Sammelproben werden grofie
Mengen von jedem behandelten und unbehandelten Boden vorbereitet und withrend des Tests je nach
Notwendigkeit zu analysierende Teilproben entnommen. Die zu Beginn fiir jede Behandlung und Kontrolle
vorbereitete Menge ist abhiingig von der Grolie der Teilproben, der Anzahl der zur Analyse verwendeten
Replikate und der hochsten erwarteten Anzahl von Probenahmen. Vor der Entnahme von Teilproben sind die
inkubierten Sammelproben griindlich zu mischen. Bei der Bodeninkubation als Reihe einzelne Bodenproben
wird jeder behandelte und unbehandelte Sammelboden in die benétigte Anzahl von Teilproben aufgeteilt, und
diese Teilproben werden je nach Notwendigkeit verwendet. Fiir Untersuchungen mit mehr als zwei
Probenahme zeitpunkten sind geniigend Teilproben herzustellen, um alle Replikate und Probenahmezeiten zu
beriicksichtigen. Mindestens drei Replikatproben des Testbodens sollten unter aeroben Bedingungen inkubiert
werden (siehe Abschnitt 1.7.1.1). Bei allen Tests sind geeignete Behiilter mit ausreichendem Headspace zu
verwenden, um das Entstehen anaerober Bedingungen zu vermeiden. Werden fliichtige Substanzen gepriift, ist
der Test nur mit einer Reihe einzelner Teilproben durchzufiihren.

1.7.1.3 Testhedingungen und -dauer

Der Test wird im Dunkeln bei Raumtemperatur (20 £ 2 °C) durchgefiihrt. Der Feuchtegehalt der Bodenproben
ist im Testverlauf bei 40% - 60 % (+ 5%) der maximalen Wasserhaltekapaitiit des Bodens zu halten (siehe
Abschnitt 1.6.4.2). Destilliertes bzw. entionisiertes Wasser kann nach Bedarf zugegeben werden.

Die Mindestdauer der Tests betrigt 28 Tage. Bei Agrochemikalien werden die Nitratbildungsraten in den
behandelten Proben mit denen in den Kontrollproben verglichen. Weichen diese am 28.Tag um mehr als 25 %
voneinander ab, wird der Test bis zum Erreichen einer Differenz von gleich oder weniger als 25 % bzw. fiir die
Hochstdauer von 100 Tagen fortgesetzt, je nachdem, was kiirzer ist. Werden andere Substanzen als
Agrochemikalien gepriift, wird der Test nach 28 Tagen beendet. Am 28. Tag werden die Nitratmengen in den
behandelten Proben und in den Kontrollproben bestimmt und die EC,-Werte berechnet.

1.7.2 Probenahme und Analyse von Biden
1.7.2.1 Probenahmeintervalle
Bei der Priifung von Agrochemikalien werden Bodenproben am Tag 0, 7, 14 und 28 auf Nitrat analysiert. Ist

eine Testverlingerung erforderlich, sind weitere Messungen vom 28. Tag an im Abstand von jeweils 14 Tagen
vorzunehmen.
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Bei der Priifung von anderen Substanzen als Agrochemikalien werden mindestens flinf Testkonzentrationen
verwendet und Bodenproben am Beginn (Tag 0) und am Ende der Expositionszeit (28 Tage) auf Nitrat
analysiert. Gegebenenfalls kann eine Zwischenmessung, z. B. am 7. Tag, eingefiigt werden. Die am 28. Tag
erhaltenen Daten werden zur Bestimmung des EC,-Werts der Chemikalie benutzt. Falls gewiinscht, konnen die
Daten der Kontrollproben vom Tag O im Bericht zur Angabe der Ausgangsmenge von Nitrat im Boden
verwendet werden.

Analyse von Bodenproben

Die Menge des in jeder behandeiten Probe und in jedem Kontrollreplikat gebildeten Nitrats wird zu jedem
Probenahmezeitpunkt bestimmt. Nitrat wird aus dem Boden durch Schiitteln der Proben mit einem geeigneten
Extraktionsmittel, z. B. einer 0,1 M Kaliumchloridlosung, extrahiert. Empfohlen wird ein Verhiltnis von 5 ml
KCI-Losung je Gramm Trocken gewichtsiquivalent Boden. Um die Extraktion zu optimieren, sind die den
Boden und die Extraktionslosung enthaltenden Behilter hochstens zur Hilfte zu fiillen. Die Gemische werden
bei 150 U/min 60 Minuten geschiittelt. Die Gemische werden zentrifugiert oder filtriert, und die Fliissigphasen
werden auf Nitrat analysiert. Partikelfreie Fliissigextrakte konnen vor der Analyse bis zu sechs Monate bei —20
+ 5 °C aufbewahrt werden.

DATEN
AUFBEREITUNG DER ERGEBNISSE

Werden Agrochemikalien gepriift, ist die in jeder Replikatbodenprobe gebildete Nitratmenge aufzuzeichnen,
und die Mittelwerte aller Replikate sind in tabellarischer Form darzustellen. Die Stickstofftransformationsraten
sind mittels geeigneter und allgemein anerkannter statistischer Methoden (z. B. F-Test, 5 % Signifikanz niveau)
zu berechnen. Die Mengen von gebildetem Nitrat werden in mg Nitrat/kg Trockengewicht Boden/Tag
ausgedriickt. Die Nitratbildungsrate jeder Behandlung wird mit der in der Kontrollprobe verglichen, und es wird
die prozentuale Abweichung von der Kontrollprobe berechnet.

Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird die in jedem Replikat gebildete Nitratmenge
bestimmt, und zur Abschitzung der EC-Werte eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt. Die in den behandelten
Proben nach 28 Tagen gefundenen Nitratmengen (d. h. mg Nitrat/kg Trockengewicht Boden) werden mit den
in der Kontrollprobe gefundenen verglichen. Auf der Basis dieser Daten werden die Inhibitionswerte ,
ausgedriickt in %, fiir jede Testkonzentration berechnet. Diese Prozentangaben werden iiber der Konzentration
aufgetragen, und mit Hilfe statistischer Verfahren die EC,-Werte berechnet. Mittels Standardverfahren werden
ferner Vertrauens bereiche (p = (,95) fiir die errechneten EC,-Werte ermittelt (10)(11)(12).

Unter Umstiinden tragen Testsubstanzen, die grofie Mengen Stickstoff enthalten, zur Bildung von Nitrat
withrend des Tests bei. Werden diese Substanzen in einer hohen Konzentration getestet (z. B. Chemikalien, bei
denen von einer wiederholten Anwendung auszugehen ist), sind in den Test entsprechende Kontrollproben
aufzunehmen (d. h. Boden plus Testsubstanz, jedoch ohne Pflanzenmehl). Daten aus diesen Kontrollproben sind
bei den EC-Berechnungen zu beriicksichtigen.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Ist bei der Auswertung der Testergebnisse von Agrochemikalien die Differenz der Nitratbildungsraten
zwischen der niedrigen Behandlung (d.h. der hochsten erwarteten Konzentration) und den Kontrollproben zu
jedem Probenahmezeitpunkt nach dem 28. Tag gleich oder geringer als 25 %, dann ist das Mittel so zu
bewerten, dass es keinen langfristigen Einfluss auf die Stickstofftransformation in Boden hat. Fiir die
Auswertung der Testergebnisse von anderen Chemikalien als Agrochemikalien werden die ECsy-, ECas-
und/oder EC,(-Werte herangezogen.
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3 ABSCHLUSSBERICHT
Der Testbericht muss folgende Informationen enthalten:
Vollstindige Angaben zu den verwendeten Béden , darunter:

— geographische Angaben zum Standort (Breitengrad , Lingengrad);

— Informationen iiber die Geschichte des Feldstandorts (d. h. Bewuchs, Behandlungen mit
Pflanzenschutzmitteln und Diingemitteln, unbeabsichtigte Kontaminationen usw.);

— Nutzungsstruktur (z. B. landwirtschaftlich genutzter Boden, Forst usw.);

— Probenahmetiefe (cm);

— Sand-/Schlutt-/Tongehalt (% Trockengewicht);

— pH (in Wasser);

— organischer Kohlenstoffgehalt (% Trockengewicht);

— Stickstoffgehalt (% Trockengewicht);

— Ausgangswert der Nitratkonzentration (mg Nitrat/kg Trockengewicht);

— Kationenaustauschkapazitiit (mmol/kg);

— mikrobielle Biomasse als Anteil (in %) am gesamten organischen Kohlenstoff;
— Angaben zu den fiir die Bestimmung der einzelnen Parameter verwendeten Methoden;
— alle Angaben zur Entnahme und Lagerung der Bodenproben;

— ggf. Einzelheiten zur Vorinkubation des Bodens.
Testsubstanz:

— physikalischer Zustand und falls relevant physikalisch-chemische Eigenschaften;

— chemische Kenndaten, falls relevant mit Strukturformel, Reinheit (d. h. bei Pflanzenschutzmitteln
der Wirkstoffanteil in %), Stickstoffgehalt.

Substrat:

— Herkunft des Substrats;
— Zusammensetzung (d. h. Luzernemehl, Luzernegriingrasmehl);
— Kohlenstoft-, Stickstoffgehalt (% Trockengewicht );

— Siebmaschenweite (mm).
Testbedingungen:

— genaue Angaben zur Anreicherung des Bodens mit organischem Substrat;

— Anzahl der verwendeten Konzentrationen der Testchemikalie und ggtf. Begriindung fiir die gewiihlten
Konzentrationen;

— genaue Angaben zur Applikation der Testsubstanz auf den Boden;
— Inkubationstemperatur;
— Feuchtegehalt des Bodens zu Beginn und wiihrend des Tests;

— das zur Bodeninkubation verwendete Verfahren (d. h. als Sammelproben oder als Reihe einzelner
Teilproben);

— Anvahl der Replikate;
— Anvahl der Probenahmezeitpunkte;

— das zur Nitratextraktion aus dem Boden verwendete Verfahren;
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Ergebnisse:

— zur Nitratanalyse verwendete analytische Verfahren und Geriite;

— Daten in tabellarischer Form, einschlieBlich Einzel- und Mittelwerte der Nitrat bestimmungen;
— Abweichung zwischen den Replikaten behandelter Proben und Kontrollproben;

— Erlduterungen zu den Korrekturen an den Berechnungen, falls relevant;

— die Abweichung (in %) der Nitratbildungsraten zu jedem Probenahmezeitpunkt bzw. ggf. der ECsq-
Wert mit 95 % Vertrauensgrenze, weitere ECy (d. h. ECss oder ECyg) mit Vertrauensintervallen und
eine Graphik der Dosis-Wirkungs-Kurve;

— statistische Aufbereitung der Ergebnisse;

— siimtliche Informationen und Beobachtungen, die fiir die Interpretation der Testergebnisse hilfreich
sind.
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C.22. BODENMIKROORGANISMEN: KOHLENSTOFFTRANSFORMATIONSTEST

1. METHODE
Diese Methode entspricht der Priifrichtlinie OECD TG 217 (2000).

1.1 EINLEITUNG

Diese Testmethode beschreibt eine Labormethodezur Untersuchung der potenziellen Langzeitauswirkungen
einer einmaligen Exposition gegeniiber Pflanzenschutzmitteln und etwaigen anderen Chemikalien auf die
Kohlenstofftransformationsaktivitit von Bodenmikroorganismen. Der Test beruht im Wesentlichen auf den
Empfehlungen der Pflanzenschutzorganisation fiir Europa und den Mittelmeerraum (1), doch auch andere
Richtlinien wurden beriicksichtigt, wie die der deutschen Biologischen Bundesanstalt (2), der US-
amerikanischen Environmental Protection Agency (3), und SETAC (4). Auf einem OECD-Workshop zur
Boden-/Sedimentauswahl, der 1995 im italienischen Belgirate stattfand (5), wurden die bei diesem Test zu
verwendende Anzahl und Art von Boden vereinbart. Die Empfehlungen zur Entnahme, Behandlung und
Lagerung von Bodenproben basieren auf einer ISO-Anleitung (6) und auf Empfehlungen des Belgirate-
Workshops.

Bei der Be- und Auswertung toxischer Eigenschaften von Testsubstanzen kann eine Bestimmung der
Auswirkungen auf die mikrobielle Aktivitit des Bodens erforderlich sein , z. B. wenn Daten zu moglichen
Nebenwirkungen von Pflanzenschutzmitteln aut die Mikroflora des Bodens benétigt werden oder wenn eine
Exposition von Bodenmikroorganismen gegeniiber anderen Chemikalien als Pflanzenschutzmitteln erwartet
wird. Der Kohlenstofftransformationstest wird durchgefiihrt, um den Einfluss derartiger Chemikalien auf die
Bodenmikroflora zu ermitteln. Bei der Priifung von Agrochemikalien (. B. Pflanzenschutzmittel, Diingemittel,
Forstchemikalien) werden sowohl Kohlenstoff- als auch Stickstofftransformationstests durchgefiihrt. Bei
anderen Substanzen als Agrochemikalien geniigt der Stickstofftransformationstest. Liegen jedoch die ECs-
Werte des Stickstofftransformationstests bei  diesen Chemikalien im Bereich, der fiir Kkiiufliche
Nitrifikationshemmstotfe (2. B. Nitrapyrin) ermittelt wurde, kann ein Kohlenstofftranstormationstest
durchgefiihrt werden, um weitere Informationen zu gewinnen.

Boden besteht sowohl aus lebenden als auch aus nichtlebenden Komponenten, die in komplexen und
heterogenen Gemischen vorkommen. Beim Abbau organischen Materials und seiner Transformation in
fruchtbaren Boden spielen Mikroorganismen eine wichtige Rolle, wobei viele Arten fiir unterschiedliche
Aspekte der Bodenfruchtbarkeit verantwortlich sind. Jede Langfristige Storung dieser biochemischen Prozesse
kann sich potenziell aut den Nihrstoffkreislauf auswirken und dadurch wiederum die Bodenfruchtbarkeit
beeinflussen. Die Transformation von Kohlenstoff und Stickstoff erfolgt in allen fruchtbaren Béden. Die
Transformationspfade sind im Wesentlichen gleich, auch wenn je nach Boden unterschiedliche mikrobielle
Populationen fiir diese Prozesse verantwortlich sind.

Mit der hier beschriebenen Testmethode konnen durch einen Stoff hervorgerufene langfristige nachteilige
Auswirkungen auf den Prozess der Kohlenstofftransformation in aeroben Oberbddenbestimmt werden. Der Test
reagiert empfindlich auf Verinderungen in Grofie und Aktivitit der mikrobiellen Populationen, die fiir die
Kohlenstofftransformation verantwortlich sind, da diese Populationen sowohl eine m chemischen Stress als
auch einem Kohlenstoffmangel ausgesetzt werden. Verwendet wird ein an organische m Material armer
Sandboden. Dieser Boden wird mit der Testsubstanz behandelt und unter Bedingungen inkubiert, die einen
schnellen mikrobiellen Stoffwechsel ermoglichen. Unter diesen Bedingungen werden Quellen von leicht
verfiigbarem Kohlenstoff im Boden rasch aufgebraucht. Dies verursacht einen Kohlenstoffmangel, der nicht nur
mikrobielle Zellen totet, sondern auch eine Keimruhe und/oder Sporenbildung induziert. Liuft der Test iiber
mehr als 28 Tage, kann die Summe dieser Reaktionen in den Kontrollproben (unbehandelter Boden) als
progressiver Verlust an stoffwechselaktiver mikrobieller Biomasse gemessen werden (7). Wird die Biomasse in
kohlenstoff - gestresstem Boden unter den Versuchsbedingungen von der Anwesenheit einer Chemikalie
beeinflusst, kehrt sie moglicherweise nicht aut das Niveau in den Kontrollproben zuriick. Folglich halten zu
einem beliebigen Zeitpunkt wihrend des Versuchs durch die Testsubstanz verursachte Storungen hiufig bis
zum Ende des Tests an.
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Die Tests, auf deren Grundlage diese Testmethode entwickelt wurde, waren in erster Linie flir Substanzen
ausgelegt, bei denen die in den Boden gelangende Menge vorherbestimmt werden kann. Dies ist z. B. bei
Pflanzenschutzmitteln der Fall, bei denen die Applikationsmenge aut dem Feld bekannt ist. Bei
Agrochemikalien geniigt es, zwei Konzentrationen zu testen, die fiir die erwartete oder vorhergesagte
Applikationsmenge relevant sind. Agrochemikalien konnen als Wirkstoffe (a.i.) oder als formulierte
Handelsprodukte getestet werden. Der Test ist jedoch nicht auf Chemikalien mit vorhersagbaren
Umweltkonzentrationen begrenzt. Durch Veriinderung sowohl der Mengen der auf den Boden ausgebrachten
Testsubstanz als auch der Art und Weise, wie die Daten ausgewertet werden, kann der Test auch fiir
Chemikalien angewendet werden, bei denen nicht bekannt ist, in welcher Menge sie in den Boden gelangen.
Somit werden bei anderen Substanzen als Agrochemikalien die Wirkungen einer Reihe von Konzentrationen
auf die Kohlenstofftransformation bestimmt. Die Daten von diesen Tests werden verwendet, um eine Dosis-
Wirkungs-Kurve zu erstellen und EC,-Werte zu berechnen, wobei x als die Wirkung in % definiert ist.

1.2 DEFINITIONEN

Kohlenstoff transformation: der Abbau organischen Materials durch Mikroorganismen zum anorganischen
Endprodukt Kohlendioxid.

EC, ( Effektkonzentration ): diejenige Konzentration der Testsubstanz im Boden, die die Transformation von
Kohlenstoft in Kohlendioxid zu x % hemmt.

