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VERORDNUNGEN

VERORDNUNG (EU) Nr. 260/2014 DER KOMMISSION
vom 24. Januar 2014

zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zur Festlegung von Priifmethoden gemifl der

Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europiischen Parlaments und des Rates zur Registrierung,

Bewertung, Zulassung und Beschrinkung chemischer Stoffe (REACH) zwecks Anpassung an den
technischen Fortschritt

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE EUROPAISCHE KOMMISSION —

gestiitzt auf den Vertrag iiber die Arbeitsweise der Europiischen
Union,

gestiitzt auf die Verordnung (EG) Nr.1907/2006 des Europii-
schen Parlaments und des Rates vom 18. Dezember 2006 zur
Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrinkung che-
mischer Stoffe (REACH), zur Schaffung einer Europdischen Che-
mikalienagentur, zur Anderung der Richtlinie 1999/45/EG und
zur Aufhebung der Verordnung (EWG) Nr.793/93 des Rates,
der Verordnung (EG) Nr. 1488/94 der Kommission, der Richt-
linie  76/769/[EWG des Rates sowie der Richtlinien
91/155/[EWG, 93/67[EWG, 93/105[EG und 2000/21/EG der
Kommission (!), insbesondere auf Artikel 13 Absatz 3,

in Erwagung nachstehender Griinde:

In der Verordnung (EG) Nr.440/2008 der Kommis-
sion (?) sind die in der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006
vorgesehenen Priffmethoden zur Bestimmung der physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften, der Toxizitit und der
Okotoxizitit von Stoffen festgelegt.

Es ist angezeigt, die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zu
aktualisieren und vorrangig um neue und aktualisierte
alternative Priifmethoden zu erginzen, die von der
OECD kiirzlich angenommen wurden mit dem Ziel, die
Zahl der fir Versuchszwecke verwendeten Tiere gemifS
der Richtlinie 2010/63/EU des Europdischen Parlaments
und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der

() ABL L 396 vom 30.12.2006, S. 1.
() ABL L 142 vom 31.5.2008, S. 1.

fir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere (*) und
der Richtlinie 86/609/EWG des Rates vom 24. November
1986 zur Anndherung der Rechts- und Verwaltungsvor-
schriften der Mitgliedstaaten zum Schutz der fiir Ver-
suche und andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten
Tiere (*) zu verringern.

Die Anpassung betrifft zwei Methoden zur Bestimmung
physikalisch-chemischer Eigenschaften (einschlielich ei-
ner Aktualisierung der Priifmethode zur Bestimmung
der Wasserloslichkeit und einer neuen Prifmethode zur
Bestimmung des Verteilungskoeffizienten, die fur die Be-
wertung persistenter, bioakkumulierbarer und toxischer
(persistent, bioaccumulative and toxic, PBT) Stoffe relevant
sind), vier neue und eine aktualisierte Methode zur Be-
stimmung der Okotoxizitit sowie des Verbleibs und Ver-
haltens von Stoffen in der Umwelt, neun Methoden zur
Bestimmung der Toxizitit und anderer gesundheitlicher
Auswirkungen von Stoffen einschlieflich vier Inhalations-
toxizititsmethoden (darunter eine Aktualisierung von
drei bestehenden Methoden und eine neue Methode zur
Verringerung der Zahl von Versuchstieren und zur Ver-
besserung der Wirkungsabschitzung, eine Aktualisierung
der 28-Tage-Priifung auf orale Toxizitdt bei wiederholter
Verabreichung zwecks Einbeziehung von Parametern fiir
die Bewertung der endokrinen Aktivitit, einer Aktualisie-
rung der Toxikokinetik-Priifmethode, die fur die Ausrich-
tung und das Verstindnis toxikologischer Studien rele-
vant ist, sowie eine Aktualisierung der Priifung auf chro-
nische Toxizitdt und der Priifung auf Karzinogenitit und
der kombinierten Priifung auf chronische Toxizitdt und
Karzinogenitt).

Die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 sollte daher entspre-
chend gedndert werden.

Die in dieser Verordnung vorgesehenen Maffnahmen ent-
sprechen der Stellungnahme des mit Artikel 133 der
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 eingesetzten Ausschus-
ses —

. L 276 vom 20.10.2010, S. 33.
. L 358 vom 18.12.1986, S. 1.
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HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1

Der Anhang der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird nach Maflgabe des Anhangs der vorliegenden Ver-
ordnung gedndert.

Artikel 2

Diese Verordnung tritt am dritten Tag nach ihrer Veroffentlichung im Amtsblatt der Europdischen Union in
Kraft.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem Mitglied-
staat.

Briissel, den 24. Januar 2014

Fiir die Kommission
Der Prisident
José Manuel BARROSO
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ANHANG

Der Anhang der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird wie folgt gedndert:

1. Das Kapitel A.6 erhilt folgende Fassung:

,A.6 WASSERLOSLICHKEIT

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 105 (1995). Sie ist eine tiberarbeitete Fassung der
urspriinglichen TG 105, die 1981 angenommen wurde. Es gibt keine inhaltlichen Unterschiede zwischen der
derzeitigen Fassung und der von 1981. Gedndert wurde hauptsichlich das Format. Die Uberarbeitung stiitzte
sich auf die EU-Priifmethode ,Wasserloslichkeit ().

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Die Wasserloslichkeit eines Stoffs kann durch Verunreinigungen erheblich beeinflusst werden. Diese Priif-
methode behandelt die Bestimmung der Wasserloslichkeit von im Wesentlichen reinen Substanzen, die in
Wasser stabil und nicht fliichtig sind. Vor Bestimmung der Wasserloslichkeit sollten Vorinformationen iiber
die Strukturformel, den Dampfdruck, die Dissoziationskonstante und das Hydrolyseverhalten (als Funktion des
pH-Wertes) des Stoffes vorliegen.

Die beiden nachstehend beschriebenen Methoden, d. h. die Siulen-Elutions-Methode und die Kolbenmethode,
decken Loslichkeiten von unter bzw. iiber 1072 g/l ab. Ein einfacher Vorversuch wird ebenfalls beschrieben. Er
ermdglicht die Bestimmung der bei der eigentlichen Priffung zu verwendenden ungefihren Probenmenge und
die zum Erreichen der Sittigungskonzentration notwendige Zeit.

DEFINITIONEN UND EINHEITEN

Die Wasserloslichkeit einer Substanz wird durch ihre Massen-Sittigungskonzentration in Wasser bei einer
bestimmten Temperatur angegeben.

Die Wasserloslichkeit wird als Masse des gelosten Stoffs je Losungsvolumen ausgedriickt. Die SI-Einheit ist
kg/m>, aber g/l kann auch verwendet werden.

REFERENZSUBSTANZEN

Bei der Untersuchung der Priifsubstanz brauchen keine Referenzsubstanzen verwendet zu werden.

BESCHREIBUNG DER METHODEN
Priifbedingungen

Die Priifung wird vorzugsweise bei 20 °C + 0,5 °C durchgefiihrt. Die gewéhlte Temperatur ist in allen wichtigen
Teilen der Apparatur konstant zu halten.

Vorversuch

Etwa 0,1 g der Probe (feste Priifsubstanzen miissen pulverisiert sein) werden in einen mit Glasstopfen ver-
schliebaren 10-ml-Messzylinder gegeben. Dann werden portionsweise zunchmende Volumen Wasser von
Raumtemperatur zugesetzt. Nach jedem Zusatz einer Wassermenge wird die Mischung 10 Minuten geschiittelt
und mit bloSem Auge auf ungeloste Teilchen der Probe untersucht. Wenn nach Zusatz von 10 ml Wasser die
Probe oder Teile von ihr ungelost bleiben, ist der Versuch in einem 100-ml-Messzylinder zu wiederholen. Die
ungefihre Loslichkeit ist in Tabelle 1 unter demjenigen Volumen Wasser angegeben, bei dem die Probe voll-
stindig gelost wird. Bei geringer Loslichkeit kann es lange (bis zu 24 Stunden) dauern, bis die Priifsubstanz
gelost ist. Ist die Priffsubstanz nach 24 Stunden noch nicht gelost, sollte der Versuch verlingert werden
(maximal 96 Stunden) oder es sollte weiter verdiinnt werden, um festzustellen, ob die Sidulen-Elutions- oder
die Kolben-Methode zu benutzen ist.

Tabelle 1

ml Wasser auf 0,1g 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
losliche Substanz

Ungefihre Loslichkeit [ > 1000 1 000-200 200-100 100-50 50-10 10-1 <1
in g/l
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Siulen-Elutions-Methode
Prinzip

Diese Methode basiert auf der Elution einer Priifsubstanz mit Wasser aus einer Mikrosiule, die mit einem inerten
Trigermaterial gefiillt ist, welches mit einem Uberschuss an Priifsubstanz beschichtet ist (2). Die Wasserloslich-
keit wird durch die Massenkonzentration des Eluats ausgedriickt, wenn dieses ein Plateau in Abhdngigkeit von
der Zeit erreicht hat.

Apparatur

Die Apparatur besteht aus einer Mikrosdule (Abbildung 1), die auf konstanter Temperatur gehalten wird. Sie ist
entweder mit einer Umwilzpumpe (Abbildung 2) oder mit einem Niveaugefifs (Abbildung 3) verbunden. Die
Mikrosdule enthilt ein inertes Trdgermaterial, das durch einen kleinen Pfropfen aus Glaswolle in der Siule
gehalten wird, der gleichzeitig zum Herausfiltern von Partikeln dient. Als Trigermaterial konnen Glaskugeln,
Diatomeenerde oder andere inerte Stoffe verwendet werden.

Die Mikrosaule in Abbildung 1 eignet sich fiir die Apparatur mit Umwalzpumpe. Sie hat einen Kopfraum fuir
funf Siulenbett-Volumina (werden zu Beginn des Versuchs verworfen) und das Volumen von fiunf Proben
(werden wahrend des Versuchs entnommen). Der Kopfraum kann kleiner gehalten werden, wenn wahrend
des Versuchs Wasser zugegeben werden kann, um die anfinglich mit Verunreinigungen entnommenen fiinf
Saulenbett-Volumina zu ersetzen. Die Sdule ist durch einen Schlauch aus inertem Material mit der Umwilz-
pumpe verbunden, die mit einem Fluss von etwa 25 mlfh fordern kann. Die Umwilzpumpe kann z. B. eine
Schlauch- oder eine Membranpumpe sein. Dabei ist darauf zu achten, dass es nicht zu einer Verunreinigung
und/oder Absorption durch das Schlauchmaterial kommt.

Abbildung 3 zeigt die schematische Darstellung mit Verwendung eines NiveaugefifSes. In dieser Darstellung ist
die Mikrosdule mit einem Einweghahn versechen. Sie wird mit einem Glasschliff-Verbindungsstiick und einem
Schlauch aus inertem Material an das NiveaugefdfS angeschlossen. Die Durchflussrate vom Niveaugefif sollte
etwa 25 ml/h betragen.

Abbildung 1

r¢———————D

Abmessungen in mm

Anschluss fiir Glasschliff-Stopfen
Kopfraum

Innenmaf 5

Auflenmaf§ 19

Glaswollpfropfen

e S I

Absperrhahn
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Etwa 600 mg Trigermaterial werden in einen 50-ml-Rundkolben eingefiillt. Eine geeignete Menge Priifsubstanz
wird in einem fliichtigen Losungsmittel von Analysenqualitit gelost, und eine ausreichende Menge dieser Losung
wird zum Trigermaterial hinzugefiigt. Das Losungsmittel muss vollstindig abgezogen werden, z. B. in einem
Rotationsverdampfer, da sonst wihrend der Elutionsphase wegen Verteilungseffekten auf der Oberfliche keine
vollstandige Sittigung dieses Materials mit Wasser erzielt wird. Das beladene Tragermaterial ldsst man etwa 2
Stunden lang in etwa 5 ml Wasser quellen. Dann wird die Suspension in die Mikrosdule gefillt. Es ist auch
moglich, das trockene, beladene Triagermaterial in die mit Wasser gefiillte Mikrosdule zu geben. Auch hier wird

g N ®
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Abbildung 2

O

atmosphdrischer Druckausgleich
Durchflussmesser

Mikrosiule

thermostatgeregelte Pumpe
Umwilzpumpe

2-Wege-Hahn zur Probenentnahme

Abbildung 3

Niveaugefif (z. B. 2,5-Liter-Kolben)
Saule

Fraktionssammler

Thermostat

Teflonschlauch

Glasschliff-Stopfen

Wasserschlauch (zwischen Thermostat und Sdule, Innendurchmesser ungefahr 8 mm)

der Quellvorgang von etwa 2 Stunden abgewartet.
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14. Das Aufbringen der Priifsubstanz auf das Trdgermaterial kann problematisch werden und zu fehlerhaften
Ergebnissen fiihren, z. B. wenn sich die Priifsubstanz olartig auf dem Triger niederschldgt. Diese Probleme
sollten untersucht und Einzelheiten dazu dokumentiert werden.

Verfahren mit Umwalzpumpe

15. Der Saulenfluss wird in Gang gesetzt. Eine Durchflussleistung von etwa 25 ml/h wird empfohlen (etwa zehn
Sdulenbett-Volumina/h bei der beschriebenen Siule). Mindestens die ersten fiinf Sdulenbett-Volumina werden
verworfen, um wasserlosliche Verunreinigungen zu entfernen. Danach lisst man die Umwilzpumpe bis zur
Einstellung des Gleichgewichts laufen. Das Gleichgewicht ist erreicht, wenn bei finf aufeinander folgenden
Proben die Konzentrationen um nicht mehr als £ 30 % streuen. Diese Proben sollten in solchen zeitlichen
Abstinden genommen werden, in denen mindestens zehn Siulenbett-Volumina die Sdule durchlaufen haben. Je
nach verwendeter Analysemethode kann es ratsam sein, eine Konzentrations-Zeit-Kurve zu erstellen, um zu
zeigen, dass das Gleichgewicht erreicht ist.

Verfahren mit Niveaugefdfl

16. Aufeinander folgende Eluatfraktionen werden gesammelt und ihre Konzentrationen mit der gewahlten Analyse-
methode bestimmt. Fraktionen des mittleren Eluatbereichs, bei denen die Konzentrationen in mindestens fiinf
aufeinander folgenden Proben konstant bleiben (+ 30 %), werden zur Bestimmung der Wasserloslichkeit benutzt.

17. Das bevorzugte Elutionsmittel ist bidestilliertes Wasser. Es kann auch deionisiertes Wasser mit einem spezi-
fischen Widerstand von mehr als 10 Megaohm/cm und einem Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff unter
0,01 % verwendet werden.

18. Bei beiden Verfahren wird ein zweiter Durchlauf mit halber Durchflussrate durchgefihrt. Stimmen die Ergeb-
nisse der beiden Versuche iiberein, wird das Priifergebnis als zufriedenstellend betrachtet. Ist die gemessene
Loslichkeit bei dem niedrigeren Durchfluss hoher, muss die Durchflussleistung so lange weiter halbiert werden,
bis zwei aufeinander folgende Versuchsdurchliufe die gleiche Loslichkeit ergeben.

19. Bei beiden Verfahren sollten die Fraktionen durch Priifung des Tyndall-Effekts auf kolloidale Substanzpartikel
untersucht werden. Wenn solche Substanzpartikel vorkommen, ist das Priifergebnis unbrauchbar. Die Priifung
sollte dann wiederholt werden, nachdem die Filterfunktion der Siule verbessert wurde.

20. Der pH-Wert jeder Probe sollte vorzugsweise mit speziellen Indikatorstabchen bestimmt werden.

Kolben-Methode
Prinzip

21. Die Priifsubstanz (Feststoffe miissen pulverisiert werden) wird bei einer Temperatur in Wasser aufgelost, die
leicht tiber der Priiftemperatur liegt. Wenn die Sattigung erreicht ist, wird die Losung abgekithlt und auf der
Priiftemperatur gehalten. Alternativ kann die Messung direkt bei der Priiftemperatur durchgefiihrt werden, wenn
durch entsprechende Probenahme gesichert ist, dass das Sittigungsgleichgewicht erreicht ist. Dann wird die
Massenkonzentration der Priifsubstanz in der wissrigen Losung, die keine ungelosten Substanzpartikel enthalten
darf, mit einer geeigneten Analysemethode (3) bestimmt.

Gerdte

22. Folgende Gerite werden benotigt:
— fibliche Laborglasgerite und -instrumente,
— eine Vorrichtung zum Schiitteln der Losungen bei konstanter Temperatur,
— eine Zentrifuge (moglichst thermostatisiert), falls diese bei Emulsionen erforderlich wird, und
— Analysegerite.

Verfahren

23. Die zur Sittigung des vorgegebenen Wasservolumens erforderliche Priifsubstanzmenge wird anhand der Ergeb-
nisse des Vorversuches abgeschitzt. Etwa das Fiinffache dieser Menge wird jeweils in drei mit Glasstopfen
versehene Glasgefifle eingewogen (z. B. Zentrifugenrohrchen oder Kolben). Jedem Gefiff wird ein je nach
Analysemethode und Loslichkeitsbereich gewdhltes Wasservolumen zugesetzt. Die Gefiffe werden fest verschlos-
sen und dann bei 30 °C geschiittelt. Hierzu sollte ein Schiittel- oder Rithrgerdt verwendet werden, das bei einer
konstanten Temperatur arbeitet, z. B. Magnetrithrstibe in einem thermostatisierten Wasserbad. Nach einem Tag
wird eines der Gefdfle 24 Stunden unter gelegentlichem Schiitteln bei Priiftemperatur stehen gelassen, bis sich
das Gleichgewicht eingestellt hat. Dann wird der Inhalt des GefdfSes bei Priiftemperatur zentrifugiert und die
Konzentration der Priifsubstanz in der klaren wissrigen Phase mit einem geeigneten Analyseverfahren bestimmt.
Mit den beiden anderen Kolben wird nach zwei bzw. drei Tagen genauso verfahren, nachdem zuvor das



19.3.2014

Amtsblatt der Europdischen Union

L 81/7

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Sittigungsgleichgewicht bei 30 °C eingestellt wurde. Weichen die gemessenen Konzentrationen bei mindestens
den letzten beiden Gefilen um nicht mehr als 15 % voneinander ab, ist die Priffung als zufriedenstellend
anzuschen. Wenn die Priifergebnisse der Gefidfe 1, 2 und 3 eine steigende Tendenz aufweisen, sollte die gesamte
Priifung unter Verldngerung der Zeiten fiir die Gleichgewichtseinstellung wiederholt werden.

Die Priifung kann auch ohne Priinkubation bei 30 °C durchgefithrt werden. Um den Grad des erreichten
Sattigungsgleichgewichts zu bestimmen, werden so lange Proben entnommen, bis die gemessenen Konzentra-
tionen nicht linger von der Rithrzeit beeinflusst werden.

Der pH-Wert jeder Probe sollte vorzugsweise mit speziellen Indikatorstibchen bestimmt werden.

Analytische Bestimmungen

Eine substanzspezifische Methode ist vorzuziehen, da bereits kleine Mengen von loslichen Verunreinigungen
grof8e Fehler bei der Bestimmung der Loslichkeit verursachen konnen. Beispiele fiir solche Analysemethoden
sind: Gas- oder Fliissigchromatographie, Titrierverfahren, fotometrische Methoden, voltametrische Verfahren.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten
Sculen-Elutions-Methode

Fir jeden Durchlauf werden der Mittelwert und die Standardabweichung von mindestens fiinf aufeinander
folgenden Proben aus dem Bereich des Sdttigungsplateaus berechnet. Die fiir zwei Priiffungen mit unterschied-
lichen Durchflussleistungen berechneten Mittelwerte sollten nicht um mehr als 30 % voneinander abweichen.