ECsy ( Medianwert der Effektkonzentration): diejenige Konzentration der Testsubstanz im Boden, die die
Transformation von Kohlenstoft in Kohlendioxid zu 50 Prozent hemmt,

1.3 REFERENZSUBSTANZEN
Keine.
1.4 PRINZIP DER TESTMETHODE

Gesiebter Boden wird entweder mit der Testsubstanz behandelt oder unbehandelt (Kontrollprobe) belassen.
Werden Agrochemikalien gepriift, wird eine Mindestanzahl von zwei Testkonzentrationen empfohlen, die im
Verhiiltnis zur hochsten auf dem Feld erwarteten Konzentration gewiihlt werden sollten. Nach 0, 7, 14 und 28
Tagen Inkubation werden Proben behandelter und unbehandelter Béden mit Glucose gemischt, und die glucose-
induzierten Respirationsraten werden 12 Stunden hintereinander gemessen. Respirationsraten werden als
freigesetztes Kohlendioxid (mg Kohlendioxid/kg Trockenboden/h) oder verbrauchter Sauerstoff (mg
Sauerstoff/kg Boden/h) ausgedriickt. Die mittlere Respirationsrate in behandelten Bodenproben wird mit der in
der Kontrollprobe verglichen, und es wird die prozentuale Abweichung der behandelten Proben von den
Kontrollproben berechnet. Alle Tests laufen mindestens 28 Tage. Sind die Differenzen zwischen behandelten
und unbehandelten Boden am 28. Tag gleich oder grofier als 25 %, werden die Messungen in Abstiinden von 14
Tagen fiir die Hochstdauer von 100 Tagen fortgesetzt. Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift,
wird die Testsubstanz in einer Reihe von Konzentrationen Bodenproben zugesetzt, und nach 28 Tagen die
glucose-induzierten Respirationsraten (d. h. das Mittel der Mengen an gebildetem Kohlendioxid oder
verbrauchtem Sauerstoff) gemessen. Die Ergebnisse aus Versuchen mit einer Reihe von Konzentrationen
werden mit Hilfe eines Regressionsmodells analysiert, und die ECy-Werte berechnet (d. h. ECsg, EC»s und/oder
EC\p). Siehe Definitionen.

1.5 VALIDITAT DES TESTS

Auswertungen von Testergebnissen mit Agrochemikalien beruhen auf vergleichsweise kleinen Ditferenzen (d.
h. Mittelwert £ 25 %) zwischen dem freigesetzten Kohlendioxid oder dem verbrauchten Sauerstoff in (bzw.
durch) Kontrollproben und behandelte(n) Bodenproben, so dass grofie Schwankungen bei den Kontrollproben
zu falschen Ergebnissen fiihren konnen. Daher sollte die Abweichung zwischen Replikatkontrollproben weniger
als £ 15 % betragen.
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1.6 BESCHREIBUNG DER TESTMETHODE
1.6.1 Gerite

Es werden Testgefille aus chemisch inertem Material verwendet. Thr Fassungsvermdgen sollte sich nach dem
gewiihlten Inkubationsverfahren der Bédenrichten , d. h. fiir die Inkubation von Sammelproben oder einer Reihe
einzelner Bodenproben (sieche Abschnitt 1.7.1.2). Wihrend des Tests ist daraut zu achten, dass sowohl der
Wasserverlust moglichst gering gehalten wird als auch ein Gasaustausch stattfinden kann (so konnten die
Testbehilter z. B. mit pertorierter Polyethylenfolie abgedeckt werden). Beim Testen fliichtiger Substanzen sind
abdichtbare und gasdichte Behilter zu verwenden. Diese sollten in ihrer GréBe so bemessen sein, dass sie zu
etwa einem Viertel ihres Volumens mit der Bodenprobe gefiillt sind.

Zur Bestimmung der glucose-induzierten Respiration werden Inkubationssysteme sowie Geriite fiir die Messung
der Kohlendioxidbildung bzw. des Sauerstoffverbrauchs benétigt. Beispiele fiir derartige Systeme sind in der
Literatur zu finden (8) (9) (10) (11).

1.6.2 Auswahl und Anzahl der Boden
Es wird ein einziger Boden verwendet. Empfohlen wird Boden mit folgenden Eigenschatten:

— Sandgehalt: mindestens 50 9% und héchstens 75 %;
— pH:5,5-7.5;
— organischer Kohlenstoffgehalt: 0,5 - 1,5 %:

— es ist die mikrobielle Biomasse zu bestimmen(12) (13), und ihr Kohlenstotfgehalt sollte mindestens
1 % des gesamten organischen Kohlenstoffs des Bodens betragen.

Meist stellt ein Boden mit diesen Eigenschaften den ,,worst case™ dar, da seine Adsorption minimal und die
Vertiigbarkeit der Testchemikalie fiir die Mikroflora maximal ist. Demnach sind in aller Regel keine Tests mit
anderen Boden notwendig. Unter bestimmten Umstinden jedoch, wenn z. B. der erwartete hauptsichliche
Einsatz der Testsubstanz auf bestimmten Boden wie sauren Waldbdden stattfindet, oder bei elektrostatisch
aufgeladenen Chemikalien kann es erforderlich sein , einen zusiitzlichen Boden zu verwenden.

1.6.3 Entnahme und Lagerung von Bodenproben
1.6.3.1 Entnahme

Es sind ausfiihrliche Informationen iiber die Vorgeschichte des Feldstandorts erforderlich, von dem der
Testboden entnommen wird. Diese Angaben beinhalten unter anderem die genaue Lage, den Bewuchs, die
Behandlung mit Pflanzenschutzmitteln sowie mit organischen und anorganischen Diingemitteln, Zusiitze
biologischer Materialien oder unbeabsichtigte Kontaminationen. Der fiir die Bodenentnahme gewiihlte Standort
muss liber einen lingeren Zeitraum hinweg nutzbar sein. Geeignet sind Dauerweiden, Felder mit einjithrigen
Getreidekulturen  (ausgenommen Mais) oder dichtgesiten Griindiingungspflanzen. Der gewiihlte
Probenahmestandort sollte mindestens ein Jahr vor der Probenahme nicht mit Pflanzenschutzmitteln behandelt
worden sein. Ferner sollten mindestens sechs Monate vorher keine organischen Diingemittel ausgebracht
worden sein. Die Verwendung von Mineraldiinger ist nur zulidssig, wenn dies fiir die Kultur erforderlich ist, und
die Entnahme der Bodenproben sollte friihestens drei Monate nach Ausbringung des Diingemittels erfolgen. Zu
vermeiden ist die Verwendung von Boden, der mit Diingemitteln mit bekannter biozider Wirkung (2. B.
Kalkstickstotf) behandelt wurde.

Die Probenahme wiihrend oder nach lingeren (mehr als 30 Tage) Diirre- oder Uberschwemmungsperioden
sollte vermieden werden. Bei gepfliigten Boden sind die Proben aus einer Tiefe von 0 bis 20 ¢cm zu entnehmen.
Bei Griinland (Weiden) oder anderen Boden, die iiber lingere Zeitriiume (mindestens eine Vegetationsperiode)
nicht gepfliigt werden, kann die maximale Tiefe der Probenahme geringfiigig iiber 20 cm liegen (z. B. bei bis zu
25 cm). Die Bodenproben sollten in Behiiltern und unter Temperaturbedingungen transportiert werden, die
sicherstellen, dass die urspriinglichen Bodeneigenschaften nicht wesentlich veriindert werden.



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/277

1.6.3.2 Lagerung

Bevorzugt wird die Verwendung feldfrischer Béden, Liisst sich die Lagerung im Labor nicht vermeiden, sollten
die Bdden im Dunkeln bei 4 2 °C hochstens drei Monate gelagert werden. Withrend der Lagerung der Boden
miissen aerobe Bedingungen sichergestellt sein. Werden Boden von Flichen entnommen, die iiber mindestens
drei Monate im Jahr gefroren sind, kann eine Lagerung fiir sechs Monate bei —18 °C in Betracht gezogen
werden. Vor jedem Versuch ist die mikrobielle Biomasse der gelagerten Bodenzu bestimmen , und der
Kohlenstoffgehalt in der Biomasse sollte mindestens 1 % des gesamten organischen Kohlenstoffs des Bodens
betragen (siehe Abschnitt 1.6.2).

1.6.4 Handhabung und Vorbereitung des Bodens fiir den Test
1.6.4.1 Vorinkubation

Falls der Boden gelagert wurde (sieche Abschnitte 1.6.4.2 und 1.7.1.3), wird eine Vorinkubation iiber eine
Zeitdauer von 2 bis 28 Tagen empfohlen. Die Temperatur und der Feuchtegehalt des Bodens withrend der
Vorinkubation sollten den Testbedingungen moglichst entsprechen (siehe Abschnitte 1.6.4.2 und 1.7.1.3).

1.6.4.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Der Boden wird manuell von groen Gegenstiinden befreit (z.B. Steine, Pflanzenteile usw.) und im feuchten
Zustand ohne iibermiiBiges Austrocknen aut eine PartikelgroBe von kleiner als oder gleich 2 mm gesiebt. Der
Feuchtegehalt der Bodenprobe sollte mit destilliertem oder entionisiertem Wasser auf einen Wert zwischen 40%
und 60 % der maximalen Wasserhaltekapazitiit eingestellt werden.

1.6.5 Vorbereitung der Testsubstanz zur Applikation auf den Boden

Ublicherweise wird die Testsubstanz unter Verwendung eines Triigers zugegeben. Bei diesem Triiger kann es
sich um Wasser (bei wasserldslichen Substanzen) oder einen inerten Feststoff wie feinen Quarzsand
(PartikelgroBe: 0,1 - 0,5 mm) handeln. Andere tliissige Triiger als Wasser (z. B. organische Losungsmittel wie
Aceton oder Chloroform) sind zu vermeiden, da sie die Mikrotlora schidigen kénnen. Wird Sand als Triiger
benutzt, kann er mit der in einem geeigneten Losungsmittel aufgelésten oder suspendierten Testsubstanz
iberzogen werden. In diesen Fillen sollte das Losungsmittel vor dem Mischen mit dem Boden durch
Verdampfen entfernt werden. Zur optimalen Verteilung der Testsubstanz im Boden wird ein Verhiltnis von 10
g Sand je kg Boden (Trockengewicht) empfohlen. Die Kontrollproben werden nur mit einer dquivalenten
Menge Wasser und/oder Quarzsand behandelt.

Beim Testen fliichtiger Chemikalien sind Verluste wiihrend der Behandlung so weit wie méglich zu vermeiden,
und es ist nach Méglichkeit fiir eine homogene Verteilung im Boden zu sorgen (z. B. indem die Testsubstanz an
verschiedenen Stellen in den Boden injiziert wird).

1.6.6 Testkonzentrationen

Werden Pflanzenschutzmittel oder andere Chemikalien mit vorhersagbaren Umweltkonzentrationen gepriift,
sind mindestens zwei Konzentrationen zu verwenden. Die niedrigere Konzentration sollte mindestens der
maximalen Mengeentsprechen, die unter praxisiiblichen Bedingungen voraussichtlich in den Boden gelangt,
withrend die hohere Konzentration ein Mehrfaches der niedrigeren Konzentration sein sollte. Die
Konzentrationen der dem Boden zugegebenen Testsubstanz. werden unter der Annahme einer gleichmiifligen
Einarbeitung bis zu einer Tiefe von 5 cm und einer Bodenrohdichte von 1,5 berechnet. Bei Agrochemikalien,
die direkt auf den Boden ausgebracht werden, oder bei Chemikalien, bei denen die den Boden erreichende
Menge vorhersag bar ist, werden als Testkonzentrationen die hochste vorhergesagte Umweltkonzentration
(PEC) und das Fiinffache dieser Konzentration empfohlen. Substanzen, die voraussichtlich mehrmals in einer
Kulturperiode auf den Boden ausgebracht werden, sollten in Konzentrationen getestet werden, die sich durch
die Multiplikation der PEC mit der hochsten erwarteten Anzahl der Anwendungen ergeben. Allerdings sollte
die obere getestete Konzentration das Zehnfache der hochsten einfachen Applikationsrate nicht iibersteigen.

Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird eine geometrische Reihe von mindestens fiinf
Konzentrationenverwendet. Die getesteten Konzentrationen sollten den zur Bestimmung der EC;-Werte
notwendigen Bereich abdecken.
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1.7 DURCHFUHRUNG DES TESTS
1.7.1 Expositionsbedingungen
1.7.1.1 Behandlung und Kontrolle

Werden Agrochemikalien gepriift, wird der Boden in drei Teile gleichen Gewichts aufgeteilt. Zwei Teile
werden mit dem produkthaltigen Triger gemischt, und der dritte wird mit dem Triiger ohne das Produkt
vermischt (Kontrollprobe). Sowohl fiir die behandelten als auch die unbehandelten Boden wird eine
Mindestanzahl von drei Replikaten empfohlen. Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird
der Boden in sechs Teile gleichen Gewichts aufgeteilt. Fiinf dieser Proben werden mit dem die Testsubstanz
enthaltenden Triger vermischt, und die sechste wird mit dem Triiger ohne die Chemikalie vermischt. Sowohl
fiir die behandelten Proben als auch fiir die Kontrollproben werden drei Replikate empfohlen. Es ist auf eine
homogene Verteilung der Testsubstanz in den behandelten Bodenproben zu achten. Wihrend des Mischens ist
eine Verdichtung oder Verklumpung des Bodens zu vermeiden.

1.7.1.2 Inkubation von Bodenproben

Die Inkubation der Bodenproben kann auf zwei Wegen durchgefiihrt werden: als Sammelproben von jedem
behandelten und unbehandelten Boden oder als Reihe von einzelnen, gleich groflen Teilproben von jedem
behandelten und unbehandelten Boden. Bei fliichtigen Substanzen sollte der Test jedoch nur mit einer Reihe
einzelner Teilproben durchgefiihrt werden. Bei der Inkubation von Béden als Sammelproben werden grofie
Mengen von jedem behandelten und unbehandelten Boden vorbereitet und withrend des Tests je nach
Notwendigkeit zu analysierende Teilproben entnommen. Die zu Beginn fiir jede Behandlung und Kontrolle
vorbereitete Menge ist abhiingig von der Grolie der Teilproben, der Anzahl der zur Analyse verwendeten
Replikate und der hochsten erwarteten Anzahl von Probenahmen. Vor der Entnahme von Teilproben sind die
inkubierten Sammelproben griindlich zu mischen. Bei der Bodeninkubation als Reihe einzelner Bodenproben
wird jeder behandelte und unbehandelte Sammelboden in die benétigte Anzahl von Teilproben aufgeteilt, und
diese Teilproben werden je nach Notwendigkeit verwendet. Fiir Untersuchungen mit mehr als zwei
Probenahmezeitpunkten sind geniigend Teilproben herzustellen, um alle Replikate und Probenahmezeiten zu
beriicksichtigen. Mindestens drei Replikatproben des Testbodens sollten unter aeroben Bedingungen inkubiert
werden (siehe Abschnitt 1.7.1.1). Bei allen Tests sind geeignete Behiilter mit ausreichendem Headspace zu
verwenden, um das Entstehen anaerober Bedingungen zu vermeiden. Werden fliichtige Substanzen gepriift, ist
der Test nur mit einer Reihe einzelner Teilproben durchzufiihren.

1.7.1.3 Testhedingungen und -dauer

Der Test wird im Dunkeln bei Raumtemperatur (20 £ 2 °C) durchgefiihrt. Der Feuchtegehalt der Bodenproben
ist im Testverlauf bei 40% - 60 % (+ 5%) der maximalen Wasserhaltekapaitiit des Bodens zu halten (siehe
Abschnitt 1.6.4.2). Destilliertes bzw. entionisiertes Wasser kann nach Bedarf zugegeben werden.

Die Mindestdauer der Tests betrigt 28 Tage. Bei Agrochemikalien werden die Mengen an freigesetztem
Kohlenstoff bzw. verbrauchtem Sauerstoff in den behandelten Proben mit denen in den Kontrollproben
verglichen. Weichen diese am 28. Tag um mehr als 25 % voneinander ab, wird der Test bis zum Erreichen
einer Differenz. von gleich oder weniger als 25 % bzw. fiir die Hochstdauer von 100 Tagen fortgesetzt, je
nachdem, was kiirzer ist. Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird der Test nach 28 Tagen
beendet. Am 28. Tag werden die Mengen an freigesetztem Kohlendioxid bzw. verbrauchtem Sauerstoff in den
behandelten Proben und in den Kontrollproben bestimmt und die ECy-Werte berechnet.

1.7.2 Probenahme und Analyse von Biden
1.7.2.1 Probenahmeintervalle

Bei der Priifung von Agrochemikalien werden Bodenproben am Tag 0, 7, 14 und 28 auf glucose-induzierte
Respirationsraten analysiert. Ist eine Testverlingerung erforderlich, sind weitere Messungen vom 28. Tag an
im Abstand von jeweils 14 Tagen vorzunehmen.

Bei der Priifung von anderen Substanzen als Agrochemikalien werden mindestens fiinf Testkonzentrationen
verwendet und Bodenproben am Beginn (Tag 0) und am Ende der Expositionszeit (28 Tage) auf die glucose-
induzierte Respiration analysiert. Gegebenenfalls kann eine Zwischenmessung, z. B. am 7. Tag , eingetiigt
werden. Die am 28. Tag erhaltenen Daten werden zur Bestimmung des EC,-Werts der Chemikalie benutzt.
Falls gewiinscht, kodnnen die Daten der Kontrollproben vom Tag 0 zur Abschiitzung der Ausgangsmengen der
stoftwechselaktiven mikrobiellen Biomasse im Boden herangezogen werden (12).
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1.7.2.2 Messung von glucose-induzierten Respirationsraten

Die glucose-induzierte Respirationsrate in jeder behandelten Probe und in jedem Kontrollreplikat wird zu jedem
Probenahmezeitpunkt bestimmt. Die Bodenproben werden mit einer Menge Glucose vermischt, die grof3 genug
ist, um unverziiglich einen maximalen Atmungswert zu erreichen. Die zum Erreichen eines maximalen
Atmungswertes in einem bestimmten Boden notwendige Glucosemenge kann in einem Vorversuch mit einer
Reihe von Glucosekonzentrationen bestimmt werden (14). Bei sandigen Bdden mit einem organischen
Kohlenstoffgehalt von 0,5 - 1,5 % sind jedoch iiblicherweise 2000 mg bis 4000 mg Glucose je kg Boden
(Trockengewicht) ausreichend. Die Glucose kann mit sauberem Quarzsand pulverisiert werden (10 g Sand/kg
Trockengewicht Boden) und mit dem Boden homogen vermischt werden.

Die mit Glucose angereicherten Bodenproben werden in einem geeigneten Geriit inkubiert, mit dem die
Respirationsraten bei 20 + 2 °C entweder laufend, stiindlich oder in 2-Stunden-Intervallen gemessen werden
konnen (sieche Abschnitt 1.6.1). Das freigesetzte Kohlendioxid bzw. der verbrauchte Sauerstoff werden 12
Stunden lang gemessen, und die Messungen sollten so friih wie mdéglich beginnen, d. h. innerhalb von ein bis
zwei Stunden nach der Glucosezugabe. Die Gesamtmengen des in den 12 Stunden freigesetzten Kohlendioxids
bzw. verbrauchten Sauerstoffs werden gemessen und die mittleren Respirationsraten bestimmt.