Kolben-Methode

Die einzelnen Ergebnisse fiir jeden der drei Kolben, die nicht um mehr als 15 % voneinander abweichen sollten,
werden gemittelt.

Priifbericht
Sdiulen-Elutions-Methode

Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:

— die Ergebnisse des Vorversuchs,

— Angaben zur Priifsubstanz (Identitit und Verunreinigungen), gegebenenfalls Vorreinigung,
— die Konzentrationen, Durchflussraten und pH-Werte jeder Probe,

— die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens fiinf Proben aus dem Bereich des Sittigungs-
plateaus eines jeden Durchlaufs,

— den Durchschnitt von mindestens zwei aufeinanderfolgenden Durchldufen,

— die Wassertemperatur wahrend des Sittigungsvorgangs,

— die Analysemethode,

— die Art des verwendeten Trigermaterials,

— die Beladung des Tragermaterials,

— das verwendete Losungsmittel,

— gegebenenfalls Hinweise auf eine chemische Instabilitdt der Priifsubstanz wihrend des Priifungsvorgangs,

— alle fiir die Auswertung der Ergebnisse sachdienlichen Informationen und Bemerkungen, insbesondere in
Bezug auf Verunreinigungen und den Aggregatzustand der Priifsubstanz.

Kolben-Methode

Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:
— die Ergebnisse des Vorversuchs,

— Angaben zur Priifsubstanz (Identitit und Verunreinigungen), gegebenenfalls Vorreinigung,
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— die einzelnen Analysenergebnisse und die Durchschnittswerte, wenn pro Kolben mehr als ein Wert bestimmt
wurde,

— den pH-Wert jeder Probe,

— den Mittelwert derjenigen Kolben, deren Ergebnisse iibereinstimmen,

— die Priiftemperatur,

— die Analysemethode,

— gegebenenfalls Hinweise auf eine chemische Instabilitit der Priifsubstanz wihrend des Priifungsvorgangs,

— alle fur die Auswertung der Ergebnisse sachdienlichen Informationen und Bemerkungen, insbesondere in
Bezug auf Verunreinigungen und den Aggregatzustand der Priifsubstanz.

LITERATUR:

1. Richtlinie 92/69/EWG der Kommission vom 31. Juli 1992 zur siebzehnten 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, ABLL 383 vom 29.12.1992, S. 113.

2. NF T 20-045 (AFNOR) (September 1985). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with low solubility — Column elution method.

3. NF T 20-046 (AFNOR) (September 1985). Chemical products for industrial use — Determination of water
solubility of solids and liquids with high solubility — Flask method.

2. Das Kapitel A.23 wird angefiigt:

,A.23 1-OCTANOL/WASSER-VERTEILUNGSKOEFFIZIENT: METHODE ZUR PRUFUNG UNTER
LANGSAMEM RUHREN

EINLEITUNG

1. Diese Prifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 123 (2006). Die Poy-Werte (Poy = 1-Octanol/
Wasser-Verteilungskoeffizient) konnten mit der Methode zur Priffung unter langsamem Riihren bis zu log
Pow 8,2 genau bestimmt werden (1). Entsprechend kommt diese Methode fiir die direkte Bestimmung der
Pow-Werte stark hydrophober Substanzen in Betracht.

2. Weitere Methoden zur Bestimmung des 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (Pgy,) sind die ,Schiittel-
methode’ (2) und die Bestimmung des Pqy aufgrund des Retentionsverhaltens bei der HPLC mit Phasenumkehr
(3). Die ,Schiittelmethode' ist wegen der Ubertragung von Octanol-Mikrotropfchen in die wissrige Phase jedoch
fehleranfillig. Mit steigenden Pqy-Werten fithrt das Vorhandensein dieser Tropfchen in der wissrigen Phase zu
einer zunehmenden Uberschitzung der Konzentration der Priifsubstanz im Wasser. Daher ist diese Methode nur
bei Substanzen mit log Poy < 4 geeignet. Die zweite Methode beruht auf direkt bestimmten Pqoy-Werten, die
zur Kalibrierung der Beziehung zwischen dem Retentionsverhalten in der HPLC und den gemessenen Py~
Werten verwendet werden. Es gab einen Entwurf einer OECD-Richtlinie zur Bestimmung des 1-Octanol/Was-
ser-Verteilungskoeffizienten ionisierbarer Substanzen (4), der aber nicht mehr verwendet werden soll.

3. Diese Priiffmethode wurde in den Niederlanden entwickelt. Die Genauigkeit der in dieser Priifmethode beschrie-
benen Verfahren wurde in einer Ringtest-Validierungsstudie unter Beteiligung von 15 Labors validiert und
optimiert (5).

AUSGANGSUBERLEGUNGEN
Bedeutung und Anwendung

4. Bei inerten organischen Substanzen wurden hoch signifikante Beziehungen zwischen den 1-Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten (Pgyy) und der jeweiligen Bioakkumulation in Fischen festgestellt. Auferdem wurde eine
Korrelation zwischen den Pgy-Werten und der Toxizitdt fiir Fische sowie zwischen den Pqoy-Werten und der
Sorption chemischer Stoffe in Feststoffen wie z. B. in Boden und in Sedimenten nachgewiesen. Das Literatur-
verzeichnis enthilt eine umfassende Ubersicht iiber die verschiedenen Zusammenhinge (6).
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Zwischen dem 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten und sonstigen fiir die Umwelttoxizitdt und fiir das
chemische Verhalten erheblichen Merkmalen von Substanzen wurden vielfiltige Beziehungen festgestellt. Ent-
sprechend hat sich der 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient zum Schliisselparameter fiir die Bewertung des
mit chemischen Stoffen verbundenen Umweltrisikos sowie zur Prognose der Persistenz chemischer Stoffe in der
Umwelt entwickelt.

Anwendungsbereich

Bei der Methode zur Priifung unter langsamem Riihren soll die Bildung von 1-Octanol-Mikrotropfchen in der
wissrigen Phase verringert werden. Entsprechend ist ausgeschlossen, dass die Konzentration in der wissrigen
Phase wegen der ansonsten mit diesen Tropfchen verbundenen Molekiile der Priifsubstanz iiberschitzt wird.
Daher eignet sich die Methode zur Priffung unter langsamem Riihren insbesondere zur Bestimmung der Poy-
Werte von Substanzen, bei denen log Pyy-Werte im Bereich von mindestens 5 zu erwarten sind und bei denen
die Schiittelmethode (2) eher fehleranfillig wire.

DEFINITIONEN UND EINHEITEN

Der Verteilungskoeffizient einer Substanz fiir Wasser und ein lipophiles Losungsmittel (1-Octanol) beschreibt die
Gleichgewichtsverteilung des jeweiligen chemischen Stoffs zwischen den beiden Phasen. Der Verteilungskoeffi-
zient fiir Wasser und 1-Octanol (Pgy) wird definiert als Verhiltnis der Gleichgewichtskonzentrationen der
Priifsubstanz in mit Wasser gesattigtem 1-Octanol (Cp) und in mit 1-Octanol gesdttigtem Wasser (Cyy).

Fiir das Konzentrationsverhaltnis wird keine Einheit angegeben. Meist wird das Verhiltnis als Zehnerlogarithmus
(log Pow) ausgedriickt. Poy ist temperaturabhingig; entsprechend sollte die Messtemperatur beriicksichtigt
werden.

PRINZIP DER METHODE

Um den Verteilungskoeffizienten zu bestimmen, werden Wasser, 1-Octanol und die Priifsubstanz bei einer
konstanten Temperatur in ein Gleichgewicht gebracht. Anschliefend werden die Konzentrationen der Priifsub-
stanz in den beiden Phasen bestimmt.

Die bei der Priifung mit der Schiittelmethode auftretenden Schwierigkeiten infolge der Entstehung von Mikro-
tropfchen konnen mit der hier vorgeschlagenen Methode unter langsamem Rithren verringert werden. Bei der
Priifung unter langsamem Rithren werden Wasser, 1-Octanol und die Priifsubstanz in einem thermostatgeregel-
ten Rithrbehilter in ein Gleichgewicht gebracht. Durch das Rithren wird der Austausch zwischen den Phasen
beschleunigt. Beim Rithren entstehen begrenzte Turbulenzen, welche den Austausch zwischen 1-Octanol und
Wasser begiinstigen, ohne dass Mikrotropfchen entstehen konnen (1).

ANWENDBARKEIT DER PRUFMETHODE

Da sich das Vorhandensein anderer Substanzen auf den Aktivititskoeffizienten der Priifsubstanz auswirken kann,
sollte die Priifsubstanz als reine Substanz untersucht werden. Daher sollte die jeweilige Substanz fiir die Messung
der 1-Octanol/Wasser-Verteilung in der hochsten auf dem Markt verfiigbaren Reinheit verwendet werden.

Diese Methode ist anzuwenden bei reinen Substanzen, bei denen weder eine Dissoziation noch eine Assoziation
erfolgt und die keine erhebliche Grenzflichenaktivitdt aufweisen. Die Methode kann zur Bestimmung der 1-
Octanol/Wasser-Verteilung dieser Substanzen und von Gemischen eingesetzt werden. Wenn die Methode fiir
Gemische eingesetzt wird, hingt die 1-Octanol/Wasser-Verteilung von der chemischen Zusammensetzung des zu
priifenden Gemischs sowie von der Zusammensetzung des als wissrige Phase genutzten Elektrolyten ab. Wenn
die Methode um verschiedene Schritte ergdnzt wird, kann sie auch fiir dissoziierende und assoziierende Ver-
bindungen eingesetzt werden (siche Nummer 12).

Aufgrund der unterschiedlichen Gleichgewichte in Wasser und 1-Octanol, die sich bei der 1-Octanol-/Wasser-
Verteilung dissoziierender Substanzen wie z. B. organischer Siuren und Phenole, organischer Basen und organo-
metallischer Substanzen ergeben, ist das Verteilungsverhaltnis fiir 1-Octanol/Wasser ebenfalls in hohem Mafe
von der Zusammensetzung des Elektrolyten abhingig (7)(8). Die Bestimmung des Verteilungsverhaltnisses fir 1-
Octanol/Wasser setzt voraus, dass pH-Wert und Elektrolytzusammensetzung wahrend der Messung iiberwacht
und protokolliert werden. Die Bewertung der Verteilungsverhaltnisse muss durch Fachleute erfolgen. Unter
Beriicksichtigung der Dissoziationskonstante(n) miissen geeignete pH-Werte so ausgewdahlt werden, dass fiir jedes
Ionisierungsstadium ein Verteilungsverhiltnis bestimmt werden kann. Zur Priifung organometallischer Verbin-
dungen miissen Pufferlosungen eingesetzt werden, die nicht als Komplexbildner wirken (8). Unter Beriicksich-
tigung des aktuellen Kenntnisstandes beziiglich der Chemie der wissrigen Phase (Komplexbildungskonstanten,
Dissoziationskonstanten) sollten die Versuchsbedingungen so gewihlt werden, dass die Speziation der Priifsub-
stanz in der wissrigen Phase bestimmt werden kann. Die lonenkonzentration sollte in allen Priifungen gleich
sein; um dies zu gewdhrleisten, sollte ein Hintergrundelektrolyt eingesetzt werden.

Schwierigkeiten konnen sich bei der Priifung in Verbindung mit der Untersuchung von Substanzen mit geringer
Wasserloslichkeit oder mit hohem Pqy, ergeben, weil die Konzentrationen im Wasser sehr gering werden und
eine genaue Bestimmung entsprechend problematisch ist. Diese Priifmethode erldutert, wie diesem Problem
begegnet werden kann.
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INFORMATIONEN ZUR PRUFSUBSTANZ

Die chemischen Reagenzien sollten mindestens Analysequalitit besitzen. Es wird empfohlen, nicht markierte
Priifsubstanzen mit bekannter chemischer Zusammensetzung und einer Reinheit von mindestens 99 % oder
radioaktiv markierte Priifsubstanzen mit bekannter chemischer Zusammensetzung und radiochemischer Reinheit
einzusetzen. Beim Einsatz von Indikatorsubstanzen mit kurzer Halbwertszeit sollten Korrekturen unter Beriick-
sichtigung des Zerfallsverhaltens vorgenommen werden. Wenn die Priifsubstanzen radioaktiv markiert wurden,
sollte eine speziell fir den jeweiligen chemischen Stoff vorgeschene Analysemethode eingesetzt werden, um
sicherzustellen, dass die gemessene Radioaktivitdt unmittelbar auf die Priifsubstanz zuriickzufithren ist.

Log Py kann mit einer im Handel erhltlichen und fir diesen Zweck vorgesehenen Software geschitzt werden;
alternativ kann die Schitzung auch aufgrund des Verhiltnisses der Loslichkeiten in beiden Losungsmitteln
erfolgen.

Bevor Pgy, durch eine Priifung unter langsamem Riihren bestimmt wird, sollten die folgenden Informationen zur
Priifsubstanz bekannt sein:

a) die Strukturformel,

b) geeignete Analysemethoden zur Bestimmung der Konzentration der Substanz in Wasser und in 1-Octanol,
¢) die Dissoziationskonstante(n) ionisierbarer Substanzen (OECD-Richtlinie 112) (9),

d) die Wasserloslichkeit (10),

e) Informationen zur abiotischen Hydrolyse (11),

f) die leichte biologische Abbaubarkeit (12),

g) der Dampfdruck (13).

BESCHREIBUNG DER METHODE
Gerite und Apparatur

Fiir die Priifungen werden Standardlaborgerite benotigt; insbesondere sind folgende Gerite erforderlich:
— Magnetrithrer sowie Magnetriihrstibe mit Teflonbeschichtung zum Umrithren der wassrigen Phase,

— geeignete Analyseinstrumente zur Bestimmung der Konzentration der Priifsubstanz in den erwarteten Kon-
zentrationen,

— Riihrgefdfle mit einem Absperrhahn unten am Gefifl. Abhingig vom geschdtzten Wert fiir log Pgy und von
der Nachweisgrenze (LOD) der zu priifenden Verbindung ist der Einsatz eines Reaktionsbehilters mit iden-
tischer Geometrie, aber mit einem Volumen von mehr als einem Liter in Betracht zu ziehen, damit hinrei-
chend Wasser fiir die chemische Extraktion und fiir die durchzufithrende Analyse entnommen werden kann.
Dies fithrt zu hoheren Konzentrationen im Wasserextrakt und ermdoglicht entsprechend zuverldssigere Ana-
lysen. Anlage 1 enthilt eine Tabelle mit Schitzwerten fiir die erforderlichen Mindestvolumina, der Nach-
weisgrenze der Verbindung, dem geschitzten log Poy und der Loslichkeit in Wasser. Die Tabelle beruht auf
der Beziehung zwischen log Poy und dem Verhiltnis zwischen der Loslichkeit in Octanol und in Wasser
gemdfl Pinsuwan u. a. (14):

Log Pow = 0,88 log SR + 0,41
Dabei ist
SR = SufSy (Molaritit)

sowie auf der von Lyman (15) definierten Beziehung fiir die Prognose der Loslichkeit in Wasser. Die mit der
in Anlage 1 genannten Formel bestimmten Wasserloslichkeiten sind als erste Schitzung zu betrachten. Der
Priifende kann die Wasserloslichkeit auch aufgrund einer sonstigen Beziehung schitzen, die er fiir besser
geeignet hilt, Auskunft iiber die Beziehung zwischen Hydrophobizitit und Loslichkeit zu geben. Bei festen
Verbindungen wird z. B. die Beriicksichtigung des Schmelzpunktes bei der Prognose der Loslichkeit emp-
fohlen. Wenn eine modifizierte Formel verwendet wird, sollte sichergestellt werden, dass die Gleichung zur
Berechnung der Loslichkeit in Octanol noch giiltig ist. In Anlage 2 ist ein Riihrgefif mit Glasmantel und
einem Inhalt von etwa einem Liter dargestellt. Die Proportionen des in Anlage 2 dargestellten Geféifses haben
sich als giinstig erwiesen und sollten auch dann beibehalten werden, wenn eine anders dimensionierte
Apparatur verwendet wird,

— entscheidend ist eine Vorrichtung, mit der wahrend der Priifung unter langsamem Rithren eine konstante
Temperatur aufrechterhalten werden kann.
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Die Gefifle sollten aus einem inerten Material bestehen, damit die Adsorption durch die Oberfliche der Gefife
vernachldssigt werden kann.

Herstellung der Priiflésungen

Der Wert fiir Poy, sollte mit 1-Octanol der hochsten im Handel erhaltlichen Reinheit (mindestens + 99 %)
bestimmt werden. Die Reinigung von 1-Octanol durch die Extraktion mit einer Siure, einer Base und Wasser
und eine anschlieende Trocknung werden empfohlen. Auferdem kann 1-Octanol auch durch Destillation
gereinigt werden. Zur Herstellung der Standardlosungen der Priifsubstanzen ist gereinigtes 1-Octanol zu ver-
wenden. Das fiir die Bestimmung von Pgyy zu verwendende Wasser sollte durch Glas oder Quarz destilliert oder
mit einem Reinigungssystem hergestellt worden sein; alternativ kann auch HPLC-Wasser verwendet werden.
Destilliertes Wasser sollte durch ein 0,22-um-Filter gefiltert werden; mit Blindproben sollte sichergestellt werden,
dass die konzentrierten Extrakte keine Verunreinigungen enthalten, welche die Priifsubstanz verandern konnten.
Wenn ein Glasfaserfilter verwendet wird, sollte das Filter durch mindestens dreistiindige Erhitzung auf 400 °C
gereinigt werden.

Beide Losungsmittel werden vor Durchfithrung der Priifung wechselseitig gesittigt, indem sie in einem hinrei-
chend groflen Gefif in ein Gleichgewicht gebracht werden. Dazu wird das aus zwei Phasen bestehende System
zwei Tage lang langsam geriihrt.

Eine geeignete Konzentration der Priifsubstanz wird ausgewihlt und in 1-Octanol (mit Wasser gesittigt) gelost.
Der 1-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient ist in verdiinnten Losungen mit 1-Octanol und Wasser zu bestim-
men. Daher sollte die Konzentration der Priifsubstanz hochstens 70 % ihrer Loslichkeit bei einer Hochstkon-
zentration von 0,1 M in beiden Phasen betragen (1). Die fir die Priifungen verwendeten 1-Octanol-Losungen
diirfen keine suspendierten Feststoffe aus der Priifsubstanz enthalten.

Eine geeignete Menge der Priifsubstanz wird in 1-Octanol (mit Wasser gesittigt) gelost. Wenn die Schitzung fir
log Poy einen Wert iiber fiinf ergibt, ist besonders darauf zu achten, dass die fiir die Priifung verwendeten 1-
Octanol-Losungen keine suspendierten Feststoffe aus der Priifsubstanz enthalten. Dazu ist bei chemischen Stoffen
mit einem geschitzten log Poy, > 5 wie folgt zu verfahren:

— Die Priifsubstanz wird in 1-Octanol (mit Wasser gesittigt) gelost.