2 DATEN

2.1 AUFBEREITUNG DER ERGEBNISSE

Werden Agrochemikalien gepriift, ist fiir jedes Replikat die Menge des jeweils freigesetzten Kohlendioxids
bzw. verbrauchten Sauerstofts autfzuzeichnen, und die Mittelwerte aller Replikate sind in tabellarischer Form
darzustellen. Die Ergebnisse sind mittels geeigneter und allgemein anerkannter statistischer Methoden (z. B. F-
Test, 5 % Signifikanzniveau) zu bewerten. Die glucose-induzierten Respirationsraten werden in mg
Kohlendioxid/kg Trockengewicht Boden/h bzw. mg Sauerstoft/Trockengewicht Boden/h ausgedriickt. Die
mittlere Kohlendioxidbildungsrate bzw. die mittlere Sauerstoffverbrauchsrate jeder Behandlung wird mit der in
der Kontrollprobe verglichen, und es wird die prozentuale Abweichung von der Kontrollprobe berechnet.

Werden andere Substanzen als Agrochemikalien gepriift, wird die Menge an freigesetztem Kohlendioxid bzw.
an verbrauchtem Sauerstoff fiir jedes Replikat bestimmt, und zur Abschiitzung der EC,-Werte eine Dosis-
Wirkungs-Kurve erstellt. Die in den behandelten Proben nach 28 Tagen gefundenen glucose-induzierten
Respirationsraten (d. h. mg Kohlendioxid/kg Trockengewicht Boden/h bzw. mg Sauerstoff/Trockengewicht
Boden/h) werden mit den in der Kontrollprobe gefundenen verglichen. Auf der Basis dieser Daten werden die
I[nhibitionswerte , ausgedriickt in %, fiir jede Testkonzentration berechnet. Diese Prozentangaben werden liber
der Konzentration aufgetragen, und dann werden mit Hilfe statistischer Verfahren die EC,-Werte berechnet.
Mittels Standardverfahren werden ferner Vertrauensbereiche (p = 0,95) fiir die errechneten EC-Werte ermittelt

(15)(16)(17).

22 INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Ist bei der Auswertung der Testergebnisse von Agrochemikalien die Differenz der Respirationsraten zwischen
der niedrigen Behandlung (d. h. der héchsten erwarteten Konzentration) und den Kontrollproben zu jedem
Probenahmezeitpunkt nach dem 28. Tag gleich oder geringer als 25 %, dann ist das Produkt so zu bewerten,
dass es keinen langfristigen Eintluss auf die Kohlenstofftranstormation in Béden hat. Fiir die Auswertung der
Testergebnisse von anderen Chemikalien als Agrochemikalien werden die ECsy-, ECas- und/oder EC,-Werte
herangezogen.



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/280

3 ABSCHLUSSBERICHT
TESTBERICHT
Der Testbericht muss folgende Informationen enthalten:
Vollstindige Angaben zu den verwendetenB&den , darunter:

— geographische Angaben zum Standort (Breitengrad, Lingengrad);

— Informationen {iber die Vorgeschichte des Feldstandorts (d. h. Bewuchs, Behandlungen mit
Ptlanzenschutzmitteln und Diingemitteln, unbeabsichtigte Kontaminationen usw.)

— Nutzungsstruktur (z. B. landwirtschaftlich genutzter Boden, Forst usw.);

— Probenahmetiefe (cm);

— Sand-/Schluff-/Tongehalt (% Trockengewicht);

— pH (in Wasser);

— organischer Kohlenstotfgehalt (% Trockengewicht);

— Stickstoffgehalt (% Trockengewicht);

— Kationenaustauschkapazitiit (mmol/kg);

— Ausgangswert der mikrobiellen Biomasse als Anteil (in %) am gesamten organischen Kohlenstoff;
— Angaben zu den fiir die Bestimmung der einzelnen Parameter verwendeten Methoden;

— alle Angaben zur Entnahme und Lagerung der Bodenproben;

— ggf. Einzelheiten zur Vorinkubation des Bodens.
Testsubstanz:

— physikalischer Zustand und falls relevant physikalisch-chemische Eigenschaften;

— chemische Kenndaten, falls relevant mit Strukturformel, Reinheit (d. h. bei Pflanzenschutzmitteln der
Wirkstoffanteil in %), Stickstoffgehalt.

Testbedingungen:

— genaue Angaben zur Anreicherung des Bodens mit organischem Substrat;

— Anzahl der verwendeten Konzentrationen der Testchemikalie und ggf. Begriindung fiir die gewiihlten
Konzentrationen;

— genaue Angaben zur Applikation der Testsubstanz auf den Boden;
— Inkubationstemperatur;
— Feuchtegehalt des Bodens zu Beginn und wiihrend des Tests;

— das zur Bodeninkubation verwendete Verfahren (d. h. als Sammelproben oder als Reihe einzelner
Teilproben);

— Anzahl der Replikate;

— Anzahl der Probenahmezeitpunkte.
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Ergebnisse:
— zur Messung der Respirationsraten verwendete Verfahren und Geriite;

— Daten in tabellarischer Form, einschlielich Einzel- und Mittelwerte der Kohlendioxid- bzw.
Sauerstoffmengen;

— Abweichung zwischen den Replikaten behandelter Proben und Kontrollproben;
— Erlduterungen zu den Korrekturen an den Berechnungen, falls relevant;

— die Abweichung (in %) der glucose-induzierten Respirationsraten zu jedem Probenahmezeitpunkt
bzw. ggf. der ECso-Wert mit 95 % Vertrauens bereich, weitere ECy (d. h. ECss oder ECp) mit
Vertrauensbereichen und eine graphische Darstellung der Dosis-Wirkungs-Kurve;

— ggt. statistische Autbereitung der Ergebnisse;

— simtliche Informationen und Beobachtungen, die fiir die Interpretation der Testergebnisse hilfreich
sind.



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/282

4 LITERATURANGABEN

(1) EPPO (1994). Decision-Making Scheme for the Environmental Risk Assessment of Plant Protection
Chemicals. Chapter 7: Soil Microflora. EPPO Bulletin 24: 1-16, 1994.

(2) BBA (1990). Effects on the Activity of the Soil Microtlora. BBA Guidelines for the Official Testing of
Plant Protection Products, VI, 1-1 (2. Ausgabe, 1990).

(3) EPA (1987). Soil Microbial Community Toxicity Test. EPA 40 CFR Part 797.3700. Toxic Substances
Control Act Test Guidelines; Proposed rule. 28. September 1987.

(4) SETAC-Europe (1995). Procedures for assessing the environmental fate and ecotoxicity of pesticides,
Ed. M.R. Lynch, Pub. SETAC-Europe, Briissel.

(5) OECD (1995). Final Report of the OECD Workshop on Selection of Soils/Sediments, Belgirate, [talien,
18.-20. Januar 1995.

(6) ISO 10381-6 (1993). Bodenbeschatfenheit - Probenahme - Teil 6: Anleitung zur Probenahme,
Behandlung und Lagerung von Boden fiir die Bestimmung aerober mikrobieller Prozesse unter
Laborbedingungen.

(7) Anderson, J.P.E. (1987). Handling and Storage of Soils for Pesticide Experiments, in ,,Pesticide Effects
on Soil Microflora®“. Eds. L. Somerville and M.P. Greaves, Chap. 3: 45-60.

(8) Anderson, J.P.E. (1982). Soil Respiration, in ,,Methods of Soil Analysis - Part 2: Chemical and
Microbiological Properties™. Agronomy Monograph N° 9. Eds. A.L. Page, R.H. Miller and D.R. Keeney.
41:831-871.

(9) ISO 11266-1. (1993). Soil Quality - Guidance on Laboratory Tests for Biodegradation in Soil: Part 1.
Aerobic Conditions.

(10) ISO 14239 (1997E). Bodenbeschaffenheit - Laboratoriumsinkubationssysteme zur Messung der
Mineralisierung von organischen Chemikalien im Boden bei aeroben Bedingungen.

(11) Heinemeyer, O., Insam, H., Kaiser, E.A. und Walenzik, G. (1989). Soil microbial biomass and
respiration measurements; an automated technique based on infrared gas analyses. Plant and Soil, 116:
77-81.

(12) ISO 14240-1 (1997). Bodenbeschaffenheit - Bestimmung der mikrobiellen Biomasse von Boden — Teil 1:
Substratinduziertes Respirationsverfahren.

(13) ISO 14240-2 (1997). Bodenbeschaffenheit - Bestimmung der mikrobiellen Biomasse von Boden — Teil 2:
Fumigations-Extraktionsverfahren.

(14) Malkomes, H.-P. (1986). Einfluss von Glukosemenge auf die Reaktion der Kurzzeit-Atmung im Boden
gegenliber Pflanzenschutzmitteln, dargestellt am Beispiel eines Herbizids. (Influence of the Amount of
Glucose Added to the Soil on the Effect of Pesticides in Short-Term Respiration, using a Herbicide as an
Example). Nachrichtenbl. Deut. Ptlanzenschutzd., Braunschweig, 38: 113-120.

(15) Litchfield, J.T. und Wilcoxon, F. (1949). A simplified method of evaluating dose-effect experiments.
Jour. Pharmacol. and Exper. Ther., 96, 99-113.

(16) Finney, D.J. (1971). Probit Analysis. 3rd ed., Cambridge, London and New-York.

(17) Finney D.J. (1978). Statistical Methods in biological Assay. Griffin, Weycombe, UK.



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/283

C.23. AEROBE UND ANAEROBE TRANSFORMATION IM BODEN

1. METHODE

Diese Testmethode entsprichtder Priifrichtlinie OECD TG 307 (2002)

1.1 EINLEITUNG

Die Testmethode basiert auf bestehenden Richtlinien (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9). Das in dieser Testmethode
beschriebene Verfahren soll eine Evaluierung der aeroben und anaeroben Transformationsprozesse von
Chemikalien im Boden ermdoglichen. Die Tests sind so konzipiert, dass, (i) die Transformationsrate der
Testsubstanz und (ii) die Art der Transtormationsprodukte sowie Bildungs- und Abbauraten bestimmt werden.
So konnen die Konzentrationen von Chemikalien, bzw. deren Transformationsprodukten, denen Pflanzen und
Bodenorganismen ausgesetzt sein kdnnen, errechnet werden. Solche Untersuchungen sind fiir Chemikalien
erforderlich, die direkt auf den Boden ausgebracht werden, bzw. bei denen die Moglichkeit besteht, dass sie in
den terrestrischen Bereich gelangen.. Die Ergebnisse solcher Laboruntersuchungen kénnen auch dazu genutzt
werden, Probenahme- und Analysevorschriften fiir gleichgelagerte Feldstudien zu entwickeln.

Im Allgemeinen sind aerobe und anaerobe Untersuchungen mit einer Bodenart fiir die Untersuchung der
Transtormationspfade im Bodenausreichend (8)(10)(11). Die Transtormationsraten sollten mit mindestens drei
zusitzlichen Boden bestimmt werden (8)(10).

Auf einem OECD-Workshop zur Boden-/Sedimentauswahl, der 1995 im italienischen Belgirate stattfand (10),
wurden insbesondere die Anzahl und Arten der in diesem Test zu verwendenden Boden vereinbart. Die im Test
verwendeten Boden sollten repriisentativ fiir die im Freiland bei Chemikalieneinsatz bzw. — -eintrag
exponierten Boden sein. So sollten etwa Chemikalien, die moglicherweise in subtropischem bis tropischem
Klima freigesetzt werden, mit Ferrasolen oder Nitosolen (FAO-System) getestet werden. Des Weiteren gab der
Workshop basierend auf der [ISO-Anleitung (15) Emptehlungen zur Entnahme, Handhabung und Lagerung von
Bodenproben. Die Verwendung von Reisbdden ist in dieser Methode ebenfalls beriicksichtigt.

1.2 DEFINITIONEN
Testsubstanz: jede Substanz, ob Ausgangssubstanz oder relevante Transformationsprodukte.

Transformationsprodukte: alle Substanzen, die durch biotische oder abiotische Transformationsreaktionen
der Testsubstanz entstehen, einschliellich CO- und Reaktionsprodukte in gebundenen Riickstinden.

Gebundene Riickstinde: ,,Gebundene Riickstinde® sind Verbindungen in Boden, Pflanzen oder Tieren, die
nach  einer  Extraktion in der Matrix in  Form der  Ausgangssubstanz  oder  deren
Metaboliten/Transformationsprodukte(n) verbleiben. Die Extraktionsmethode darf die Verbindungen selbst
oder die Matrixstruktur nicht wesentlich verindern. Durch matrixverindernde Extraktionsmethoden und
hochentwickelte Analysenverfahren kann die Art der Bindung zum Teil geklirt werden. Bislang werden z. B.
kovalente Tonen- und Sorptionsbindungen sowie Einschliisse auf diese Weise nachgewiesen. In aller Regel
bedeutet die Bildung von gebundenen Riickstinden eine deutliche Verminderung der Biovertiigbarkeit (12)
|modifiziert nach [UPAC 1984 (13)].

Aerobe Transformation: in Gegenwart von molekularem Sauerstoff ablaufende Reaktionen (14).
Anaerobe Transformation: unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff ablaufende Reaktionen (14).

Boden: ein Gemisch mineralischer und organisch-chemischer Bestandteile, wobei letztere Verbindungen mit
hohem Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt sowie einem hohen Molekulargewicht enthalten und mit kleinen
(zumeist Mikro-)Organismen belebt sind. Boden kann in zwei Zustandsformen bearbeitet werden:

(a) ungestort, wie er sich im Laufe der Zeitentwickelt hat, mit der charakteristischer Horizontabfolge der

verschiedenen Bodentypen;

(b) gestort, wie er in der Regel aut landwirtschaftlich genutzten Flichen vorzufinden ist oder wie er vorkommt,
wenn Proben durch Graben entnommen und in der beschriebenen Testmethode verwendet werden (14).
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Mineralisation: vollstindiger Abbau einer organischen Verbindung zu CO, und H,O unter aeroben
Bedingungen und zu CHs, CO, und H,O unter anaeroben Bedingungen. Im Zusammenhang mit dieser
Testmethode, bei der eine “C-markierte Verbindung verwendet wird, bedeutet Mineralisation einen extensiven
Abbau, wobei ein markiertes Kohlenstoffatom unter Freisetzung der entsprechenden Menge CO, oxidiert wird

(14).

Halbwertszeit tos: die fiir die 50%ige Transformation einer Testsubstanz ermittelte Zeit, wenn die
Transformation mittels Kinetik erster Ordnung beschrieben werden kann; sie ist konzentrationsunabhiingig

Abbauzeit D15y Zeitspanne, in der sich die Konzentration der Testsubstanz um 50% reduziert hat; sie
unterscheidet sich von der Halbwertszeit t 5, wenn die Transformation nicht nach der Kinetik erster Ordnung
erfolgt.

Abbauzeit DT7s: Zeitspanne, in der sich die Testsubstanzkonzentration um 75% reduziert hat.

Abbauzeit D'Tyy: Zeitspanne, in der sich die Testsubstanzkonzentration um 90% reduziert hat.

1.3 REFERENZSUBSTANZEN

Referenzsubstanzen sollten zur Charakterisierung und/oder zur Identifizierung von Transformationsprodukten
mittels spektroskopischer und chromatographischer Verfahren verwendet werden.

1.4 ANWENDBARKEIT DES TESTS

Die Methode ist auf séimtliche chemischen Substanzen (nichtmarkiert oder radioaktiv markiert) anwendbar, fiir
die ein Analysenverfahren mit hinreichender Genauigkeit und Empfindlichkeit zur Verfiigung steht. Sie ist
anwendbar aut’ schwach fliichtige, nichtfliichtige, wasserldsliche oder wasserunlosliche Verbindungen. Bei
Chemikalien, die aus Boden hochfliichtig sind (z. B. Begasungsmittel oder organische Losungsmittel) und somit
unter den Testbedingungen dieses Tests nicht im Boden gehalten werden konnen, sollte der Test nicht
angewendet werden.

1.5 INFORMATIONEN ZUR TESTSUBSTANZ

Zur Messung der Transformationsrate kann nichtmarkierte oder markierte Testsubstanz verwendet werden.
Markiertes Material ist zur Untersuchung des Umwandlungsweges und zur Aufstellung einer Massenbilanz
notwendig. Empfohlen wird die 14C—Markierung, doch auch der Einsatz anderer [sotope wie e, BN, *H oder
*P kann sinnvoll sein. Die Markierung sollte moglichst im stabilsten Teil, bzw. in den stabilsten Teilen des
Molekiils positioniert sein'. Der Reinheitsgrad der Testsubstanz sollte mindestens 95% betragen.

Vor der Durchfiihrung eines Tests zur aeroben und anaeroben Transformation im Boden sollten folgende
Informationen zur Testsubstanz vorliegen:

(a) Wasserloslichkeit (Methode A.6);

(b) Loslichkeit in organischen Losungsmitteln;

(c) Damptdruck (Methode A.4) und Henry-Konstante;

(d) n-Octanol/Wasser- Verteilungskoeffizient (Methode A.8);

(e) chemische Stabilitit im Dunkeln (Hydrolyse) (Methode C.7);

(f) pK., wenn ein Molekiil zur Protonierung oder Deprotonierung neigt| OECD Guideline 112 | (16).

AuBerdem konnen Angaben zur Toxizitit der Testsubstanz gegeniiber Bodenmikroorganismen sinnvoll sein
[Testmethoden C.21 und C.22] (16).

Es sollten Analysenmethoden (einschlieSlich Extraktions und Reinigungsverfahren) zur Identifizierung und
Quantifizierung der Testsubstanz sowie ihrer Transformationsprodukte verfiigbar sein.

' Wenn beispielsweise die Testsubstanz einen Ring enthiilt, muss sich die Markierung auf diesem Ring befinden; enthilt die

Testsubstanz zwei oder mehr Ringe, kénnen gesonderte Untersuchungen erforderlich sein, um den Verbleib jedes
markierten Ringes zu erfassen und sachgerechte Informationen zur Bildung von Transformationsprodukten zu gewinnen.
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1.6 PRINZIP DER TESTMETHODE

Den Bodenproben wird die Testsubstanz zugefiigt und die Proben werden im Dunkeln in einem Biometer-Gefil3
oder einem Durchflusssystem unter kontrollierten Laborbedingungen (bei konstanter Temperatur und
Bodenfeuchtigkeit) inkubiert. Nach entsprechenden Zeitintervallen werden die Bodenproben extrahiert und auf
die Ausgangssubstanz und Transformationsprodukte analysiert. Aulerdem werden fliichtige Produkte mit Hilfe
geeigneter Absorptionsvorrichtungen fiir die Analyse gesammelt. Mittels HC-markiertem Material konnen die
verschiedenen Mineralisationsraten von Testsubstanzen durch Auffangen von entstandenem “Co, gemessen
werden und es kann eine Massenbilanz, einschliefflich der Bildung von bodengebundenen Riickstinden,
aufgestellt werden.

1.7 QUALITATSKRITERIEN

1.7.1 Wiederfindungsraten

Die Extraktion und Analyse von mindestens zwei parallel angesetzten Bodenproben unmittelbar nach Zugabe
der Testsubstanz, geben einen ersten Hinweis auf die Wiederholbarkeit der Analysenmethode und die
gleichmiiBige Verteilung der Testsubstanz bei der  Applikation. Die Wiederfindungsraten fiir spiitere
Testphasen ergeben sich aus den jeweiligen Massenbilanzen. Die Wiederfindungsraten sollten im Bereich von
90-110% fiir markierte Chemikalien (8) und von 70-110% fiir nichtmarkierte Chemikalien (3) liegen.

1.7.2 Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der Analysenmethode

Die Wiederholbarkeit der Analysenmethode (ausgenommen die Effizienz der Extraktion im Anfangsstadium)
zur Quantifizierung der Testsubstanz und der Transformationsprodukte kann durch eine parallele Analyse
desselben Extrakts einer Bodenprobe, die hinreichend lange zur Bildung von Transformationsprodukten
inkubiert wurde, iiberpriift werden.

Die Nachweisgrenze ("limit of detection; LOD") der Analysenmethode fiir die Testsubstanz und fiir die
Transformationsprodukte sollte mindestens 0,01 mg-kg'1 Boden (als Testsubstanz) oder - falls dieser Wert
niedriger ist — 1% der Applikationskonzentration betragen. Die Quantifizierungsgrenze ("limit of quantification;
LOQ") sollte ebenfalls spezifiziert werden.

1.7.3 Genauigkeit der Transformationsdaten

Geeignete Informationen iiber die Zuverlissigkeit der Transformationskurve lassen sich mittels
Regressionsanalyse aus denTestsubstanzkonzentrationen in Abhiingigkeit von der Zeit gewinnen, die auch die
Berechnung des Vertrauensbereichs fiir Halbwertszeiten (im Falle einer Kinetik pseudo-erster Ordnung) bzw.
DTso-Werte und ggt. fiir DT75- und DTy-Werte ermdglicht.

1.8 BESCHREIBUNG DER TESTMETHODE

1.8.1 Gerite und chemische Reagenzien

Inkubationssysteme bestehen aus statischen geschlossenen Systemen oder geeigneten Durchflusssystemen
(7)(17). Beispiele fiir eine geeignete Durchfluss-Bodeninkubationssapparatur und ein Biometer-Gefil} sind in
den Abb. | bzw. 2 dargestellt. Beide Arten von Inkubationssystemen haben Vorteile und Einschriinkungen

(HATD).
Erforderlich ist die Standardlaborausstattung, insbesondere folgendes:

— Analysengeriite, z. B. GLC-, HPLC-, TLC-Ausstattung, einschlielich geeigneter Detektionssysteme fiir
die Analyse radioaktiv markierter oder nichtmarkierter Substanzen oder fiir die inverse
[sotopenverdiinnungsmethode;

— QGeriite fiir Identifizierungszwecke (z. B. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR);

— Fliissigkeitsszintillationszihler;

— Oxidiser fiir die Verbrennung von radioaktivem Material;

— Zentrifuge;

— Extraktionsgeriit (z. B. Zentrifugengliiser fiir die Kaltextraktion und ein Soxhlet-Apparat fiir die
kontinuierliche Extraktion unter Riickfluss);
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— Instrumente zum Einengen von Losungen und Extrakten (2. B. Rotationsverdampter);
— Wasserbad;
— Mechanische Mischvorrichtung (z. B. Knetmaschine, Rotationsmischer).

Einzusetzende chemische Reagenzien sind z. B.:

— NaOH, analysenrein, 2 mol - dm'3, oder eine andere geeignete Base (2. B. KOH, Ethanolamin);
— H»S0,, analysenrein, 0,05 mol - dm'S:,

— Ethylenglykol, analysenrein;

— feste Absorptionsmittel wie Natronkalk und Polyurethanstopfen;

— Organische Losungsmittel, analysenrein, wie Aceton, Methanol usw.;

— Szintillationsfliissigkeit.

1.8.2 Applikation der Testsubstanz

Fiir die Zugabe zum Boden und die Verteilung darin,kann die Testsubstanz in Wasser (entionisiert oder
destilliert) oder - falls notwendig - in moglichst geringen Mengen Aceton oder anderen organischen
Losungsmitteln (6) gelost werden, in denen die Testsubstanz hinreichend 16slich und stabil ist. Die gewiihlte
Losungsmittelmengesollte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitit der Bodenmikroorganismen
haben (siehe Abschnitte 1.5 und 1.9.2-1.9.3). Die Verwendung von Losungsmitteln, die die Aktivitit der
Bodenmikroorganismen hemmen, wie etwa Chloroform, Dichlormethan oder andere halogenierte
Losungsmittel, ist zu vermeiden.

Die Testsubstanz kann auch als Feststoff zugegeben werden, z. B. in Quarzsand (6) eingemischt oder in einer
kleinen Teilprobe des Testbodens, die zuvor luftgetrocknet und sterilisiert wurde. Wird die Testsubstanz unter
Verwendung eines Losungsmittels zugegeben, muss das Losungsmittel verdampfen konnen, bevor die
Teilprobe der urspriinglichen nichtsterilen Bodenprobe zugesetzt wird.

Bei gebriiuchlichen Chemikalien, deren Eintrag in den Boden hauptsiichlich iiber Klirschlamm/Anwendung in
der Landwirtschaft erfolgt, sollte die Testsubstanz zuerst dem Schlamm zugesetzt werden, der dann in die
Bodenprobe eingebracht wird (siehe Abschnitte 1.9.2 und 1.9.3).

Die Verwendung von formulierten Handelsprodukten wird nicht routinemii3ig empfohlen. Sie kann jedoch z. B.
bei schlecht léslichen Testsubstanzen eine geeignete Alternative sein.

1.83 Boden
1.8.3.1 Bodenauswahl

Zur Bestimmung der Transformationswege kann ein repriisentativer Boden verwendet werden; empfohlen
werden sandiger Lehm oder schluffiger Lehm oder Lehm oder lehmiger Sand [gemill FAO und USDA-
Klassifikation(18)] mit einem pH-Wert von 5,5-8,0, einem organischen Kohlenstoffgehalt von 0,5-2,5 % und
einer mikrobiellen Biomasse von mindestens | % des gesamten organischen Kohlenstoffs (10).

Zur Untersuchung der Transformationssraten sollten mindestens drei zusiitzliche Boden verwendet werden, die
einen Bereich allerrelevanter Boden reprisentieren. Die Boden sollten sich hinsichtlich des organischen
Kohlenstoffgehalts, des pH-Werts, des Tongehalts und der mikrobiellen Biomasse voneinander unterscheiden

(10).

Alle Boden sollten mindestens hinsichtlich folgender Eigenschaften charakterisiert werden: Textur (% Sand, %
Schlutf, % Ton) [gemill FAO und derUSDA-Klassifikation (18)], pH-Wert, Kationenaustauschkapazitit,
organischer Kohlenstoffgehalt, Bodendichte, Wusserriickhulteeigenschaft: und mikrobielle Biomasse (nur fiir
aerobe Untersuchungen). Zusiitzliche Informationen iiber Bodeneigenschatten kénnen fiir die Interpretation der
Ergebnisse von Nutzen sein. Zur Bestimmung der Bodeneigenschaften kénnen die in den Literaturangaben
(19)20)(21)(22)(23) empfohlenen Methoden herangezogen werden. Die mikrobielle Biomasse sollte mit Hilfe
der Substrat-induzierten Respirationsmethode (SIR) (25)(26) oder alternativer Verfahren (20) bestimmt werden.

Die Wasserriickhalteeigenschaft eines Bodens ldsst sich als Feldkapazitit, als Wasserhaltekapazitit oder als
Wassersaugspannung  (pF) messen. Erliuterungen siehe Anhang 1. Im Testbericht ist festzuhalten, ob die
Wasserriickhalteeigenschaft und die Bodendichte von Béden bei ungestorten Feldproben oder gestirten (bearbeiteten)
Proben ermittelt wurden.
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1.8.3.2 Probenahme, Handhabung und Lagerung von Biden

Es sind ausfiihrliche Informationen tiber die Geschichte des Feldstandorts erforderlich, von dem der Testboden
entnommen wird. Die Angaben betreffen unter anderem die genaue Lage, den Bewuchs, Behandlungen mit
Chemikalien sowie mit organischen und anorganischen Diingemitteln, Zusiitze biologischer Materialien oder
anderer Verunreinigungen. Boden, die in den vorhergehenden vier Jahren mit der Testsubstanz oder ihren
Struktur-Analoga behandelt worden sind, sollten nicht fiir die Transformationsuntersuchungen verwendet
werden (10)(15).

Der Boden sollte feldfrisch entnommen werden (aus dem A-Horizont oder bis zu einer Tiefe von maximal 20
cm) und einen Bodenwassergehalt aufweisen, der das Sieben ermoglicht. Bei Bdden, die nicht von Reisfeldern
stammen, sollte die Probenahme wiihrend oder unmittelbar nach lingeren (> 30 Tage) Diirre-, Frost- oder
Uberschwemmungsperioden vermieden werden (14). Die Proben sollten so transportiert werden, dass der
Bodenwassergehalt moglichst unveriindert bleibt, und sie sollten unter freiem Luftzutritt dunkel autbewahrt
werden. Im Allgemeinen ist ein locker verschlossener Polyethylenbeutel geeignet.

Der Boden sollte so schnell wie méglich nach der Probenahme bearbeitet werden. Vegetationsreste, grofere
Bodentiere und Steine sollten entfernt werden, bevor der Boden durch ein Sieb mit 2 mm Maschenweite
gegeben wird, um kleine Steine, Bodentiere und Pflanzenteile zu entfernen. Ein {ibermiiliges Austrocknen und
Zerkleinern des Bodens vor dem Sieben ist zu vermeiden (15).

Wenn die Probenahme auf dem Feld im Winter schwierig ist (Boden gefroren oder schneebedeckt), kann auf
Boden zuriickgegriffen werden, der im Gewiichshaus unter einer Pflanzenabdeckung (Gras oder Gras-Klee-
Mischung) gelagert wurde. Untersuchungen mit feldfrischen Béden werden in jedem Fall bevorzugt, doch wenn
der entnommene und bearbeitete Boden vor Beginn der Untersuchungen gelagert werden muss, dann unter
angemessenen Bedingungen und nur fiir eine begrenzte Dauer (hichstens drei Monate bei 4 + 2 °C), um die
mikrobielle Aktivitit zu erhalten®. Ausfiihrliche Anweisungen zur Probenahme, Handhabung und Lagerung von
Boden fiir Untersuchungen der Biotransformation sind zu finden in (8)(10)(15)(26)(27).

Bevor der bearbeitete Boden fiir diesen Test verwendet wird, sollte er vorinkubiert werden, um das Keimen und
Entfernen von Samen zu ermdéglichen, und im Anschluss an den Wechsel von den Probenahme- oder
Lagerungsbedingungen zu den Inkubationsbedingungen wieder ein Gleichgewicht des Mikrobenstoffwechsels
herzustellen. Im Allgemeinen ist eine Vorinkubationsdauer von 2 bis 28 Tagen unter annihernder Einhaltung
der Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen des eigentlichen Tests ausreichend (15). Lagerung und
Vorinkubation sollten zusammengenommen nicht linger als drei Monate dauern.

1.9 DURCHFUHRUNG DES TESTS
1.9.1 Testbedingungen
1.9.1.1 Testtemperatur

Wiihrend der gesamten Testdauer sollten die Béden im Dunkeln bei einer konstanten Temperatur inkubiert
werden, die fiir die klimatischen Bedingungen, unter denen der Einsatz bzw. die Freisetzung erfolgt,
repriisentativ ist. Fiir alle Testsubstanzen, die in gemiifigten Klimazonen in den Boden gelangen kénnen, wird
eine Temperatur von 20 £ 2 °C empfohlen. Die Temperatur sollte iiberwacht werden.

Bei Chemikalien, die in kiilteren Klimazonen angewandt bzw. eingetragen werden (z. B. in nordlichen Lindern
oder wiihrend des Herbstes/Winters), sollten zusiitzlich Bodenproben bei einer niedrigeren Temperatur inkubiert
werden (z. B. 10 + 2 °C).

* Aktuelle Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass Béden aus den gemiBigten Klimazonen bei —20 °C sogar mehr als

drei Monate gelagert werden kénnen (28)(29), ohne dass die mikrobielle Aktivitiit wesentlich zurlickgeht.
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1.9.1.2 Feuchtegehalt

Bei Transtormationstests unter aeroben Bedingungen sollte der Feuchtegehalt4 des Bodens auf einen pF-Wert
von 2,0 bis 2,5 eingestellt und bei diesem Wert gehalten werden(3). Der Feuchtegehalt des Bodens wird als
Masse Wasser pro Masse Boden (Trockengewicht) ausgedriickt und sollte regelmiiBig kontrolliert werden (z.
B. alle zwei Wochen), indem die Inkubationsgefilie gewogen und Wasserverluste ersetzt werden (vorzugsweise
mit sterilfiltriertem Leitungswasser). Es ist darauf zu achten, dass wihrend der Zugabe von Feuchtigkeit
Verluste von Testsubstanz und/oder Transformationsprodukten durch Verfliichtigung und/oder ggf.
photochemischen Abbau méglichst verhindert oder minimiert werden .

Fiir Transformationstests unter anaeroben und Reisanbaubedingungen wird der Boden durch Uberflutung mit
Wasser gesiittigt.

1.9.1.3 Aerobe Inkubationsbedingungen

Bei Durchflusssystemen werden aerobe Bedingungen durch diskontinuierliches Spiilen oder kontinuierliches
Beliiften mit befeuchteter Luft aufrechterhalten. In Biometer-Gefilen wird der stindige Austausch von Luft
durch Diffusion ermoglicht.

1.9.1.4 Sterile aerobe Bedingungen

Um Informationen {iber die Relevanz der abiotischen Transformation einer Testsubstanz zu gewinnen, kénnen
Bodenproben sterilisiert (zu Sterilisationsverfahren vgl. (16) und (29)), mit einer sterilen Testsubstanz behandelt
(. B. Zugabe der Losung durch ein Sterilfilter) und mit steriler befeuchteter Luft, wie in Abschnitt 1.9.1.3
beschrieben, beliiftet werden. Bei Reisbdden sollten Boden und Wasser sterilisiert und die Inkubation wie in
Abschnitt 1.9.1.6 beschrieben durchgefiihrt werden.

1.9.1.5 Anaerobe Inkubationsbedingungen

Zum FErreichen und Aufrechterhalten anaerober Bedingungen wird der mit der Testsubstanz behandelte und
unter aeroben Bedingungen fiir 30 Tage bzw. eine Halbwertszeit oder DTsy (je nachdem, was kiirzer ist)
inkubierte Boden mit Wasser lberflutet (Wassersiule 1-3 cm), und das Inkubationssystem wird mit einem
inerten Gas (z. B. Stickstoff oder Argon) gespiilts. Das Testsystem muss Messungen z. B. des pH-Werts, der
Sauerstoftkonzentration und des Redoxpotenzials erméglichen und Absorptionstallen fiir fliichtige
Reaktionsprodukte beinhalten. Das Biometersystem muss geschlossen sein, um den Zutritt von Luft durch
Diftusion zu vermeiden.

1.9.1.6 Inkubation unter Reisfeldbedingungen

Zur Untersuchung der Transformation in Reisfeldbéden wird der Boden mit einer Wassersiule von etwa -5 cm
Hohe iiberflutet und die Testsubstanz in die Wasserphase appliziert (9). Es wird eine Bodentiefe von
mindestens 5 cm empfohlen. Das System wird mit Luft wie unter aeroben Bedingungen beliiftet. Der pH-Wert,
die Sauerstottkonzentration und das Redoxpotenzial der Wassersiule sollten iiberwacht und aufgezeichnet
werden. Vor der Aufnahme der Transformationsuntersuchungen ist eine Vorinkubationsdauer von mindestens
zwei Wochen erforderlich (siche Abschnitt 1.8.3.2).

wn

Der Boden sollte weder zu feucht noch zu trocken sein, um eine adiquate Beliiftung und Ernéihrung der Bodenmikroflora
zu gewiihrleisten. Fiir ein optimales Wachstum der Bodenmikroorganismen wird ein Feuchtegehalt von 40 - 60% der
Wasserhaltekapazitit (WHK) und von 0,1 - 0,33 bar empfohlen (6). Der letztere Bereich entspricht einem pF-Bereich von
2,0 -2,5. Typische Feuchtegehalte verschiedener Bodenarten sind in Anhang 2 aufgefiihrt.

Wie ein von der EU gefordertes Forschungsprojekt gezeigt hat, herrschen in Oberbdden und selbst in Boden aus
Tiefenschichten aerobe Bedingungen vor [K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils: Methods,
field site, seasonal variation in subsoil temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects
Pesticides Microbiol., 270-277, 17.-21. August 1992, Sigtuna, Schweden|. Anaerobe Bedingungen kommen nur
gelegentlich bei Uberschwemmungen von Boéden nach schweren Niederschligen oder bei der Herstellung von
Anbaubedingungen auf Reisfeldern vor.
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1.9.1.7 Testdauer

Die Untersuchungen zu Geschwindigkeit und Transformationsverlauf sollten nicht linger als 120 Tage dauern é
(3)(6)(8), da danach in einem kiinstlichen Laborsystem, isoliert von natiirlichen Revitalisierungsprozessen, eine
Abnahme der mikrobiellen Aktivitit im Boden mit der Zeit zu erwarten wiire. Falls es fiir die Charakterisierung
des Testsubstanzabbaus sowie der Bildung und des Abbaus der Transformationsprodukte erforderlich ist |
konnen die Untersuchungen iiber lingere Zeitriume fortgesetzt werden (2. B. 6 oder 12 Monate) (8). Lingere
Inkubationszeiten sollten im Testbericht begriindet und durch Biomassemessungen im Verlaufe und am Ende
dieser Zeitriiume begleitet werden .