— Es wird hinreichend Zeit gelassen, damit sich suspendierte Feststoffe absetzen konnen. Wiahrend des Ab-
setzens wird die Konzentration der Priifsubstanz iiberwacht.

— Nachdem sich die gemessenen Konzentrationen der 1-Octanol-Losung stabilisiert haben, wird die Stamm-
losung mit einer geeigneten Menge 1-Octanol verdiinnt.

— Anschlieend wird die Konzentration der verdiinnten Stammlosung gemessen. Wenn die gemessene Kon-
zentration mit der Verdiinnung iibereinstimmt, kann die verdiinnte Stammlosung zur Prifung unter lang-
samem Rithren verwendet werden.

Extraktion und Analyse der Proben

Fiir die Untersuchung der Priifsubstanz sollte eine validierte Analysemethode verwendet werden. Der Priifende
muss nachweisen, dass die Konzentrationen in dem mit Wasser gesittigten 1-Octanol sowie in der mit 1-Octanol
gesdttigten wissrigen Phase wihrend der Priifung iiber der bei dem eingesetzten Analyseverfahren fiir die
Methode festgesetzten Quantifizierungsgrenze liegen. In Fillen, in denen Extraktionsmethoden erforderlich sind,
muss die analytische Wiederfindung der Priifsubstanzen aus der wissrigen Phase und aus der 1-Octanol-Phase
vor der Priifung erfolgen. Die Anforderungen an die Analysesignale sind aufgrund von Blindwerten zu kor-
rigieren; dabei ist darauf zu achten, dass keine Analytiibertragungen zwischen den Proben vorkommen kénnen.

Bei hydrophoben Priifsubstanzen sind wegen der cher niedrigen Konzentrationen der Priifsubstanzen in der
wiassrigen Phase vor der Analyse wahrscheinlich eine Extraktion der wissrigen Phase mit einem organischen
Losungsmittel und eine Vorkonzentration des Extrakts vorzunehmen. Aus demselben Grund miissen die even-
tuell verwendeten Blindprobenkonzentrationen reduziert werden. Dazu sind hochreine und vorzugsweise fiir
Riickstandsanalysen vorgesehene Losungsmittel zu verwenden. Die Verwendung sorgfiltig vorgereinigter Glasge-
rite (z. B. durch Spiilen mit einem Losungsmittel oder unter starker Erwarmung) kann zusitzlich helfen, Kreuz-
kontamination zu vermeiden.

Log Py kann mit einem geeigneten Programm ermittelt oder von Fachleuten mit entsprechender Erfahrung
geschitzt werden. Bei Werten iiber 6 miissen Blindwert-Korrekturen und Analyteintragungen sorgfiltig iiber-
wacht werden. Wenn der geschitzte Wert fiir log Pqy tiber 6 liegt, muss ein Surrogatstandard fir die Wieder-
findungskorrektur verwendet werden, damit die erforderlichen hohen Vorkonzentrationsfaktoren erreicht werden
konnen. Auf dem Markt werden verschiedene Computer-Programme zur Schitzung von log Pqy angeboten (1)
(z. B. Clog P(16), KOWWIN(17), ProLogP(18) und ACD log P(19)). Das Literaturverzeichnis enthilt Beschrei-
bungen der verschiedenen Schitzverfahren (20-22).

(") Die Angaben dienen nur zur Information. Wenn mit anderen Programmen nachweislich dieselben Ergebnisse ermittelt werden, kénnen
auch diese Programme verwendet werden.
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26. Die Quantifizierungsgrenzen (LOQ) fiir die Bestimmung der Priifsubstanz in 1-Octanol und Wasser werden mit
anerkannten Methoden bestimmt. Als Faustregel kann die Konzentration in Wasser oder 1-Octanol, bei der sich
ein Signal-/Rauschverhiltnis von 10 ergibt, als Quantifizierungsgrenze fiir die betreffende Methode angenommen
werden. Entsprechend sollten eine geeignete Methode zur Extraktion und zur Vorkonzentration ausgewdahlt und
Verfahren fiir die analytische Wiederfindung spezifiziert werden. Der Vorkonzentrationsfaktor ist so auszuwiah-
len, dass sich bei der Analyse ein Signal der geforderten Stirke ergibt.

27. Ausgehend von den Parametern der Analysemethode und von den erwarteten Konzentrationen wird die Pro-
bengrofe bestimmt, die fiir eine genaue Bestimmung der Konzentration der jeweiligen Verbindung ungefihr
erforderlich ist. Wasserproben, die so klein sind, dass kein hinreichendes Analysesignal festgestellt werden kann,
sollten nicht verwendet werden. Ebenso sollte die Verwendung zu grofler Wasserproben vermieden werden, weil
ansonsten moglicherweise zu wenig Wasser fiir die erforderlichen Analysen (n = 5) verbleibt. In Anlage 1 wird
das Proben-Mindestvolumen abhingig vom Gefillvolumen, von der Nachweisgrenze der Priifsubstanz und von
der Loslichkeit der Priifsubstanz angegeben.

28. Die Quantifizierung der Priifsubstanzen erfolgt durch den Vergleich mit Kalibrierungskurven der entsprechenden
Verbindung. Die Konzentrationen in den analysierten Proben miissen innerhalb der Bandbreite der Standard-
konzentrationen liegen.

29. Bei Priifsubstanzen mit log Poy-Werten iiber 6 muss der Wasserprobe vor der Extraktion ein Surrogatstandard
zugesetzt werden, um die bei der Extraktion und bei der Vorkonzentration der Wasserprobe auftretenden
Verluste zu erfassen. Fiir exakte Wiederfindungskorrekturen miissen die Surrogate Merkmale aufweisen, die
denen der Priffsubstanz moglichst dhnlich sind oder vollstindig mit deren Merkmalen iibereinstimmen. Dazu
werden vorzugsweise mit einem (stabilen) Isotop markierte, den Priifsubstanzen analoge Verbindungen verwen-
det (z. B. deuterierte oder mit >C markierte Verbindungen). Wenn mit einem stabilen Isotop (d. h. mit 13C oder
2H) markierte Verbindungen nicht verwendet werden kénnen, sollte anhand zuverlissiger Daten in der Fach-
literatur nachgewiesen werden, dass die physikalisch-chemischen Merkmale der Surrogate den Merkmalen der
Priifsubstanzen sehr nahekommen. Bei der Fliissig-fliissig-Extraktion der wissrigen Phase konnen Emulsionen
entstehen. Diese Emulsionen konnen durch die Zugabe von Salz und Ausfillen der Emulsion iiber Nacht
verringert werden. Die Methoden zur Extraktion und zur Vorkonzentration der Proben sind zu protokollieren.

30. Aus der 1-Octanol-Phase gezogene Proben konnen vor der Analyse erforderlichenfalls mit einem geeigneten
Losungsmittel verdiinnt werden. Die Verwendung von Surrogatstandards zur Wiederfindungskorrektur wird fur
Substanzen empfohlen, bei denen in Wiederfindungspriifungen starke Schwankungen zu verzeichnen waren
(relative Standardabweichung > 10 %).

31. Die Analysemethode ist detailliert zu protokollieren. Zu erfassen sind unter anderem die Extraktionsmethode,
Vorkonzentrations- und Verdiinnungsfaktoren, Gerdteparameter, die Kalibrierungsroutine, der Kalibrierungs-
bereich, Angaben zur analytischen Wiederfindung der Priifsubstanzen aus dem Wasser, Zugaben von Surrogat-
standards zur Wiederfindungskorrektur, Blindwerte, Nachweisgrenzen und Quantifizierungsgrenzen.

Durchfiihrung der Priifung
Optimale 1-Octanol-/Wasser-Verhiltnisse

32. Bei der Auswahl der Volumina von Wasser und 1-Octanol sollten die folgenden Punkte beriicksichtigt werden:
die Quantifizierungsgrenze (LOQ) in 1-Octanol und Wasser, die Vorkonzentrationsfaktoren der Wasserproben,
das Volumen der aus 1-Octanol und aus Wasser genommenen Proben und die zu erwartenden Konzentrationen.
Aus durchfihrungspraktischen Griinden sollte das 1-Octanol-Volumen bei dem System zur Priifung unter lang-
samem Riihren so gewihlt werden, dass die 1-Octanol-Schicht hinreichend stark (> 0,5 cm) ist, damit die Proben
ohne Beeintrachtigung aus der 1-Octanol-Phase entnommen werden konnen.

33. Typische Phasenverhiltnisse fiir die Bestimmung von Verbindungen mit log Pgy-Werten von mindestens 4,5
sind 20 bis 50 ml 1-Octanol und 950 bis 980 ml Wasser in einem 1-l-Gefifs.

Priifbedingungen
34. Wihrend der Priifung wird das Reaktionsgefdfl mit einem Thermostaten so geregelt, dass die Temperaturschwan-

kungen unter 1 °C liegen. Die Untersuchung sollte bei einer Temperatur von 25 °C durchgefiihrt werden.

35. Das Priifsystem sollte vor Tageslichteinfall geschiitzt werden, indem die Priifungen entweder im Dunkeln durch-
gefiihrt werden oder das Reaktionsgefdfl mit einer Aluminiumfolie bedeckt wird.

36. Auflerdem sollte die Priifung in (moglichst) staubfreier Umgebung erfolgen.

37. Das 1-Octanol-Wasser-System wird gerithrt, bis das erforderliche Gleichgewicht hergestellt ist. In einem Pilottest
unter langsamem Rithren bei regelmifSiger Entnahme von Proben aus der wissrigen Phase und aus der 1-
Octanol-Phase wird die Zeitspanne bis zur Herstellung des Gleichgewichts ermittelt. Zwischen den verschiedenen
Probenahmen sollten jeweils mindestens 5 Stunden liegen.