1.92 Durchfithrung des Tests

In jedes Inkubationsgetill werden etwa 50 bis 200 g Boden (Bezugsbasis Trockengewicht) gegeben (siehe
Abbildungen | und 2 in Anhang 3), und der Boden wird nach einem der in Abschnitt 1.8.2 beschriebenen
Vertahren mit der Testsubstanz behandelt. Werden organische Losungsmittel fiir die Applikation der
Testsubstanz verwendet, sollten sie durch Verdampfen aus dem Boden entfernt werden. Anschlieend wird der
Boden mit einem Spatel und/oder durch Schiitteln des Gefifles griindlich durchmischt. Wird die Untersuchung
unter Reisfeldbedingungen durchgefiihrt, sollten Boden und Wasser nach Applikation der Testsubstanz
griindlich gemischt werden. Zur Uberpriifung der gleichmiiBigen Verteilung sollten kleine Aliquoten (z. B. 1 g)
des behandelten Bodens aut die Testsubstanzgehalte analysiert werden. Angaben zu einem alternativen
Verfahren siche unten.

Die Testkonzentration sollte der hochsten Anwendungsrate eines Pflanzenschutzmittels laut den Empfehlungen
in der Gebrauchsanleitung und einer gleichmifligen Einarbeitung in eine geeignete Tiefe im Feld (v. B. bis zu
einer Tiefe von 10 cm’ in den Boden) entsprechen. So betriigt z. B. bei Chemikalien, die auf die Blitter oder
den Boden ohne Einarbeitung ausgebracht werden, die geeignete Tiefe fiir die Berechnung der in jeden Gefil3
zu gebenden Chemikalie 2,5 cm. Bei in den Boden eingearbeiteten Chemikalien ist die geeignete Tiefe die in
der Gebrauchsanleitung genannte Einarbeitungstiefe. Fiir Chemikalien im allgemeinen sollte die
Applikationsrate basierend auf dem Haupteintragsptad gewihlt werden. Wenn z. B. der Eintrag in den Boden
hauptsiichlich iiber Klirschlamm erfolgt, sollte die Chemikalie im Schlamm so dosiert werden, dass ihre
Konzentration im Verhiiltnis zu der erwarteten Schlammkonzentration steht, und der dem Boden zugegebene
Schlamm sollte im Verhiiltnis zum {iblichen Schlammeintrag in landwirtschaftlich genutzte Bdden stehen. Ist
diese Konzentration nicht hoch genug, um die wichtigsten Transformationsprodukte nachzuweisen, kann eine
Inkubation gesonderter Bodenproben mit héheren Mengen hilfreich sein, doch sollten zu hohe Mengen, die die
Funktionen der Bodenmikroorganismen beeinflussen, vermieden werden (sieche Abschnitte 1.5 und 1.8.2).

Alternativ kann eine grofere Charge (d. h. | bis 2 kg) Boden mit der Testsubstanz behandelt werden; dieser
Ansatz wird in einem geeigneten Mischgeriit sorgfilltig gemischt und anschlieffend in kleinen Teilen von 50 bis
200 g in die InkubationsgefiBe gegeben (2. B. unter Verwendung von Probenteilern), Zur Uberpriifung der
gleichmiiBigen Verteilung sollten kleine Aliquoten (z. B. 1 g) des behandelten Bodens auf die
Testsubstanzgehalte analysiert werden. Ein solches Verfahren wird bevorzugt, da es eine gleichmiiigere
Verteilung der Testsubstanz im Boden erméglicht.

Zusiitzlich zu den mit Testsubstanz behandelten Proben werden unbehandelte Bodenproben unter den gleichen
Bedingungen (aerob) inkubiert . Diese Proben werden zur Messung der Biomasse im Verlaufe und am Ende der
Untersuchungen herangezogen.

6 . . . .
" Acrobe Untersuchungen kénnen weit vor Ablauf von 120 Tagen beendet werden, wenn zu diesem Zeitpunkt der

Abbauweg eindeutig identifiziert wurde und die vollstiindige Mineralisation erreicht worden ist. Beendet werden kann
der Test nach 120 Tagen oder wenn mindestens 90% der Testsubstanz umgewandelt sind, jedoch nur, wenn sich
mindestens 5 % CO, gebildet haben.

Die Berechnung der Ausgangskonzentration eines Standortes beruht auf folgender Gleichung:

Alkg/hal- l()()[mg/kg]
Ifm]-10*m? /ha]- d[kg, ;) /m’ |
Cyoii= Ausgangskonzentration im Boden [mg-kg'l]
A = Aufwandrate [kg-ha'I |; 1 = Dicke der Bodenschicht am Feldstandort [m]; d = Bodendichte des trockenen Bodens
(kg:m|.
Als Faustregel gilt, dass eine Aufwandrate von | kg-ha'1 in einer Bodenkonzentration von ca. 1 mg-kg'1 in einer 10 cm-
Schicht resultiert (ausgehend von einer Bodendichte von 1 g - em™),

Cpoded Mg/ Kgoil =
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Wird die Testsubstanz mit Hilfe eines organischen Losungsmittels/ mehrerer organischer Losungsmittel gelost
auf den Boden aufgebracht, werden mit der gleichen Menge des Losungsmittels (der Losungsmittel) behandelte
Bodenproben unter dengleichen Bedingungen (aerob) inkubiert, wie die mit der Testsubstanz behandelten
Proben. Diese Proben werden zur Biomassemessung zu Testbeginn, wiihrend des Tests und zu Testende
herangezogen, um die Wirkungen des Losungsmittels/der Losungsmittel auf die mikrobielle Biomasse zu
priifen.

Die den behandelten Boden enthaltenden Gefile werden entweder an das in Abbildung 1 dargestellte
Durchtlusssystem angeschlossen oder mit der in Abbildung 2 gezeigten Absorptionskolonne verschlossen
(siche Anhang 3).

193 Probenahme und Messung

Parallel-Inkubationsgefiille werden in entsprechenden Zeitintervallen entnommen und die Bodenproben mit
geeigneten Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritiit extrahiert und auf die Testsubstanz und/oder
Transformationsprodukte analysiert. Bei einer gut konzipierten Untersuchung ist eine ausreichende Zahl von
Getil3 vorgesehen, so dass zu jedem Probenahmetermin zwei Gefifle entnommen werden. Zudem werden in
verschiedenen Zeitintervallen (7-Tage-Intervalle withrend des ersten Monats und 17-Tage-Intervalle nach einem
Monat) Absorptionslosungen bzw. feste Absorptionsmittel im Verlaufe und am Ende der Inkubation jeder
Bodenprobe entfernt und auf fliichtige Produkte analysiert. Abgesehen von einer unmittelbar nach der
Applikation (0-Tage-Probe) genommenen Bodenprobe sollten mindestens 5 zusitzliche Probenahmetermine
vorgesehen sein. Die Zeitintervalle sollten derart ausgewihlt werden, dass ein Abbauschema fiir die
Testsubstanz und ein Bildungs- und Abbauschema fiir die Transtormationsprodukte erstellt werden kdnnen (z.
B. 0, 1, 3,7 Tage; 2, 3 Wochen; 1, 2, 3 Monate usw.).

Wird eine '*C-markierte Testsubstanz verwendet, wird die nichtextrahierbare Radioaktivitit durch Verbrennung
quantifiziert, und fiir jedes Probenahmeintervall wird eine Massenbilanz berechnet.

Im Falle einer anaeroben Inkubation sowie einer Inkubation unter Reisfeldbedingungen werden die Boden- und
Wasserphasen gemeinsam auf die Testsubstanz und Transformationsprodukte analysiert oder vor der Extraktion
und Analyse durch Filtrieren oder Zentrifugieren abgetrennt.

1.9.4 Fakultative Test

Aerobe, nichtsterile Untersuchungen bei zusiitzlichen Temperaturen und Bodenfeuchten konnen sinnvoll sein,
wenn es darum geht, den Einfluss von Temperatur und Bodenfeuchte aut die Transformationsgeschwindigkeit
einer Testsubstanz und/oder ihrer Transtormationsprodukte im Boden abzuschiitzen.

Eine weitere Charakterisierung von nichtextrahierbarer Radioaktivitiit kann z. B. mittels {iberkritischer
Fliissigextraktion versucht werden.

2 DATEN
2.1 AUFBEREITUNG DER ERGEBNISSE

Die Konzentrationen der Testsubstanz, Transformationsprodukte, fliichtigen Substanzen (nur in %) und
nichtextrahierbaren Substanzen sollten in % der applizierten Ausgangskonzentration und ggf. in mg-kg'1 Boden
(Bezugsbasis Trockengewicht) fiir jedes Probenahmeintervall angegeben werden. Eine Massenbilanz in
Prozent, bezogen auf die Ausgangskonzentration sollte fiir jedes Probenahmeintervall erstellt werden. Eine
graphische Darstellung der Testsubstanzkonzentrationen in Abhiingigkeit von der Zeit wird eine Einschiitzung
der Transtormationshalbwertszeit bzw. der DTsy erméglichen. Die Haupttranstormationsprodukte sollten
identifiziert und ihre Konzentrationen ebenfalls tiber der Zeit aufgetragen werden, um die jeweilige
Geschwindigkeit ihrer Bildung und ihres Abbaus aufzurzeigen. Ein Haupttransformationsprodukt ist jedes
Reaktionsprodukt, das zu irgendeinem Zeitpunkt des Tests mit einer Konzentration = 10 % der
Applikationskonzentration vorliegt.

Die aufgefangenen fliichtigen Produkte geben Hinweise auf das Fliichtigkeitspotenzial einer Testsubstanz und
ihrer Transformationsprodukte im Boden.
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Eine genauere Bestimmung der Halbwertszeiten bzw. DTsy-Werte und ggf. DTys- und DTyy-Werte sollte durch
die Anwendung geeigneter Kinetikmodellberechnungen moglich sein. Die Halbwertszeiten und DTso-Werte
sollten zusammen mit der Beschreibung des verwendeten Modells, der Kinetikordnung und des
Determinationskoeffizienten (1) angegeben werden. Bevorzugt wird die Kinetik erster Ordnung, sofern nicht r’
< 0,7. Ggf. sollten die Berechnungen auch bei den Haupttransformationsprodukten angewendet werden.
Beispiele fiir zweckmiBige Modelle sind in den Literaturangaben 31 bis 35 beschrieben.

Wurden Untersuchungen bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt,sollten die Transformationsraten in
Abhingigkeit von der Temperatur, innerhalb des eingesetzten experimentellen Temperaturbereichs dargestellt
werden, und zwar unter Verwendung der Arrhenius-Gleichung, in der Form:

k=A-¢ T oder lnk:lnA—g,

wobei In A und B Regressionskonstanten aus dem Achsenabschnitt bzw. der Steigung einer Ausgleichsgeraden
sind, die durch lineare Regression von In k gegen 1/T erzeugt wird. k ist die Geschwindigkeitskonstante bei der
Temperatur T und T ist die Temperatur in Kelvin ist. Es ist auf den begrenzten Temperaturbereich zu achten, in
dem die Arrhenius-Gleichung giiltig ist, wenn die Transformation auf mikrobieller Aktivitit beruht.

2.2 EVALUIERUNG UND INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Obwohl die Untersuchungen in einem kiinstlichen Laborsystem stattfinden, lassen die Ergebnisse doch eine
Einschiitzung der Transformationsrate der Testsubstanz und auch der Bildungs- und Abbaurate der
Transformationsprodukte unter Feldbedingungen zu (36)(37).

Eine Untersuchung der Transformationswege einer Testsubstanz vermittelt Erkenntnisse tiber die Art und Weise
wie die Substanz im Boden in ihrer Struktur durch chemische und mikrobielle Reaktion veriindert wird.

3 ABSCHLUSSBERICHT
TESTBERICHT
Der Testbericht muss folgende Angaben enthalten:
Testsubstanz:

— Common Name (Handelsname von Ptlanzenschutzmitteln), systematischer chemischer Name, CAS-
Nummer, Strukturformel (bei Verwendung radioaktiv markierter Chemikalien Angabe des
Markierungsortes) und relevante physikalisch-chemische Eigenschatten (siche Abschnitt 1.5);

— Reinheit (Verunreinigungen) der Testsubstanz;

— fiir markierte Chemikalien: radiochemische Reinheit und spezifische Aktivitiit (falls zutretfend);

Referenzsubstanzen:

— systematischer chemischer Name und Struktur der Referenzsubstanzen, die zur Charakterisierung
und/oder Identifizierung von Transformationsprodukten verwendet werden;

Testbdden:

— Angaben zum Probenahmeort;

—  Datum und Vertahren der Probenahme;

— Bodeneigenschaften, z. B. pH-Wert, organischer Kohlenstoffgehalt, Textur (% Sand, % Schluft, % Ton),
Kationenaustauschkapazitiit, Bodendichte, Wasserriickhalteeigenschaft und mikrobielle Biomasse;

— get. Lagerungsdauer und -bedingungen;
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Testbedingungen:

— Angabe aller Kalenderdaten in Zusammenhang mit der Testdurchfiihrung;

— Applikationsmenge der Testsubstanz;

— verwendete Losungsmittel und Art der Testsubstanzapplikation;

— Bodengewicht zu Testbeginn und zu jedem Probenahmetermin, der Analytik einschlieft;

— Beschreibung des verwendeten Inkubationssystems;

— Luftdurchtlussrate (nur fiir Durchflusssysteme);

— Versuchstemperatur;

— Bodenfeuchtegehalt wiihrend der Inkubation;

— mikrobielle Biomasse zu Beginn, im Verlaufe und am Ende der aeroben Untersuchungen;

— pH-Wert, Sauerstoffkonzentration und Redoxpotenzial zu Beginn, im Verlaufe und am Ende der
anaeroben Untersuchungen und der Untersuchungen unter Reisfeldbedingungen;

—  Extraktionsverfahren;

—  Quantifizierungs- und [dentifizierungsverfahren fiir die Testsubstanz und die
Haupttransformationsprodukte im Boden und in den Absorptionsmitteln;

— Anzahl der Replikate und der Kontrollansiitze.

Ergebnisse:

— Ergebnis der Bestimmung der mikrobiellen Aktivitiit;

— Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der herangezogenen Analysenmethoden;

—  Wiederfindungsraten (Werte in % fiir eine valide Untersuchung sind in Abschnitt 1.7.1 angegeben);

— tabellarische Darstellung der Ergebnisse in % der applizierten Ausgangskonzentration und ggf. in mg-kg’
" Boden (bezogen auf Trockengewicht);

— Massenbilanz wiihrend und am Ende der Untersuchungen;

— Charakterisierung nichtextrahierbarer (gebundener) Radioaktivitit bzw. Riickstinde im Boden;

— Quantifizierung von freigesetztem CO, und anderer fliichtiger Verbindungen;

— graphische Darstellungen von Bodenkonzentrationen in Abhiingigkeit von der Zeit fiir die Testsubstanz
und ggf. fiir die Haupttranstormationsprodukte;

— Halbwertszeit oder DTsg, DT;s und DTy fiir die Testsubstanz und ggf. fiir die
Haupttransformationsprodukte einschlieSlich Vertrauensbereichen;

— Einschiitzung der der abiotischen Abbaurate unter sterilen Bedingungen;

— Beurteilung  der  Transformationskinetik ~ fiir ~ die  Testsubstanz  und  ggf.  fiir  die
Haupttranstormationsprodukte;

— Angabe von Transformationspfaden (falls moglich);

— Diskussion und Interpretation der Ergebnisse;

— Rohdaten (d. h. Chromatogramme der einzelnen Proben, Berechnungen der Transformationsraten sowie
Methoden zur Identifizierung von Transformationsprodukten).
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ANHANG 1

WASSERSPANNUNG, FELDKAPAZITAT (FK) UND WASSERHALTEKAPAZITAT (WHK)(1)

Hohe der Wassersiiule

[cm] pF®¥ bar'® Bemerkungen

10 7 107 trockener Boden

1,6+ 10 472 16 Welkepunkt

10* 4 10

107 3 1

6 10° 2.8 0,6

33107 2,5 0,33

107 2 0,1 Bereich der

60 1,8 0,06 Feldkapazitiit @

33 1,5 0,033

10 1 0,01 WHK (Niherungswert)
1 0 0,001 wassergesittigter Boden

(a) pF = dekadischer Logarithmus der Wasserspannung (in cm Wassersiiule)

(b) 1 bar = 10° Pa.

(c) entspricht einem angeniherten Wassergehalt von 10 % in Sand, 35 % in Lehm und 45 % in Ton.
(d) Feldkapavitit ist nicht konstant, sondern schwankt je nach Bodentyp zwischen pF 1,5 und 2,5.

Die Wasserspannung(Saugspannung) wird in cm  Wassersiule oder in bar gemessen. Aufgrund des groflen
Saugspannungsbereichs wird sie einfach als pF-Wert angegeben, der dem Logarithmus der in em Wassersiiule angegebenen
Wasserspannung entspricht.

Die [leldkapazitit (Speicherfeuchte) wird definiert als die Wassermenge, die ein natiirlicher Boden nach lidngeren
Niederschligen oder nach ausreichender Bewiisserung zwei Tage gegen die Gravitation speichern kann. Sie wird in
ungestortem Boden in situ im Feld bestimmt. Daher ist die Messung nicht auf gestdrte Laborbodenproben anwendbar. In
gestortem Boden bestimmte FK-Werte kénnen erhebliche systematische Varianzen autweisen.

Die Wasserhaltekapazitdt (WHK) wird im Labor fiir ungestorten und gestorten Boden durch Siittigung einer Bodensiule mit
Wasser durch Kapillaraufstieg bestimmt. Sie ist besonders fiir gestorte Boden niitzlich und kann bis zu 30 % grofBler sein als
die Feldkapazitiit (1). Sie ist im Test auch leichter zu bestimmen als verlissliche FK-Werte.

(1) Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und
petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.
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ANHANG 2

BODENFEUCHTEGEHALT (in g Wasser je 100 g Boden TG') VERSCHIEDENER BODENARTEN AUS

UNTERSCHIEDLICHEN LANDERN

Bodenfeuchtegehalt bei

Bodenart Land

WHK? pF=1,8 pF=25
Sand Deutschland 28,7 8,8 39
Lehmiger Sand Deutschland 50,4 17,9 12,1
Lehmiger Sand Schweiz 44.0 35,3 9,2
Schluffiger Lehm Schweiz 72,8 56,6 28.4
Toniger Lehm Brasilien 69,7 38,4 27,3
Toniger Lehm Japan 74,4 57,8 31,4
Sandiger Lehm Japan 82,4 59,2 36,0
Schluffiger Lehm USA 47,2 33,2 18,8
Sandiger Lehm USA 40,4 25,2 13,3

' TG: Trockengewicht

2 Wasserhaltekapazitiit
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ANHANG 3
Abbildung 1

Beispiel eines Durchflussapparats fiir die Untersuchung der Transformation von Chemikalien im Boden (1)(2)

1: Nadelventil 4:  Bodenstoffwechselgefili (mit 7, 8: Natriumhydroxidabscheider
Wasseriiberstand nur fiir  tiir CO; und andere fliichtige saure
anaerobe und  Verbindungen
Reisfeldbedingungen;)

2: mit Wasser gefiillte  5: Ethylenglykolabscheider fir 9: Durchflussmesser

Gaswaschflasche fliichtige organische
Verbindungen

3. Ultramembran (nur sterile  6:  Schwefelsiiureabscheider fiir

Bedingungen), Porengréfie (.2 fliichtige Alkalien
um
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Abbildung 2

Beispiel eines Biometer-GefiBes fir die Untersuchung der Transformation von Chemikalien im Boden (3)

L7 Natronkalk fiir die Absorption von CO;
2] oliiberzogener Stopfen aus Glaswolle

3 oder Polyurethanschaum zur
Absorption fliichtiger organischer
Stoffe

Boden mit Testsubstanz

(1) Guth, J.A. (1980). The study of transformations. In Interactions between Herbicides and the Soil (R.J. Hance, Ed.),
Academic Press, 123-157.

(2) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in Pesticide Biochemistry.
D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds. J. Wiley & Sons. Vol 1, 85-114.

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Eintluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im
Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24. AEROBE UND ANAEROBE TRANSFORMATION IN WASSER/SEDIMENT-SYSTEMEN

1. METHODE
Diese Testmethode entspricht der Priifrichtlinie OECD TG 308 (2002).

1.1 EINLEITUNG

Chemikalien gelangen in tlache oder tiefe Oberflichengewiisser aut folgenden Wegen: direkte Applikation,
Sprithmittelabdrift, Ablauf, Entwiisserung, Abfallentsorgung, Industrie-, Haushalts- oder
Landwirtschaftsabwiisser und iiber atmosphirische Ablagerung. Die Testmethode beschreibt eine
Labormethode zur Beurteilung der aeroben und anaeroben Transformation von organischen Chemikalien in
Wasser/Sediment-Systemen. Sie basiert auf bestehenden Richtlinien (1)(2)(3)(4)(5)(6). Auf einem OECD-
Workshop zur Boden-/Sedimentauswahl, der 1995 im italienischen Belgirate stattfand (7), wurden insbesondere
die Anzahl und Arten der bei diesem Test zu verwendenden Sedimente vereinbart. Des Weiteren gab der
Workshop Empfehlungen zur Entnahme, Handhabung und Lagerung von Sedimentproben basierend auf den
[SO-Hinweisen (8). Derartige Untersuchungen sind bei Chemikalien erforderlich, bei denen davon auszugehen
ist, dass sie unmittelbar in wasser angewandt werden oder auf den oben aufgetiihrten Eintragspfaden in den
aquatischen Bereich gelangen.

Die Bedingungen in natiirlichen Wasser/Sediment-Systemen sind in der oberen Wasserphase hiufig aerob. Die
Obertlichenschicht des Sediments kann entweder aerob oder anaerob sein, wihrend die tieferen
Sedimentschichten in der Regel anaerob sind. Um séimtlichen Moglichkeiten Rechnung zu tragen, werden in
diesem Dokument sowohl aerobe als auch anaerobe Tests beschrieben. Der aerobe Test simuliert eine aerobe
Wassersiiule iiber einer aeroben Sedimentschicht, die mit einem anaeroben Gradienten unterschichtet ist. Der
anaerobe Test simuliert ein vollstindig anaerobes Wasser/Sediment-System. Deuten die Umstiinde darauf hin,
dass es notwendig ist, von diesen Empfehlungen deutlich abzuweichen, indem z. B. intakte Sedimentkerne oder
Sedimente verwendet werden, die méglicherweise gegeniiber der Testsubstanz exponiert waren, kénnen andere,
zu diesem Zweck vertiigbare Methoden zur Anwendung kommen (9).

1.2 DEFINITIONEN
In jedem Falle ist das Internationale Einheitensystem (SI-System) anzuwenden.
Testsubstanz: jede Substanz, ob Ausgangsverbindung oder relevante Transformationsprodukte.

Transformationsprodukte: alle Substanzen, die das Ergebnis von biotischen oder abiotischen
Transformationsreaktionen der Testsubstanz sind, einschlieBlich CO, und Reaktionsprodukte in gebundenen
Riickstinden.

Gebundene Riickstinde: ,,Gebundene Riickstinde® sind Verbindungen in Béden, Pflanzen oder Tieren, die
nach einer Extraktion in der Matrix in Form der Ausgangssubstanz oder deren Metaboliten verbleiben. Die
Extraktionsmethode darf die Verbindungen selbst oder die Matrixstruktur nicht wesentlich verindern, Die Art
der Bindung kann zum Teil durch matrixverindernde Extraktionsmethoden und hochentwickelte
Analysenverfahren geklirt werden. Bislang werden 7. B. kovalente lonen- und Sorptionsbindungen sowie
Einschliisse auf diese Weise nachgewiesen. In aller Regel bedeutet die Bildung von gebundenen Riickstinden
eine deutliche Verminderung der Bioverfiigbarkeit (10) [moditiziert nach [UPAC 1984 (11)].

Aerobe Transformation: (oxidierend): in Gegenwart von molekularem Sauerstoft ablaufende Reaktionen (12).

Anaerobe Transformation: (reduzierend): unter Ausschluss von molekularem Sauerstoff ablaufende
Reaktionen (12).

Natiirliche Gewiisser: Oberflichengewiisser, die aus Teichen, Fliissen, Stromen usw. stammen.
Sediment: ein Gemisch mineralischer und organisch-chemischer Bestandteile. Letztere enthalten Verbindungen

mit hohem Kohlenstoft- und Stickstotfgehalt und mit hoher Molekularmasse . Das Sediment lagert sich in
natiirlichen Gewiissern ab und bildet eine Grenzfliche zu diesem Wasser.
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Mineralisation: vollstindiger Abbau einer organischen Verbindung zu CO, und H,O unter aeroben
Bedingungen, und zu CH., CO, und H-O unter anaeroben Bedingungen. Im Zusammenhang mit dieser
Testmethode, bei der eine radioaktiv markierte Verbindung verwendet wird, bedeutet Mineralisation einen
extensiven Abbau eines Molekiils, wobei ein markiertes Kohlenstoffatom unter Freisetzung der entsprechenden
Menge 14COg bzw. '4CH4 quantitativ oxidiert oder reduziert wird .

Halbwertszeit tys: die fiir die 50% ige Transformation einer Testsubstanz ermittelte Zeit, wenn die
Transformation mittels Kinetik erster Ordnung beschrieben werden kann; sie ist unabhiingig von der
Ausgangskonzentration.

Abbauzeit DTsy: Zeitspanne, in der sich die Ausgangskonzentration der Testsubstanz um 50 % reduziert hat.
Abbauzeit D'T7s: Zeitspanne, in der sich die Ausgangskonzentration der Testsubstanz um 75 % reduziert hat.

Abbauzeit D'Ty: Zeitspanne, in der sich die Ausgangskonzentration der Testsubstanz um 90 % reduziert hat.

1.3 REFERENZSUBSTANZEN

Referenzsubstanzen ollten zur Identifizierung und Quantifizierung von Transformationsprodukten mittels
spektroskopischer und chromatographischer Verfahren verwendet werden.

1.4 INFORMATIONEN ZUR TESTSUBSTANZ

Zur Messung der Transformationsrate kann eine nichtmarkierte oder markierte Testsubstanz verwendet werden,
jedoch werden markierte Substanzen bevorzugt. Markierte Substanzen sind notwendig zur Untersuchung des
Transformationsweges und zur Aufstellung einer Massenbilanz. Empfohlen wird die 14C—Markierung, doch
auch der Einsatz anderer Isotope wie 3¢, PN, *H oder *P kann sinnvoll sein. Die Markierung sollte moglichst
im stabilsten Teil/in den stabilsten Teilen des Molekiils positioniert sein'. Die chemische und/oder
radiochemische Reinheit der Testsubstanz sollte mindestens 95% betragen.

Vor der Durchfiihrung eines Tests sollten folgende Informationen zur Testsubstanz vorliegen:

(a) Wasserloslichkeit (Methode A.6);
(b) Loslichkeit in organischen Lésungsmitteln;
(c) Dampfdruck (Methode A.4) und Henry-Konstante;
(d) n-Octanol/Wasser- Verteilungskoeffizient (Methode A.8);
(e) Adsorptionskoeffizient (K4, K¢ oder K,.) (Methode C.18);
(f) Hydrolyse (Methode C.7);
(g) Dissoziationskonstante (pK,) [OECD Guideline 112] (13);
(h) chemische Struktur der Testsubstanz und Ort der [sotopenmarkierung(en), falls zutreffend.
Ilinweis: Die Temperatur, bei der diese Messungen vorgenommen werden, sollte angegeben werden.
Sinnvoll kdnnen u.a. auch folgende Angaben sein: Toxizitit der Testsubstanz gegeniiber Mikroorganismen,

Daten zur leichten und/oder potenziellen biologischen Abbaubarkeit sowie Daten zur aeroben und anaeroben
Transformation im Boden.

' Wenn beispielsweise die Testsubstanz einen Ring enthiilt, muss sich die Markierung auf diesem Ring befinden; enthilt die

Testsubstanz zwei oder mehr Ringe, kénnen gesonderte Untersuchungen erforderlich sein, um den Verbleib jedes
markierten Rings zu erfassen und sachgerechte Informationen zur Bildung von Transtormationsprodukten zu gewinnen.
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Analysenmethoden (einschlieBlich ~ Extraktions- und Reinigungsverfahren) zur Identifizierung und
Quantitizierung der Testsubstanz und ihrer Transformationsprodukte in Wasser und Sediment sollten vertiigbar
sein (siehe Abschnitt 1.7.2).

1.5 PRINZIP DER TESTMETHODE

Bei der hier beschriebenen Methode werden ein aerobes und ein anaerobes Wassersediment verwendet (siche

Anhang 1), das folgende Untersuchungen erlaubt:

(1) Messung der Transformationsrate der Testsubstanz in einem Wasser/Sediment-System,

(ii) Messung der Transformationsrate der Testsubstanz im Sediment,

(iii) Messung der Mineralisationsrate der Testsubstanz und/oder ihrer Transformationsprodukte (bei
Verwendung einer "*C-markierten Testsubstanz),

(iv) Identifizierung und Quantifizierung von Transformationsprodukten in Wasser- und Sedimentphasen
einschlieBlich einer Massenbilanz (bei Verwendung einer markierten Testsubstanz),

(v) Messung der Verteilung der Testsubstanz und ihrer Transformationsprodukte auf die beiden Phasen
withrend einer Inkubation im Dunkeln (um z. B. Algenbliiten zu vermeiden) bei konstanter Temperatur.
Halbwertszeiten, DTsop-, DT7s- und DTg-Werte werden bestimmt, wenn es die entsprechenden Daten
hergeben, sollten jedoch nicht weit iiber den Versuchszeitraum hinaus extrapoliert werden (siehe Abschnitt
1.2).

Sowohl fiir die aerobe als auch fiir die anaerobe Untersuchung sind jeweils mindestens zwei Sedimente sowie
die dazugehorigen Wasserphasen erforderlich (7). In bestimmten Fillen sollten jedoch mehr als zwei Sedimente
verwendet werden, z. B. bei Chemikalien, die in Binnengewiissern und/oder in Meeresgewiissern vorkommen
konnen.

1.6 ANWENDBARKEIT DES TESTS

Die Methode ist allgemein anwendbar auf chemische Substanzen (nichtmarkiert oder markiert), fiir die ein
Analysenverfahren mit hinreichender Genauigkeit und Empfindlichkeit zur Verfiigung steht. Es ist anwendbar
auf schwach fliichtige, nichtfliichtige, wasserlosliche oder schlecht wasserldsliche Verbindungen. Der Test
sollte nicht angewendet werden bei Chemikalien, die aus Wasser stark fliichtig sind (z. B. Begasungsmittel oder
organische Losungsmittel) und somit unter den Versuchsbedingungen dieses Tests nicht im Wasser und/oder
Sediment gehalten werden konnen.

Bisher wird diese Methode zur Untersuchung der Transformation von Chemikalien in Binnengewissern und
Sedimenten genutzt, aber im Prinzip ist sie auch fiir Astuar-/Meeressysteme anwendbar. Sie ist nicht geeignet
zur Simulation von Bedingungen in stromendem Wasser (z. B. Fliissen) oder aut hoher See.

1.7 QUALITATSKRITERIEN

1.7.1 Wiederfindungsraten

Die Extraktion und Analyse von mindestens jeweils zwei parallel angesetzten Wasser- und Sedimentproben
unmittelbar nach Zugabe der Testsubstanz geben einen ersten Hinweis auf die Wiederholbarkeit der
Analysenmethode und die gleichmiflige Verteilung der Testsubstanz bei der Applikation . Die
Wiederfindungsraten fiir spiitere Versuchsphasen ergeben sich aus den jeweiligen Massenbilanzen (bei
Verwendung markierter Substanzen). Die Wiederfindungsraten sollten im Bereich von 90-110% fiir markierte
Chemikalien (6) und von 70-110 % fiir nichtmarkierte Chemikalien liegen.

1.7.2 Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der Analysenmethode

Die Wiederholbarkeit der Analysenmethode (ausgenommen die Effizienz der Extraktion im Anfangsstadium)
zur Quantifizierung der Testsubstanz und der Transformationsprodukte kann durch eine parallele Analyse
desselben Extrakts der Wasser- bzw. der Sedimentproben, die hinreichend lange zur Bildung von
Transformationsprodukten inkubiert wurden, iiberpriift werden.
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1.7.3

1.8.1

Die Nachweisgrenze ("limit of detection; LOD") der Analysenmethode fiir die Testsubstanz und fiir die
Transformationsprodukte sollte mindestens 0,01 mg-kg'1 in Wasser oder Sediment (als Testsubstanz) oder - falls
dieser Wert niedriger ist - 1% der in ein Testsystem applizierten Ausgangsmenge betragen. Die
Quantitizierungsgrenze ("limit of quantification; LOQ") sollte ebenfalls spezifiziert werden.

Genauigkeit der Transformationsdaten

Geeignete Informationen iiber die Zuverldssigkeit der Transformationskurve lassen sich mittels einer
Regressionsanalyse aus den Testsubstanzkonzentrationen in Abhiingigkeit von der Zeit gewinnen, die auch die
Berechnung des Vertrauensbereiche fiir Halbwertszeiten (im Falle einer Kinetik pseudo-erster Ordnung) bzw.
DTso-Werte und ggf. fiir DTys- und DTgy-Werte ermdglicht.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Testsystem und Geriite

Die Untersuchung sollte in Glasgetiiien (z. B. Flaschen oder Zentrifugenglisern) durchgefiihrt werden, sofern
nicht bereits vorliegende Informationen (wie der n-Octanol/Wasser-Verteilungskoetfizient, Sorptionsdaten
usw.) darauf hindeuten, dass die Testsubstanz moglicherweise an Glas anhaftet. In diesem Fall kann es
erforderlich sein, andere Materialien (wie Teflon) in Betracht zu ziehen. Wenn bekannt ist, dass die
Testsubstanz an Glas anhaftet, kdnnte eine Losung darin bestehen, eine oder mehrere der folgenden Methoden
anzuwenden:

— Bestimmung der Masse der am Glas sorbierten Testsubstanz und Transformationsprodukte;
— Obligatorische Spiilung aller Glasgegenstiinde mit einem Losungsmittel zu Testende;
— Verwendung formulierter Handelsprodukte (siehe auch Abschnitt 1.9.2);

— Verwendung einer grofleren Menge eines Hilfslosungsmittels fiir die Zugabe der Testsubstanz in das
System; das eingesetzte Hilfslosungsmittel sollte die Testsubstanz nicht durch Solvolyse aufspalten.

Beispiele fiir typische Testgeriite, d. h. Durchfluss- und Biometersysteme, sind in Anhang 2 bzw. 3 dargestellt
(14). Weitere geeignete Inkubationssysteme sind in der Literaturangabe 15 beschrieben. Die Anordnung der
Versuchsgeriite sollte den Austausch von Luft oder Stickstoff und das Auffangen tliichtiger Produkte
ermdglichen. Die Geriite miissen so bemessen sein, dass sie den Anforderungen des Tests entsprechen (siehe
Abschnitt 1.9.1). Die Beliiftung kann entweder durch schonendes Durchperlen oder durch das Leiten von Luft
oder Stickstoff iiber die Wasseroberfliche erfolgen. Im letzteren Fall kann ein vorsichtiges Umriihren des
Wassers von oben angeraten sein, um eine bessere Verteilung des Sauerstoffs bzw. Stickstoffs im Wasser zu
erreichen. COs-freie Luft sollte nicht verwendet werden, da dies zu einem Anstieg des pH-Werts des Wassers
fiihren kann. In jedem Falle ist eine Stérung des Sediments nicht wiinschenswert und sollte weitestgehend
vermieden werden. Schwach fliichtige Chemikalien sollten in einem Biometersystem unter vorsichtigem
Riihren der Wasseroberfliche getestet werden. Ebenfalls kénnen geschlossene GefiBle mit einer Gasphase aus
atmosphirischer Luft oder Stickstoff sowie mit innen befindlichen RShrchen zum Auffangen fliichtiger
Produkte verwendet werden (16). Beim aeroben Test ist ein regelmiliger Austausch der Gasphase im oberen
Teil des Gefiiles erforderlich, um den Sauerstoffverbrauch durch die Biomasse auszugleichen.

Geeignete Abscheider fiir das Sammeln fliichtiger Transformationsproduktesind u. a. Kaliumhydroxid- oder
Natriumhydroxidlésungen (1 mol-dm™) fiir Kohlendioxid® und Ethylenglykol, Ethanolamin oder 2%iges
Paraffin in Xylol fiir organische Verbindungen. Fliichtige Verbindungen wie Methan, die unter anaeroben
Bedingungen entstehen, konnen z. B. mittels Molekularsieben aufgefangen werden. Solche fliichtigen
Verbindungen kénnen 7. B. 7u CO, verbrannt werden, indem das Gas bei einer Temperatur von 900 °C durch
eine CuO enthaltende Quarzrohre gefiihrt und das gebildete CO» in einem Abscheider mit Alkali aufgetangen
wird (17).