38. Die Poy-Werte sind in mindestens drei unabhingig voneinander durchzufithrenden Priffungen unter langsamem
Rithren zu bestimmen.
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Bestimmung der zur Herstellung des Gleichgewichts erforderlichen Zeitspanne

Es wird angenommen, dass das Gleichgewicht dann erreicht ist, wenn das Konzentrationsverhltnis fiir 1-Octanol
und Wasser in einem Zeitraum mit vier Messzeitpunkten bei einem p-Wert von 0,05 so weit zuriickgegangen ist,
dass der Endwert nicht mehr signifikant von 0 abweicht. Die Zeitspanne zur Herstellung des Gleichgewichts
betrigt mindestens einen Tag. Erst dann kann mit der Probenahme begonnen werden. Als Faustregel kann davon
ausgegangen werden, dass bei Substanzen, bei denen log Pqyy auf unter 5 geschitzt wird, die Probenahme am
zweiten und am dritten Tag erfolgen kann. Bei stirker hydrophoben Verbindungen dauert die Herstellung des
Gleichgewichts unter Umstidnden linger. Bei einer Verbindung mit log Poyw 8,23 (Decachlorbiphenyl) wurde das
Gleichgewicht nach 144 Stunden erreicht. Ob das Gleichgewicht hergestellt ist, wird anhand mehrfacher Pro-
benahmen aus einem einzigen Gefif beurteilt.

Beginn der Priifung

Zu Beginn der Priifung wird das Reaktionsgefilf Wasser befullt, das mit 1-Octanol gesittigt wurde. Dabei sollte
geniigend Zeit zum Erreichen der thermostatgeregelten Temperatur gelassen werden.

Die gewiinschte Menge der Priifsubstanz (im erforderlichen Volumen des mit Wasser gesittigten 1-Octanol) wird
vorsichtig in das Reaktionsgefidfl gegeben. Dies ist ein entscheidender Schritt bei der Priifung, da bei der
Mischung der beiden Phasen Verwirbelungen vermieden werden miissen. Dazu kann die 1-Octanol-Phase lang-
sam mit einer Pipette dicht iiber der Wasseroberfliche gegen die Wand des Priifgefifles getropft werden. Die 1-
Octanol-Phase fliefit dann an der Glaswand hinab und bildet einen Film auf der wissrigen Phase. Eine direkte
Dekantierung von 1-Octanol in den Kolben sollte in jedem Fall vermieden werden; unter keinen Umstinden
sollten 1-Octanol-Tropfen direkt auf die Wasseroberfliche fallen.

Nach dem Beginn des Riihrvorgangs sollte die Rithrgeschwindigkeit langsam gesteigert werden. Wenn die Riihr-
motoren nicht in geeigneter Weise eingestellt werden konnen, sollte der Einsatz eines Transformators in Er-
wigung gezogen werden. Die Rithrgeschwindigkeit sollte so eingestellt werden, dass am Ubergang zwischen
Wasser und 1-Octanol ein Wirbel mit einer Tiefe von 0,5 cm bis hochstens 2,5 cm entsteht. Die Rithrgeschwin-
digkeit ist zu verringern, wenn der Wirbel tiefer als 2,5 cm wird; andernfalls kénnen 1-Octanol-Mikrotropfchen
in der wissrigen Phase entstehen und dazu fithren, dass die Konzentration der Priifsubstanz im Wasser iiber-
schitzt wird. Die Rithrgeschwindigkeit, bei der ein Wirbel mit einer Tiefe von hochstens 2,5 cm entsteht, wird
ausgehend von den Ergebnissen der Ringtest-Validierungsstudie empfohlen (5). Diese Rithrgeschwindigkeit ge-
wihrleistet einen Kompromiss zwischen der moglichst raschen Herstellung des erforderlichen Gleichgewichts und
der Vermeidung von 1-Octanol-Mikrotropfchen.

Probenahme und Behandlung der Proben

Vor der Probenahme sollte der Rithrmotor ausgeschaltet und gewartet werden, bis die Fliissigkeiten zur Ruhe
gekommen sind. Nach der Probenahme wird der Rithrmotor bei geringer Rithrgeschwindigkeit wieder einge-
schaltet und die Rithrgeschwindigkeit wie oben beschrieben langsam gesteigert.

Die Probenahme aus der wissrigen Phase erfolgt aus einem Absperrhahn unten am Reaktionsgefafs. Dabei ist das
Totvolumen des im Hahn enthaltenen Wassers (in dem in Anlage 2 abgebildeten Gefifs etwa 5 ml) zu verwerfen.
Das im Hahn enthaltene Wasser wurde nicht umgeriihrt und befindet sich daher nicht im Gleichgewicht mit der
tibrigen Fliissigkeit. Das Volumen der Wasserproben wird protokolliert; aulerdem ist die Menge der im ver-
worfenen Wasservolumen enthaltenen Priifsubstanz bei der Berechnung der Massenbilanz zu beriicksichtigen.
Verdampfungsverluste sollten vermieden werden; dazu sollte dem Wasser Gelegenheit gegeben werden, ruhig in
den Abscheidetrichter abzufliefen, damit die Wasser-1-Octanol-Schicht nicht gestort wird.

Die Probenahme aus der 1-Octanol-Phase erfolgt, indem eine kleine Aliquote (ca. 100 pl) mit einer 100-
Mikroliter-Glas-Metall-Spritze aus der 1-Octanol-Schicht gezogen wird. Dabei ist darauf zu achten, dass der
Ubergangsbereich nicht berithrt wird. AnschlieBend wird das Volumen der als Probe entnommenen Fliissigkeit
protokolliert. Eine kleine Aliquote ist ausreichend, da die 1-Octanol-Probe verdiinnt wird.

Bei der Handhabung der Proben sollten unnétige Ubertragungsschritte vermieden werden. Daher sollte das
Probenvolumen gravimetrisch bestimmt werden. Bei Wasserproben kann dies geschehen, indem die Wasser-
proben in einem Abscheidetrichter gesammelt werden, der bereits die erforderliche Losungsmittelmenge erhalt.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Bei der hier beschriebenen Priifmethode wird Pqy, aufgrund von drei Priifungen der zu untersuchenden Ver-
bindung (drei Priifeinheiten) unter langsamem Rithren bestimmt; dabei miissen jeweils identische Bedingungen
gegeben sein. Die zum Nachweis des hergestellten Gleichgewichts vorgenommene Regression sollte auf den
Ergebnissen von mindestens vier Co/Cy-Werten zu aufeinanderfolgenden Zeitpunkten beruhen. Anhand dieser
Ergebnisse kann eine Varianz als Maf§ fur die Unsicherheit des pro Priifeinheit ermittelten Durchschnittswerts
berechnet werden.

Pow kann iiber die Varianz der in den einzelnen Priifeinheiten ermittelten Daten beschrieben werden. Aufgrund
dieser Information wird Pgy, ndmlich als gewichteter Durchschnitt der Ergebnisse der einzelnen Priifeinheiten
berechnet. Dazu wird der Kehrwert der Varianz der Ergebnisse der Priifeinheiten als Gewichtung angenommen.
Dies hat zur Folge, dass sich Daten mit grofen Schwankungen (ausgedriickt in einer hohen Varianz) und
entsprechend geringerer Zuverlissigkeit weniger auf das Ergebnis auswirken als Daten mit niedriger Varianz.
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In entsprechender Weise wird die gewichtete Standardabweichung berechnet. Die Standardabweichung beschreibt
die Wiederholbarkeit der Pqy-Messung. Eine niedrige gewichtete Standardabweichung ist Ausdruck einer sehr
hohen Wiederholbarkeit der Pqy-Bestimmung in ein und demselben Labor. Im Folgenden wird die formale
statistische Behandlung der Daten beschrieben.

Auswertung der Ergebnisse
Nachweis der Herstellung des Gleichgewichts

Fiir jeden Probenahmezeitpunkt wird der Logarithmus des Verhiltnisses der Konzentration der Priifsubstanz in 1-
Octanol und Wasser (log (Co/Cyy)) berechnet. Die Herstellung des chemischen Gleichgewichts wird nachgewie-
sen, indem dieses Verhiltnis bezogen auf die betreffende Zeit dargestellt wird. Ein Plateau in der aus Messungen
zu mindestens vier aufeinanderfolgenden Zeitpunkten erstellten Kurve zeigt, dass ein Gleichgewicht erreicht und
die Verbindung tatsichlich in 1-Octanol gelost ist. Andernfalls sind die Priifungen fortzusetzen, bis sich aus den
Werten von vier aufeinanderfolgenden Zeitpunkten eine Kurve ergibt, deren Steigung sich bei einem p-Wert von
0,05 nicht mehr signifikant von null unterscheidet, und die entsprechend zeigt, dass log C/Cy, nicht mehr
zeitabhdngig ist.

Berechnung von Log Py,

Log Poyw der Versuchseinheit wird als gewichteter Durchschnitt von log C,/C,, fir den Teil der Kurve zur
Darstellung des Verhéltnisses von log C,/C,, zur Zeitspanne berechnet, in dem das Gleichgewicht nachgewiesen
wurde. Zur Berechnung des gewichteten Durchschnitts werden die Daten mit dem Kehrwert der Varianz so
berechnet, dass der Einfluss der Daten auf das Endergebnis umgekehrt proportional zur Unsicherheit der Daten
ist.

Durchschnittlicher Wert fiir log Poy

Der durchschnittliche Wert fiir log Pgy bei verschiedenen Versuchseinheiten wird als Durchschnitt der Ergeb-
nisse der einzelnen mit der jeweiligen Varianz gewichteten Versuchseinheiten berechnet.

Die Berechnung erfolgt nach der nachstehenden Formel:

Log Poway = (Ew; x log Pow,) * (Ewy) ™"
Dabei ist
Log Poy,; = log Pow der jeweiligen Versuchseinheit i,

log Pow Ay = gewichteter Durchschnitt der jeweils ermittelten Werte fiir log Py,

W,

f statistische Gewichtung von log Pqy der Versuchseinheit i.