2

Da diese basischen Absorptionsldsungen auch das Kohlendioxid aus der Beliiftungsluft und das bei den aeroben

Versuchen durch die Atmung gebildete Kohlendioxid absorbieren kénnen, miissen sie in regelmiiBigen Zeitabstinden
ausgewechselt werden, um ihre Siittigung und damit einen Verlust ihres Absorptionsvermdgens zu verhindern.
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Erforderlich ist eine Laborausstattung fiir die chemische Analyse der Testsubstanz und von
Transformationsprodukten (z. B. Gas-fliissig-Chromatographie (GLC), Hochleistungsfliissigchromatographie
(HPLC), Diinnschichtchromatographie  (TLC),  Massenspektroskopie  (MS),  Gaschromatographie-
Massenspektroskopie (GC-MS), Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS), kernmagnetische
Resonanz (NMR) u. a.), sowie ggf. Detektionssysteme fiir radioaktiv markierte oder nichtmarkierte
Chemikalien. Bei Verwendung radioaktiv markierter Substanzen werden dariiber hinaus ein
Fliissigkeitsszintillationszihler und ein Oxidationsmittel (fiir die Verbrennung von Sedimentproben vor der
Analyse auf Radioaktivitiit) benétigt.

Weitere Standardlaborgeriite fiir physikalisch-chemische und biologische Bestimmungen (siehe Tabelle 1,
Abschnitt 1.8.2.2), Glasgegenstiinde, Chemikalien und Reagenzien sind je nach Bedarf erforderlich.

1.8.2 Auswahl und Anzahl von Wassersedimenten

Die Probenahmestellen sollten entsprechend dem Zweck des Tests je nach gegebener Situation gewiihlt
werden. Bei der Auswahl der Probenahmestellen ist die Vorgeschichte moglicher landwirtschaftlicher,
industrieller oder hiuslicher Eintriige in das Einzugsgebiet und die Oberliufe zu beriicksichtigen. Es sollten nur
Sedimente verwendet werden, die in den 4 vorhergehenden Jahren nicht mit der Testsubstanz oder ihren
Struktur-Analoga verunreinigt worden sind.

1.8.2.1 Sedimentauswahl!

Fiir die aeroben Tests werden iiblicherweise zwei Sedimente verwendet (7). Die beiden ausgewiihlten
Sedimente sollten sich hinsichtlich ihres organischen Kohlenstoffgehalts und ihrer Textur voneinander
unterscheiden. Ein Sediment sollte einen hohen organischen Kohlenstoffgehalt (2,5 - 7,5 %) aufweisen und
feinkornig sein, das andere Sediment sollte einen niedrigen organischen Kohlenstotfgehalt (0,5 - 2,5 %) haben
und grobkdrnig sein. Der Unterschied zwischen den organischen Kohlenstoffgehalten sollte im Regelfall
mindestens 2 % betragen. ,,Feinkornigkeit wird definiert als ein [Ton und SchluffIE—Gehalt von > 50 %, und
,-Grobkornigkeit wird definiert als ein [Ton und Schluff]-Gehalt von < 50 %. Die Difterenz zwischen den [Ton
und Schlutf]-Gehalten beider Sedimente sollte in aller Regel mindestens 20 % betragen. In Fillen, in denen
eine Chemikalie auch in Meerwasser gelangen kann, sollte mindestens eines der Wasser/Sediment-Systeme
marinen Ursprungs sein .

Fiir die strikt anaerobe Untersuchung sollten Proben von zwei Sedimenten (einschlielich des jeweils
dazugehtrigen Wassers) aus den anaeroben Bereichen der Oberflichenwasserkorper genommen werden (7).
Handhabung und Transport von Sediment- und Wasserphasen sollten vorsichtig unter Ausschluss von
Sauerstoft erfolgen.

Fiir die Auswahl von Sedimenten kénnen noch andere Parameter von Bedeutung sein und sollten je nach
Ausgangslage beriicksichtigt werden. So wiire z. B. der pH-Bereich von Sedimenten wichtig filir die
Untersuchung von Chemikalien, bei denen die Transformation und/oder Sorption pH-abhiingig sein kénnte .
Die pH-Abhiingigkeit der Sorption kann im pK,-Wert der Testsubstanz zum Ausdruck kommen.

1.8.2.2 Charakterisierung von Wasser-Sediment-Proben

In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Parameter, die fiir Wasser und Sediment zu messen und zu
protokollieren sind (unter Verweis auf die verwendete Methode) sowie die Testphase, in der diese Parameter zu
bestimmen sind, aufgefiihrt. Informationen {iber die Methoden zur Bestimmung dieser Parameter sind inder
Literatur (18)(19)(20)(21) zu finden.

Unter Umstiinden sind je nach Ausgangslage noch weitere Parameter zu messen und zu protokollieren (7. B. fiir
Siibwasser: Partikel, Alkalinitiit, Hirte, Leittihigkeit, NOs/PO, (Verhiiltnis und Einzelwerte); fiir Sedimente:
Kationenaustauschkapavitit, Wasserhaltekapazitit, Carbonat, Gesamtstickstoff und -phosphor; und fiir
Meeressysteme: Salzgehalt). Zur Messung der Redoxbedingungen, insbesondere im Hinblick auf die anaerobe
Transtormation, kann auch eine Analyse von Sedimenten und Wasser aut Nitrat, Sulfat, bioverfiigbares Eisen
und evtl. andere Elektronenakzeptoren sinnvoll sein.

? [ Ton und Schluft] ist die mineralische Fraktion des Sediments mit einer Partikelgrofle von < 50 um.
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Messung von Parametern zur Charakterisierung von Wasser/Sediment-Proben (7)(22)(23)

Parameter

Wasser

Herkunft/Quelle

Phase des Testverfahrens

Feld-
probenahme

Hand-
habung

Beginn der
Akklima-
tisierung

Testbeg
inn

laufender
Test

Testende

Sediment

Herkunft/Quelle

Temperatur

pH-Wert X X X X
TOC X X X
0O,-Konzentration® X X X X X
Redoxpotenzial® X X X

Tiefe der Schicht X
pH-Wert X X X X X
KorngriBenverteilung X
TOC X X X X
Mikrobielle Biomasse** X X X
Redoxpotenzial * Beobachtung X X X X
(Farbe /
Geruch)

1.8.3.1

Aktuelle Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass Messungen der Sauerstoftkonzentrationen im Wasser und
der Redoxpotenziale fiir das Wachstum und die Entwicklung von mikrobiellen Populationen in
Oberflichengewiissern weder einen mechanistischen noch einen prognostischen Wert besitzen (24)(25). Zur
Interpretation und Beurteilung der aeroben biologischen Transformationsraten und -pfade besser geeignete
Hiltsmittel sind moglicherweise die Bestimmung des Biochemischen Sauerstoffbedarts (BSB bei der
Feldprobenahme sowie zu Testbeginn und -ende ) und die Konzentrationsbestimmung der Mikro-
/Makroniihrstoffe Ca*, Mg™ und Mn* (zu Testbeginn und -ende ) in Wasser sowie die Messung des Gesamt-N
und Gesamt-P in Sedimenten (bei der Feldprobenahme und zu Testende).

Die Methode der mikrobiellen Respirationsrate (26), die Fumigationsmethode (27) oder die Bestimmung der
Lebendkeimzahl (z. B. Bakterien, Aktinomyceten, Pilze und Gesamtzahl der Kolonien) fiir aerobe
Untersuchungen; Methanogeneserate bei anaeroben Untersuchungen.

Probenahme, Handhabung und Lagerung
Probenahme

Fiir die Entnahme von Sedimentproben sollte der Entwurt der [SO-Hinweise zur Probenahme vonSedimenten
(8) herangezogen werden. Sedimentproben sollten von der gesamten oberen, 5 bis 10 cm starke
Sedimentschicht genommen werden. Am selben Standort und zum selben Zeitpunkt sollte das dazugehorige
Wasser entnommen werden. Fiir die anaerobe Studie sollte die Probenahme und der Transport desSedimentes
und des dazugehorigen Wassers unter Ausschluss von Sauerstoft erfolgen (28)(siehe Abschnitt 1.8.2.1). Einige
Probenahmegeriite sind in der Literatur beschrieben (8)(23).
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1.83.2

1.8.3.3

1.9.1

Handhabung

Das Sediment wird durch Filtration vom Wasser getrennt und dann mit iiberschiissigem Standortwasser, das
anschlieffend verworfen wird, durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 2 mm feuchtgesiebt. Dann werden
bekannte Mengen Sediment und Wasser im gewlinschten Verhiltnis (siehe Abschnitt 1.9.1) in
Inkubationsgefiifen vermischt und fiir die Akklimatisierung vorbereitet (siehe Abschnitt 1.8.4). Bei der
anaeroben Studie sind alle Schritte unter Ausschluss von Sauerstoft durchzufiihren (29)(30)(31)(32)(33).

Lagerung

In jedem Falle wird die Verwendung frischer Sediment- und Wasserproben empfohlen; ist jedoch eine
Lagerung erforderlich, sollten Sediment und Wasser wie zuvor beschrieben gesiebt und zusammen gelagert
werden, und zwar mit einem Wasseriiberstand (6-10 cm Wassersiiule), im Dunkeln, bei 4 £ 2 °C* und fiir einen
Zeitraurn von hochstens 4 Wochen (7)(8)(23). Fiir aerobe Untersuchungen vorgesehene Proben sollten bei
freiem Luftzutritt gelagert werden (z. B. in offenen Behiiltern), die fiir anaerobe Untersuchungen vorgesehenen
Proben hingegen unter Ausschluss von Sauerstoff. Wihrend des Transports und der Lagerung diirfen Sediment
und Wasser nicht gefrieren und das Sediment darf nicht austrocknen.

Vorbereitung der Sediment-/Wasserproben fiir den Test

Der Testsubstanzzugabe sollte eine Akklimatisierungsperiode vorangehen, wiihrend der sich jede Sediment-
/Wasserprobe in dem im Haupttest zu verwendenden Inkubationsgefiil befindet. Die Bedingungen der
Akklimatisierungsperiode miissen exakt denen der Inkubation beim Haupttest entsprechen (siehe Abschnitt
1.9.1). Die Akklimatisierungsperiode ist die Zeit, die benotigt wird, um eine hinreichende Stabilitiit des Systems
zu erreichen, die sich am pH-Wert, an der Sauerstoffkonzentration im Wasser, am Redoxpotenzial des
Sedimentes und Wassers sowie an der makroskopischen Phasentrennung ablesen lisst. Die
Akklimatisierungsperiode betriigt in aller Regel ein bis zwei Wochen und sollte vier Wochen nicht
iberschreiten. Die Ergebnisse der wiihrend dieser Zeit durchgefiihrten Bestimmungen sind zu protokollieren.

DURCHFUHRUNG DES TESTS
Testhedingungen

Der Test sollte im Inkubationsgefill (sieche Abschnitt 1.8.1) mit einem Wasser/Sediment- Volumenverhiltnis
szwischen 3:1 und 4:1 und einer Sedimentschicht von 2,5 cm (£ 0,5 cm) durchgefiihrt werden.” Eine
Mindestmenge von 50 g Sediment (Trockengewicht) pro Inkubationsgefill wird empfohlen.

Der Test sollte im Dunkeln bei einer konstanten Temperatur im Bereich von 10 bis 30 °C durchgefiihrt werden.
Angemessen ist eine Temperatur von (20 * 2) °C. Falls notwendig, kann zusiitzlich eine niedrigere Temperatur
(im allgemeinen 10 °C) gewiihlt werden, als Einzelfallentscheidung in Abhiingigkeit von den zu ermittelnden
Testergebnissen.. Die Inkubationstemperatur sollte tiberwacht und protokolliert werden.

4

Aktuelle Studien haben gezeigt, dass eine Lagerung bei 4°C zu einer Verminderung des organischen Kohlenstoffgehalts

des Sediments fiihren kann, was unter Umstiinden einen Riickgang der mikrobiellen Aktivitit zur Folge hat (34).
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1.9.2 Behandlung und Applikation der Testsubstanz

Es wird eine Testkonzentration der Chemikalie verwendet’. Fiir Pflanzenschutzmittel, die direkt auf den
Wasserkorper appliziert werden, sollte die auf dem Etikett angegebene Hochstdosierung als maximale
Applikationsrate, die bezogen auf die Wasserobertliche des Testgefiilles errechnet wird, eingesetzt werden. In
allen anderen Fiillen sollte die einzusetzende Konzentration auf Berechnungen aus Umweltemissionen basieren.
Es ist darauf zu achten, dass eine ausreichende Testsubstanzkonzentration appliziert wird, um den
Transformationspfad und die Bildung und den Riickgang der Transformationsprodukte ertassen zu kénnen. Es
kann erforderlich sein, hohere Dosen zu applizieren (z. B. das Zehnfache), wenn z.B. die
Testsubstanzkonzentration zu  Testbeginn dicht an der Nachweisgrenze liegt und/oder wenn die
Haupttransformationsprodukte nicht ohne weiteres nachgewiesen werden kdnnen, obwohl ihr Anteil 10 % der
Applikationsrate der Testsubstanz ausmacht. Werden hohere Testkonzentrationen verwendet, sollten diese
allerdings keine erhebliche Beeintriichtigung der mikrobiellen Aktivitit des Wasser/Sediment-Systems
bewirken. Um eine konstante Testsubstanzkonzentration in verschieden groflen Gefiilen zu erreichen, kann eine
Anpassung der applizierten Substanzmenge als sinnvoll angesehen werden, basierend auf der Héhe der
Wassersiule im Gefidl3 im Verhiltnis zur Hohe der Wassersiule am Probenahmestandort (die mit 100 c¢cm
angenommen wird, doch auch andere Hohen sind moglich). Siehe die Beispielrechnung in Anhang 4.

[dealerweise sollte die Testsubstanz als wiissrige Losung in die Wasserphase des Testsystems gegeben werden.
Falls es sich nicht vermeiden lisst, ist der Einsatz geringer Mengen von mit Wasser mischbaren Lésungsmitteln
(wie Aceton oder Ethanol) fiir die Applikation und Verteilung der Testsubstanz zulissig, sollte jedoch 1 % v/v
nicht {iberschreiten und die mikrobielle Aktivitiit des Testsystems nicht beeintrichtigen. Die Herstellung der
wiissrigen Losung der Testsubstanz ist mit Sorgfalt vorzunehmen - zur Sicherstellung einer vollstindigen
Homogenitit kann die Verwendung von Generatorsiulen und das Mischen vor Testbeginn sinnvoll sein. Nach
Zugabe der wiissrigen Losung in das Testsystem wird ein vorsichtiges Mischen der Wasserphase empfohlen,
wobei das Sediment so wenig wie moglich gestort werden sollte.

Die Verwendung von formulierten Handelsprodukten wird routinemiBig nicht empfohlen, da die
Formulierungsbestandteile die Verteilung der Testsubstanz und/oder der Transformationsprodukte zwischen der
Wasser- und der Sedimentphase beeintlussen konnen. Bei schlecht wasserlgslichen Testsubstanzen kann der
Einsatz von formulierten Handelsprodukten jedoch eine geeignete Alternative darstellen.

Die Anzahl der Inkubationsgetille richtet sich nach der Anzahl der Probenahmezeitpunkte (siehe Abschnitt
1.9.3). Es sollte eine ausreichende Anzahl von Testansitzen vorgesehen werden, so dass zwei Ansiitze zu jedem
Probenahmezeitpunkt ausgewertet werden konnen. Werden Kontrollansitze fiir die verschiedenen
Wasser/Sediment-Systeme eingesetzt, sollten sie nicht mit der Testsubstanz behandelt werden. Die
Kontrollansiitze konnen zur Bestimmung der mikrobiellen Biomasse des Sediments und der Gesamtmenge an
organisch gebundenem Kohlenstoff des Wassers und Sedimentes zu Testende herangezogen werden. Zwei der
Kontrollansiitze (d. h. ein Kontrollansatz pro Wassersedimentansatz) konnen vur Uberwachung der
erforderlichen Parameter im Sediment und im Wasser withrend der Akklimatisierungsphase genutzt werden
(siche Tabelle in Abschnitt 1.8.2.2). Es sind zwei zusitzliche Kontrollansiitze fiir den Fall vorzusehen, dass die
Testsubstanz mittels eines Losungsmittels appliziert wird, um Beeintrichtigungen der mikrobiellen Aktivitit
des Testsystems zu erfassen.

1.9.3 Testdauer und Probenahme

Der Versuch sollte im Normalfall nicht Linger als 100 Tage dauern (6) und sollte jedoch solange fortgesetzt
werden, bis der Abbauweg und das Wasser-/Sedimentverteilungsmuster ermittelt sind bzw. der Verlust der
Testsubstanz  durch  Transformation und/oder Vertliichtigung 90 % erreicht hat. Die Anzahl der
Probenahmezeitpunkte sollte mindestens sechs (einschlieBlich des Nullzeitpunkts) betragen, wobei fakultativ
eine Voruntersuchung (siehe Abschnitt 1.9.4) durchgefiihrt werden kann, um ein geeignetes Probenahmeschema
und die optimale Testdauer zu ermitteln, sofern nicht geniigend Daten zur Testsubstanz aus friiheren
Untersuchungen vorliegen. Bei hydrophoben Testsubstanzen kdnnen zusiitzliche Probenahmen wiihrend der
Anfangsphase der Untersuchung erforderlich sein, um die Verteilungsrate zwischen der Wasser-
/Sedimentphase zu bestimmen.

Ein Test mit einer zweiten Konzentrationsstufe kann bei Chemikalien von Nutzen sein, die auf verschiedenen

Eintragspfaden in Oberflichengewiisser gelangen und somit signifikant unterschiedliche Konzentrationen aufweisen,
sofern die niedrigere Konzentration mit hinreichender Genauigkeit analytisch bestimmt werden kann,
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Zu entsprechenden Probenahmezeitpunkten werden komplette Inkubationsgefiie (im Replikat) zur Analyse
entnommen. Das Sediment und das dariiber liegende Wasser werden getrennt anulysiertf’. Das
Oberflichenwasser sollte vorsichtig entnommen werden, um das Sediment so wenig wie moglich zu storen. Die
Extraktion und Charakterisierung der Testsubstanz und der Transformationsprodukte sollte nach geeigneten
Analysenverfahren erfolgen. Substanzen, die sich unter Umstinden am Inkubationsgefill oder an den
Verbindungsleitungen, die zum Auffangen fliichtiger Verbindungen dienen, angelagert haben, sollten vorsichtig
abgelost und gesammelt werden.