Der Kehrwert der Varianz von log Pgy,; wird als w; eingesetzt (w; = var(log Pow,) ™).
Der Fehler des Durchschnitts von log Poy wird geschitzt als die in den einzelnen Versuchseinheiten wihrend
der Gleichgewichtsphase ermittelte Wiederholbarkeit von log C/Cyy und als gewichtete Standardabweichung von

log Pow Ay (O1og pow,av) ausgedriickt, die wiederum ein Maf8 fiir den mit log Pqy 4, verbundenen Fehler ist. Die
gewichtete Standardabweichung kann wie folgt aus der gewichteten Varianz (varjo, pow,ay) berechnet werden:

Valigg powav = (EW; X (log Pow; — log Poway)?) X Ew; x (n — 1))

_ 0,5
Glog Pow,Av — (Varlog Pow,Av )
Dabei steht n fiir die Anzahl der Versuchseinheiten.

Priifbericht

Der Priifbericht sollte folgende Informationen enthalten:

Priifsubstanz:

— Handelsname (Common name), chemischer Name, CAS-Nummer, Strukturformel (mit Angabe der Lage der
Markierung bei Verwendung radioaktiv markierten Materials) und relevante physikalisch-chemische Eigen-
schaften (siche Nummer 17),

— Reinheit (Verunreinigungen) der Priifsubstanz,

— Reinheit der Markierung von markierten Chemikalien und molare Aktivitit (soweit zutreffend),

— vorldufige Schitzung von log Pny sowie Methode zur Ableitung des Wertes.
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Priifbedingungen:

— Daten der Durchfithrung der Untersuchungen,

— Temperatur wihrend der Prifung,

— Volumina an 1-Octanol und Wasser bei Beginn der Priifung,

— Volumina der entnommenen 1-Octanol- und Wasserproben,

— in den Priifgefifien verbliebene Volumina an 1-Octanol und Wasser,

— Beschreibung der Priifgefifie und der Rithrbedingungen (Geometrie von Riithrstab und Priifgefiff, Wirbeltiefe
in mm und — wenn bekannt — Rithrgeschwindigkeit),

— Analysemethoden zur Bestimmung der Priifsubstanz und Methode zur Bestimmung der Quantifizierungs-
grenze,

— Probenahmezeiten,

— pH-Wert der wissrigen Phase und verwendete Pufferlosungen, wenn der pH-Wert unter Beriicksichtigung der
ionisierbaren Molekiile korrigiert wurde,

— Anzahl der Wiederholungen.

Ergebnisse:

— Wiederholbarkeit und Empfindlichkeit der verwendeten Analysemethoden,

— bestimmte Konzentrationen der Priifsubstanz in 1-Octanol und in Wasser abhingig von der Zeit,
— Berechnung der Massenbilanz,

— Temperatur und Standardabweichung oder Temperaturbereich wihrend der Priifung,

— zeitabhingige Regression des Konzentrationsverhéltnisses,

— durchschnittlicher Wert log Poyw 4, und Standardfehler,

— Diskussion und Auswertung der Ergebnisse,

— beispielhafte Rohdaten reprisentativer Analysen (simtliche Rohdaten sind gemifS den GLP-Standards zu
speichern); u. a. Daten zur Wiederfindung von Surrogaten, Anzahl der bei der Kalibrierung verwendeten
Konzentrationen (sowie Kriterien fiir den Korrelationskoeffizienten der Kalibrierungskurve) und Ergebnisse
der Qualitdtssicherung/Qualititskontrolle (QA/QC),

— wenn verfiigbar: Validierungsbericht zum Untersuchungsverfahren (im Literaturverzeichnis anzugeben).
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Anlage 1

Tabelle zur Berechnung der fiir den Nachweis von priifsubstanzen mit unterschiedlichen logP,w-Werten in der
wissrigen Phase mindestens erforderlichen Volumina

Voraussetzungen:
— Maximales Volumen der einzelnen Aliquoten = 10 % des Gesamtvolumens; 5 Aliquoten = 50 % des Gesamtvolumens.

— Konzentration der Priifsubstanzen = 0,7 x Loslichkeit in beiden Phasen; bei niedrigeren Konzentrationen sind grofiere
Volumina erforderlich.

— Zur Bestimmung der Nachweisgrenze verwendetes Volumen = 100 ml.

— log Pow vs. Log Sy und log Poyw vs. SR (Socr/Sw) sind sinnvolle Darstellungen der Beziehungen zwischen den
Priifsubstanzen.

Geschdtzter Wert fiir S,

log Py, Formel log S, S, (mg])
4 (90,922 x log Py, + 4,184 0,496 3,133E+00
45 (90,922 x log Py, + 4,184 0,035 1,084E+00
5 (0,922 x log Py, + 4,184 - 0,426 3,750E-01
5,5 (90,922 x log Py, + 4,184 -0,887 1,297E-01
6 (90,922 x log Py, + 4,184 ~1,348 4,487E-02
6,5 (0,922 x log Py, + 4,184 -1,809 1,552E-02
7 (10,922 x log Py, + 4,184 -2,270 5,370E-03
7,5 (90,922 x log Py, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (90,922 x log Py, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Geschdtzter Wert fiir S,

log Py Formel Soet (mg/D
4 log P,, = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
4,5 log P,, = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log P, = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
5,5 log P,, = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log P,, = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6,5 log P,, = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log P,, = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7,5 log P,, = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log P,, = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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oo g sgwense | Ve | S | o | S
1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 5263 16 0,0110 0,0116 5790 115 807
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9 486 5263158 0,0018 0,0019 9486 189713

Berechnung der Volumina

Erforderliches Mindestvolumen der H,0-Phase bei den verschiedenen LOD-Konzentrationen

log Koy, LOD (ugfl)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 5,73 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34950
7 8,64 86,35 864 8635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Volumen fiir Nachweis- 0,1
grenze LOD (])
Erlauterungen
<10 % des Gesamtvolumens der wissrigen Phase, 1--Ausgleichsgefif.
<10 % des Gesamtvolumens der wissrigen Phase, 2-l-Ausgleichsgefif.
<10 % des Gesamtvolumens der wassrigen Phase, 5-1-Ausgleichsgefafi.
<10 % des Gesamtvolumens der wissrigen Phase, 10-1-Ausgleichsgefafi.
Mehr als 10 % des Volumens eines 10-l-Ausgleichsgefifes.
Ubersicht iiber die benotigten Volumina abhiingig von der Wasserloslichkeit und von log Pgw
Erforderliches Mindestvolumen der H,O-Phase bei den verschiedenen LOD-Konzentrationen (ml)
log P, S, (mg/) LOD (ugfl)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86
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log P, S, (mg/l) LOD (ug/)— 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4,5 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 4,35 43,45 434,51 4 345,05
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1 856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 7,43 74,27 742,72 7 427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 2 539,18 25 391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21 702,46
0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50
0,003 15,46 154,58 1 545,77 15 457,70 154 577,01
0,0015 23,19 231,87 2 318,66 23 186,55 231 865,51
0,001 46,37 463,73 4 637,31 46 373,10 463 731,03
7,5 0,002 19,82 198,18 1981,77 19 817,73 198 177,33
0,001 39,64 396,35 3963,55 39 635,47 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 7 927,09 79 270,93 792 709,32
0,00025 158,54 | 1 585,42 | 15 854,19 158 541,86 1585 418,63
8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72
0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44
0,00025 135,51 | 1355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 271 014,18 2710 141,77
Volumen fir Nachweis- 0,1

grenze LOD ()
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Anlage 2

Beispiel eines Priifgefifles mit Glasmantel zur Bestimmung von Pgy, unter langsamem Riihren

e OET

3. Das Kapitel B.2 erhilt folgende Fassung:

,B.2 AKUTE INHALATIONSTOXIZITAT

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 403 (2009) (1). Die urspriingliche Priifrichtlinie 403 (TG
403) zur akuten Inhalation wurde 1981 angenommen. Diese iiberarbeitete Priifmethode B.2 (die der iiber-
arbeiteten TG 403 entspricht) ist dazu ausgelegt, mehr Flexibilitit zu bieten, die Verwendung von Versuchstieren
zu reduzieren und die Regulierungsanforderungen zu erfiillen. Die iiberarbeitete Priifmethode umfasst zwei Arten
von Versuchen: ein traditionelles LCso-Protokoll und ein Konzentration-x-Zeit-Protokoll (¢ x t). Die Haupt-
merkmale dieser Priifmethode sind die Mdglichkeit, eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung aufzustellen, die
von nichtletalen zu letalen Ergebnissen reicht, um eine mittlere letale Konzentration (LCsg), eine nichtletale
Schwellenkonzentration (z. B. LCy;) und die Steigung der Kurve zu bestimmen und eine eventuelle geschlechts-
spezifische Empfindlichkeit festzustellen. Das c-x-t-Protokoll sollte angewendet werden, wenn wegen einer spezi-
fischen Regelung oder aus wissenschaftlicher Notwendigkeit eine Priifung von Tieren iiber unterschiedliche
Zeitraume erforderlich ist, z. B. fiir Zwecke der Notfallplanung [z. B. zur Ableitung von Storfallbeurteilungs-
werten (Acute Exposure Guideline Levels — AEGL, Emergency Response Planning Guidelines — ERPG oder
Acute Exposure Threshold Levels — AETL)] oder fiir die Flichennutzungsplanung.

2. Eine Anleitung fiir die Durchfithrung und Auswertung dieser Priifmethoden ist im Guidance Document on Acute
Inhalation Toxicity Testing (GD 39 (2)) enthalten.