1.9.4 Fakultative Voruntersuchung

Kénnen Dauer und Probenahmeschema nicht auf der Grundlage anderer relevanter Untersuchungen zur
Testsubstanz abgeschiitzt werden, kann fakultativ eine Voruntersuchung als sinnvoll angesehen werden, die
unter den gleichen Testbedingungen durchzufiihren ist, wie sie fiir den endgiiltigen Hauptversuch geplant sind.
Die relevanten Versuchsbedingungen und Ergebnisse aus der Voruntersuchung, falls sie durchgefiihrt wurde,
sollten in Kurzform protokolliert werden.

1.95 Messungen und Analyse

Die Konzentration der Testsubstanz und der Transformationsprodukte ist zu jedem Probenahmezeitpunkt im
Wasser und im Sediment zu messen und zu protokollieren (als Konzentrationsangabe und als prozentualer
Anteil der Applikationsmenge). Allgemein sollten Transformationsprodukte, die >10% der applizierten
Radioaktivitit im gesamten Wasser/Sediment-System zu irgendeinem Probenahmezeitpunkt aufweisen,
identifiziert werden, sofern nicht hinreichende Griinde dagegen sprechen. Ebenfalls fiir eine Identifizierung in
Betracht gezogen werden sollten Transformationsprodukte, deren Konzentrationen wihrend des Tests
kontinuierlich steigen, da dies ein Hinweis auf Persistenz ist, auch wenn ihre Konzentrationen die o.g. Grenzen
nicht tiberschreiten. Dieses Vorgehen sollte im Einzelfall erwogen und im Abschlussbericht begriindet werden.

Zu jedem Probenahmezeitpunkt sollten die Ergebnisse aus den Abscheidesystemen fiir Gase/fliichtige
Verbindungen (CO> und andere, d.h. fliichtige organische Verbindungen) protokolliert werden. Die
Mineralisationsraten sind zu protokollieren. Nichtextrahierbare (gebundene) Riickstiinde im Sediment sind 7zu
jedem Probenahmezeitpunkt zu protokollieren.

2 DATEN
2.1 AUFBEREITUNG DER ERGEBNISSE

Die Gesamtmassenbilanz bzw. die Wiederfindungsrate (siche Abschnitt 1.7.1) der zugegebenen Radioaktivitiit
ist zu jedem Probenahmereitpunkt zu berechnen. Die Ergebnisse sind als Anteile (in %) der applizierten
Radioaktivitit zu protokollieren. Die Verteilung der Radioaktivitit im Wasser und Sediment sollte als
Konzentration und prozentualer Anteil zu jedem Probenahmezeitpunkt protokolliert werden.

Die Halbwertszeit, DTsy- und ggf. DTss- und DTy-Werte der Testsubstanz sollten zusammen mit ihren
Vertrauensbereichen berechnet werden (siehe Abschnitt 1.7.3). Informationen zur Verlustrate der
Testsubstanzkonzentration im Wasser und im Sediment lassen sich mittels geeigneter Berechnungsprogramme
gewinnen. Dazu konnen gehoren: die Anwendung einer Kinetik nach pseudo-erster Ordnung, empirische
Kurvenanpassungsverfahren unter Anwendung graphischer oder numerischer Losungen sowie komplexere
Berechnungen z.B. unter Anwendung von Einzel- oder Mehrkompartimentmodellen. Weitere Einzelheiten
sind in der relevanten Literatur zu finden (35)(36)(37).

Falls es ohne weiteres zu einer schnellen Reoxidation anaerober Transformationsprodukte kommen kann, sollten withrend

der Probenahme und Analyse anaerobe Bedingungen sichergestellt werden.
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Alle Ansiitze haben Stirken und Schwiichen und weisen hinsichtlich ihrer Komplexitit erhebliche
Unterschiede auf. Die Annahme einer Kinetik erster Ordnung kann eine zu starke Vereinfachung der Abbau-
und Verteilungsprozesse bedeuten, ergibt jedoch - falls moéglich - ein Wert (die Geschwindigkeitskonstante
oder Halbwertszeit), der leicht zu verstehen und fiir Simulationsmodellierungen und Berechnungen von
Umweltkonzentrationen relevant ist. Empirische Ansiitze oder lineare Transformationen konnen bessere
Anpassungen von Kurven an Daten und damit eine optimalere Abschitzung von Halbwertszeiten, DTsy- und
gef. DTys- und DTog-Werten ermoglichen. Allerdings ist der Nutzen dieser abgeleiteten Konstanten begrenzt.
Mit Kompartimentmodellen lassen sich eine Reihe niitzlicher Konstanten berechnen, die wichtig fiir die
Risikoabschiitzung sind und die die Abbaugeschwindigkeit in den verschiedenen Kompartimenten, sowie die
Verteilung der Chemikalie beschreiben. Sie sollten ferner zur Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten fiir
die Bildung und den Abbau von Haupttranstormationsprodukten herangezogen werden. In allen Fiillen muss
die Auswahl der Methode begriindet werden und der Versuchsleiter sollte die Giite der Anpassung graphisch
und/oder statistisch nachweisen.

3 ABSCHLUSSBERICHT
3.1 TESTBERICHT

Der Testbericht muss folgende Angaben enthalten:

Testsubstanz:

— Common Name (Handelsname von Pflanzenschutzmitteln), systematischer chemischer Name, CAS-
Nummer, Strukturformel (bei Verwendung radioaktiv markierter Chemikalien mit Angabe des
Markierungsorts) und relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;

— Reinheit (Verunreinigungen) der Testsubstanz;

— radiochemische Reinheit der markierten Chemikalie und molare Aktivitiit (falls zutreffend).

Referenzsubstanzen:

— Systematischer chemischer Name und Struktur von Referenzsubstanzen, die zur Charakterisierung
und/oder zur Identifizierung von Transformationsprodukten verwendet werden

Testsedimente und -wasser:

— Ort und Beschreibung der Probenahmestelle(n) fiir das Wassersediment, einschlielflich etwaiger friiherer
Kontaminationen

— alle Informationen zur Probenahme, (ggf.) Lagerung und Akklimatisierung von Wasser/Sediment-
Systemen;

— Eigenschaften der Wasser/Sediment-Proben geméfl der Tabelle in Abschnitt 1.8.2.2.

Testbedingungen:

— verwendetes Testsystem (z. B. Durchflusssystem, Biometersystem, Art der Beliiftung, Riihrmethode,
Wasservolumen, Sedimentmasse, Hohe der Wasser- und der Sedimentschicht, Abmessungen der
Testgefiille usw.)

— Applikation der Testsubstanz in das Testsystem: verwendete Testkonzentration, Anzahl der Replikat- und
Kontrollproben, Art der Applikation der Testsubstanz (z. B. Verwendung eines Lésungsmittels, falls
zutretfend) usw.

— Inkubationstemperatur;
— Probenahmezeitpunkte;
— Extraktionsmethoden und -effizienz sowie Analysenmethoden und Nachweisgrenzen;

— Verfahren fiir die Charakterisierung/ Identifizierung von Transformationsprodukten;
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— Abweichungen von der Testvorschrift oder den Testbedingungen withrend der Untersuchung.
Ergebnisse:

— Rohdaten-Zahlenwerte repriisentativer Analysen (siimtliche Rohdaten sind im GLP-Archiv zu speichern);
— Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der herangezogenen Analysenverfahren;
— Wiederfindungsraten (prozentuale Werte fiir eine valide Studie sind in Abschnitt 1.7.1 angegeben);

— tabellarische Darstellung der Ergebnisse ausgedriickt in % der applizierten Menge und in mg-kg'1 im
Wasser, im Sediment und im Gesamtsystem (nur in %) fiir die Testsubstanz und ggf. fiir
Transformationsprodukte und nichtextrahierbare Radioaktivitiit;

— Massenbilanz withrend und am Ende der Untersuchungen;

— graphische Darstellung der Transformation in den Wasser- und Sedimentfraktionen sowie im
Gesamtsystem (einschlieBlich Mineralisation);

—  Mineralisationsraten;

— Halbwertszeit, DTsy- sowie ggf. DTys- und DTy-Werte fiir die Testsubstanz und ggf.
Haupttransformationsprodukte einschlieBlich derVertrauensbereiche im Wasser, Sediment und im
Gesamtsystem;

— Beurteilung der Transformationskinetik der Testsubstanz und ggf. der Haupttransformationsprodukte;
—  Vorschlag fiir einen Transformationspfad, falls moglich;

— Diskussion der Ergebnisse.

4 LITERATURANGABEN

(1) BBA-Guidelines for the examination of plant protectors in the registration process. (1990). Part IV,
Section 5-1: Degradability and fate of plant protectors in the water/sediment system. Germany.

(2) Commission for registration of pesticides: Application for registration of a pesticide. (1991). Part G.
Behaviour of the product and its metabolites in soil, water and air, Section G.2.1 (a). The Netherlands.

(3) MAFF Pesticides Safety Directorate. (1992). Preliminary guideline for the conduct of biodegradability
tests on pesticides in natural sediment/water systems. Ret No SC 9046. United-Kingdom.

(4) Agriculture Canada: Environmental chemistry and fate. (1987). Guidelines for registration of pesticides
in Canada. Aquatic (Laboratory) - Anaerobic and aerobic. Canada. pp 35-37.

(5) US-EPA: Pesticide assessment guidelines, Subdivision N. Chemistry: Environmental fate (1982). Section
162-3, Anaerobic aquatic metabolism.

(6) SETAC-Europe publication. (1995). Procedures for assessing the environmental fate and ecotoxicity of
pesticides. Ed. Dr Mark R. Lynch. SETAC-Europe, Brussels.

(7) OECD Test Guidelines Programme. (1995). Final Report of the OECD Workshop on Selection of
Soils/sediments, Belgirate, Italy, 18-20 January 1995.

(8) ISO/DIS 5667-12. (1994). Water quality - Sampling - Part 12: Guidance on sampling of bottom
sediments.

(9) US-EPA (1998a). Sediment/water microcosm biodegradation test. Harmonised Test Guidelines (OPPTS
835.3180). EPA 712-C-98-080.

(10) DFG: Pesticide Bound Residues in Soil. Wiley-VCH (1998).

(11) T.R. Roberts: Non-extractable pesticide residues in soils and plants. Pure Appl. Chem. 56, 945-956
(TUPAC 1984).



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/309

(12) OECD Test Guideline 304A: Inherent Biodegradability in Soil (adopted 12 May 1981).

(13) OECD (1993): Guidelines for Testing of Chemicals. Paris. OECD (1994-2000): Addenda 6-11 to
Guidelines for the Testing of Chemicals.

(14) Scholz, K., Fritz R., Anderson C. and Spiteller M. (1988) Degradation of pesticides in an aquatic model
ecosystem. BCPC - Pests and Diseases, 3B-4, 149-158.

(15) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in
Pesticide Biochemistry (D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds.), Vol. 1, 85-114. J. Wiley & Sons.

(16) Madsen, T., Kristensen, P. (1997). Effects of bacterial inoculation and non-ionic surfactants on
degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons in soil. Environ. Toxicol. Chem. 16, 631-637.

(17) Steber, J., Wierich, P. (1987). The anaerobic degradation of detergent range fatty alcohol ethoxylates.
Studies with *C-labelled model surfactants. Water Research 21, 661-667.

(18) Black, C.A. (1965). Methods of Soil Analysis. Agronomy Monograph No. 9. American Society of
Agronomy, Madison.

(19) APHA (1989). Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (17‘h edition). American
Public Health Association, American Water Works Association and Water Pollution Control Federation,
Washington D.C.

(20) Rowell, D.L. (1994). Soil Science Methods and Applications. Longman.
(21) Light, T.S. (1972). Standard solution for redox potential measurements. Anal. Chemistry 44, 1038-1039.

(22) SETAC-Europe publication (1991). Guidance document on testing procedures for pesticides in
freshwater mesocosms. From the Workshop “A Meeting of Experts on Guidelines for Static Field
Mesocosms Tests”, 3-4 July 1991,

(23) SETAC-Europe publication. (1993). Guidance document on sediment toxicity tests and bioassays for
freshwater and marine environments. From the Workshop On Sediment Toxicity Assessment (WOSTA),
8-10 November 1993. Eds.: [.LR. Hill, P. Matthiessen and F. Heimbach.

(24) Vink, J.P.M., van der Zee, S.E.A.T.M. (1997). Pesticide biotransformation in surface waters: multivariate
analyses of environmental factors at field sites. Water Research 31, 2858-2868.

(25) Vink, J.P.M., Schraa, G., van der Zee, S.E.A. T.M. (1999). Nutrient effects on microbial transformation of
pesticides in nitrifying waters. Environ. Toxicol, 329-338.

(26) Anderson, T.H., Domsch, K.H. (1985). Maintenance carbon requirements of actively-metabolising
microbial populations under in-situ conditions. Soil Biol. Biochem. 17, 197-203.

(27) ISO-14240-2. (1997). Soil quality - Determination of soil microbial biomass - Part 2: Fumigation-
extraction method.

(28) Beelen, P. Van and F. Van Keulen. (1990), The Kinetics of the Degradation of Chloroform and Benzene
in Anaerobic Sediment from the River Rhine. Hydrobiol. Bull. 24 (1), 13-21.

(29) Shelton, D.R. and Tiedje, J.M. (1984). General method for determining anaerobic biodegradation
potential. App. Environ. Microbiol. 47, 850-857.

(30) Birch, R.R., Biver, C., Campagna, R., Gledhill, W.E., Pagga, U., Steber, J., Reust, H. and Bontinck, W.J.
(1989). Screening of chemicals for anaerobic biodegradation. Chemosphere 19, 1527-1550.

(31) Pagga, U. and Beimborn, D.B. (1993). Anaerobic biodegradation tests for organic compounds.
Chemoshpere 27, 1499-1509.

(32) Nuck, B.A. and Federle, T.W. (1986). A batch test for assessing the mineralisation of C-radiolabelled
compounds under realistic anaerobic conditions. Environ. Sci. Technol. 30, 3597-3603.

(33) US-EPA (1998b). Anaerobic biodegradability of organic chemicals. Harmonised Test Guidelines
(OPPTS 835.3400). EPA 712-C-98-090.



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/310

(34) Sijm, Haller and Schrap (1997). Influence of storage on sediment characteristics and drying sediment on
sorption coefficients of organic contaminants. Bulletin Environ. Contam. Toxicol. 58, 961-968.

(35) Timme, G., Frehse H. and Laska V. (1986) Statistical interpretation and graphic representation of the
degradational behaviour of pesticide residues 11. Pflanzenschutz - Nachrichten Bayer, 39, 187 - 203.

(36) Timme, G., Frehse, H. (1980) Statistical interpretation and graphic representation of the degradational
behaviour of pesticide residues I. Pflanzenschutz - Nachrichten Bayer, 33, 47 - 60.

(37) Carlton, R.R. and Allen, R. (1994). The use of a compartment model for evaluating the fate of pesticides
in sediment/water systems. Brighton Crop Protection Conference - Pest and Diseases, pp 1349-1354.



30.4.2004 Amtsblatt der Europiischen Union L 152/311

ANHANG 1

ANLEITUNG ZU DEN AEROBEN UND DEN ANAEROBEN TESTSYSTEMEN

Aerobes Testsystem

Das in dieser Testmethode beschriebene aerobe Testsystem besteht aus einer aeroben Wassersidule (typische
Sauerstoffkonzentrationen im Bereich von 7 bis 10 mg-l") und einer Sedimentschicht, die an der Oberfliche aerob und unter
der Oberfliche anaerob ist (typische mittlere Redoxpotenziale (Ei,) der anaeroben Sedimentzone liegen im Bereich von —80
bis —190 mV). In jedem Inkubationsgetill wird angefeuchtete Luft iiber die Wasseroberfliche gefiihrt, um im oberen Teil des
Getiles eine ausreichende Menge Sauerstoff zu gewiéihrleisten.

Anaerobes Testsystem

Das Testverfahren des anaeroben Testsystems gleicht im Wesentlichen dem fiir das aerobe System beschriebenen, mit dem
Unterschied, dass in jedem Inkubationsgetill angefeuchteter Stickstoff iiber die Wasserobertliche gefiihrt wird, um eine
ausreichende Stickstoffmenge im oberen Gefifiteil zu gewihrleisten. Sediment und Wasser werden als anaerob betrachtet,

wenn das Redoxpotenzial (Ep,) niedriger ist als —100 mV.

Im anaeroben Test beruht die Beurteilung der Mineralisation auf der Messung des gebildeten Kohlendioxids und Methans.
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ANHANG 2

BEISPIEL EINES DURCHFLUSSSYSTEMS
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LLEGEND (Anhang 2)

Air or nitrogen: Luft oder Stickstoff Deionised water: deionisiertes Wasser
Inlet traps: Zuleitungsabscheider Inlet manifold: ZufluB

Surface water: Oberflichenwasser Sediment: Sediment

Incubation unit: Inkubationsgetif3 Safety trap: Sicherheitsabscheider

Volatile irap: Abscheider fiir fliichtige Produkte

Acquatic sediment degradation: Wasser/Sediment Abbau

Rig design: Versuchsaufbau Aquarium valves: Ventil
Outlet manifold: Abtluf3 Vacuum line: Vakuumleitung
Ourlet traps: AbfluBabscheider
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ANHANG 3

BEISPIEL EINES BIOMETERSYSTEMS
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Sedinent

System for absorption of CO, and for adsorption of volatile compounds (O permeable): System zur Absorption von CO» und

zur Adsorption fliichtiger Verbindungen (sauerstoffdurchlissig)
Device for CO; extraction: Gerit zur CO,-Abscheidung

Opening for oxygen determination in 11,0: Offnung zur Sauerstoffbestimmung im Wasser

Opening for gas determination (with septum closed): Offnung zur Gasbestimmung (mit geschlossenem Septum)

Magnetic stirrer: Magnetriihrer
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ANHANG 4
BEISPIELRECHNUNG FUR DIE APPLIKATIONSDOSIS IN TESTGEFASSEN
Zylinderinnendurchmesser: =8cm
Hohe der Wassersiiule ohne Sediment: =12 cm
Oberfliiche: 3,142 x 4 =50,3 cm’

Applikationsrate: 500 g Testsubstanz/ha entspricht 5 Iug/cm:

Gesamtmenge [pgl: 5 x 50,3 =251,5pg

Bezug der Gesamtmenge auf eine Wassersiulenhohe
von 100 cm:
12 x251,5 + 100

=30,18 pg

Volumen der Wassersiule: 50,3 x 12 =603 ml

Konzentration in Wasser: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml oder 50 pg/l