3. Die im Zusammenhang mit dieser Priifmethode verwendeten Begriffe werden am Ende dieses Kapitels und im
GD 39 (2) definiert.

4. Diese Priifmethode erméglicht die Charakterisierung von Priifsubstanzen und eine quantitative Risikobewertung
und sie erlaubt die Einstufung von Priifsubstanzen nach der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (3). Das GD 39 (2)
enthilt Hinweise zur Auswahl der geeigneten Priifmethode fur akute Priifungen. Wenn nur Informationen iiber
die Einstufung und Kennzeichnung benétigt werden, wird im Allgemeinen Kapitel B.52 dieses Anhangs (4)
empfohlen [siche GD 39 (2)]. Diese Priifmethode B.2 ist nicht speziell fiir die Priifung von Spezialmaterialien
wie schwer 16slichen isometrischen oder Fasermaterialien oder hergestellten Nanomaterialien bestimmt.
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AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Bevor Versuche nach dieser Priifmethode in Betracht gezogen werden, sollte das Priiflabor alle verfiigbaren
Informationen iiber die Priifsubstanz, einschlieSlich bereits vorliegender Studien (z. B. Kapitel B.52 dieses An-
hangs (4)), deren Ergebnisse darauf hindeuten, dass auf weitere Versuche verzichtet werden kann, auswerten,
damit moglichst wenig Tiere verwendet werden. Fiir die Auswahl der in Bezug auf Art, Stamm und Geschlecht
am besten geeigneten Tiere sowie der geeigneten Expositionsart und Priifkonzentrationen sollten u. a. Informa-
tionen wie die Identitét, die chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz,
Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitdtspriifungen, vorgesehene Verwendungen und die Moglichkeit
der Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten und toxikologische Daten iiber strukturverwandte Substanzen
herangezogen werden [siche GD 39 (2)].

Die Priffung hautitzender undfoder reizender Priifsubstanzen in Konzentrationen, die voraussichtlich starke
Schmerzen undfoder Qualen verursachen, sollte soweit wie moglich vermieden werden. Die hautdtzenden/rei-
zenden Eigenschaften sollten von Fachleuten auf der Grundlage von Erfahrungswerten bei Mensch und Tier (z. B.
Studien mit wiederholter Verabreichung in nicht hautitzenden/reizenden Konzentrationen), vorliegenden In-
vitro-Daten (z. B. aus den Kapiteln B.40 (5), B.40bis (6) dieses Anhangs oder OECD TG 435 (7)), den pH-
Werten sowie Informationen iiber dhnliche Substanzen oder anderen sachdienlichen Daten beurteilt werden,
damit untersucht werden kann, ob auf weitere Versuche verzichtet werden kann. Bei spezifischen Regulierungs-
anforderungen (z. B. fiir Zwecke der Notfallplanung) kann diese Priifmethode verwendet werden, um Tiere diesen
Stoffen auszusetzen, weil die Methode dem Studienleiter oder Hauptpriifer die Kontrolle iiber die Auswahl der
Zielkonzentrationen gibt. Die Zielkonzentrationen sollten jedoch keine schwerwiegenden reizenden/hautitzenden
Wirkungen hervorrufen; sie sollten aber ausreichen, um die Konzentrations-Wirkungs-Kurve so zu erweitern,
dass das regulatorische und wissenschaftliche Ziel der Priifung erreicht wird. Diese Konzentrationen sollten von
Fall zu Fall ausgewihlt werden; die Wahl der Konzentration ist zu begriinden [siche GD 39 (2)].

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Diese iiberarbeitete Priifmethode B.2 wurde entwickelt, um ausreichende Informationen iiber die akute Toxizitit
einer Priifsubstanz zu gewinnen, damit sie eingestuft werden kann, und um Letalitdtsdaten (z. B. LC5q, LC; und
Steigung) fuir eines oder beide Geschlechter zu erhalten, die fiir quantitative Risikobewertungen benétigt werden.
Die Priifmethode umfasst zwei Methoden. Bei der ersten Methode handelt es sich um ein traditionelles Protokoll,
bei dem Gruppen von Tieren fiir eine im Voraus festgelegte Dauer von iiblicherweise 4 Stunden einer Grenz-
konzentration (Limit-Test) oder schrittweise einer Reihe von Konzentrationen ausgesetzt werden. Fiir spezifische
Regulierungszwecke sind andere Expositionszeiten moglich. Die zweite Methode ist ein Protokoll (¢ x t), bei dem
Gruppen von Tieren iiber mehrere unterschiedliche Zeitrdume einer Konzentration (Grenzkonzentration) oder
einer Reihe unterschiedlicher Konzentrationen ausgesetzt werden.

Moribunde Tiere oder Tiere, die offensichtlich unter Schmerzen leiden oder Anzeichen von schwerem und
anhaltendem Leiden zeigen, sollten auf humane Weise getotet werden und sind bei der Auswertung der Test-
ergebnisse auf die gleiche Weise zu werten wie wihrend des Tests gestorbene Tiere. Kriterien fiir die Ent-
scheidung, moribunde oder schwer leidende Tiere zu toten, sowie Hinweise zur Erkennung des absehbaren
oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand des OECD Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints (8).

BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen zu verwenden. Bevorzugtes
Versuchstier ist die Ratte. Die Verwendung anderer Tierarten ist zu begriinden.

Vorbereitung der Tiere

Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch momentan trachtig sein. Am Tag der Exposition
sollten die jungen, adulten Tiere 8 bis 12 Wochen alt sein; ihr Korpergewicht sollte innerhalb von + 20 % des
mittleren Gewichts fiir jedes Geschlecht aller zuvor exponierten Tiere desselben Alters liegen. Die Tiere werden
nach Zufallskriterien ausgewahlt, zur individuellen Identifizierung markiert und vor Beginn der Priifung fiir einen
Zeitraum von mindestens fiinf Tagen in ihren Kifigen an die Laborbedingungen gewohnt. Die Tiere sollten auch
fur einen kurzen Zeitraum vor der Priifung an die Versuchsapparatur gewohnt werden, da dies den Stress durch
die Umsetzung in eine neue Umgebung verringert.

Tierhaltung

Die Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchstiere gehalten werden, sollte 22 + 3 °C betragen. Die relative
Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall zwischen 30 und 70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als Vehikel kénnte
dies jedoch unmaglich sein. Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen nach Geschlecht
und Konzentration in Kifigen gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro Kifig noch eine genaue
Beobachtung der einzelnen Tiere ermdglichen muss und Verluste aufgrund von Kannibalismus oder Kimpfen
minimiert werden sollten. Wenn die Tiere der Priifsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden sollen, miissen
sie moglicherweise an die Restrainer gewohnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere weder korperlich noch in
Bezug auf Wirme oder Fixierung iibermifSig beeintrachtigen. Die Fixierung kann physiologische Endpunkte wie
Korpertemperatur (Hyperthermie) und/oder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn generische Daten
zeigen, dass keine derartigen Verinderungen in nennenswertem Ausmafl vorkommen, ist eine Eingewohnung
an die Restrainer nicht erforderlich. Bei der Ganzkorperexposition gegen ein Aerosol sollten die Tiere wihrend
der Exposition einzeln untergebracht sein, damit sie die Priifsubstanz nicht durch das Fell ihrer Kifiggenossen
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filtriert einatmen. Aufer wihrend der Exposition kann herkommliches und zertifiziertes Labortierfutter ver-
wendet werden bei uneingeschrankter Versorgung mit Trinkwasser. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und
die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln.

Inhalationskammern

12. Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Priifsubstanz und das Ziel der Priifung zu beriick-
sichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die ,Nose-only-Exposition (dieser Begriff umfasst ,nur Kopf, ,nur Nase’
oder ,nur Schnauze’). Fiir die Untersuchung von Fliissigkeits- oder Feststoffaerosolen und fiir Dimpfe, die zu
Aerosolen kondensieren konnen, wird im Allgemeinen die ,Nose-only-Exposition bevorzugt. Besondere Ziele der
Untersuchung konnen moglicherweise mit einer Ganzkorperexposition besser erreicht werden, doch dies sollte
im Priifbericht begriindet werden. Um bei Verwendung einer Ganzkorperkammer die Stabilitdt der Atmosphére
sicherzustellen, sollte das Gesamtvolumen der Versuchstiere 5 % des Volumens der Kammer nicht iibersteigen.
Die Prinzipien der Nose-only- und der Ganzkoérperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und Nachteile sind in
GD 39 (2) beschrieben.

EXPOSITIONSBEDINGUNGEN
Verabreichung der Konzentrationen

13. Nose-only*-Expositionen konnen bei Ratten bis zu 6 Stunden dauern. Bei Mausen sollten ,Nose-only*-Expositio-
nen im Allgemeinen 4 Stunden nicht iiberschreiten. Wenn Studien mit lingerer Expositionsdauer erforderlich
sind, ist dies zu begriinden [siche GD 39 (2)]. Bei Ganzkorperexpositionen gegen Aerosole sollten die Tiere
einzeln untergebracht sein, um eine Aufnahme der Priifsubstanz durch das Putzen von Kifiggenossen zu ver-
hindern. Wahrend der Exposition sollte kein Futter verabreicht werden. Wasser kann wihrend einer Ganzkorper-
exposition angeboten werden.

14. Die Tiere werden der Priifsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer Kombination dieser Formen
ausgesetzt. Der zu priiffende Aggregatzustand hingt von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priif-
substanz, der gewidhlten Konzentration und/oder der physikalischen Form ab, in der die Priifsubstanz bei der
Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und chemisch reaktive Priifsub-
stanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit gepriift werden. Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosions-
fahigen Konzentrationen erzeugt werden.

Partikelgroflenverteilung

15. Bei allen Aerosolen und bei Dimpfen, die zu Aerosolen kondensieren konnen, sollte die Partikelgroe bestimmt
werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der Priifsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere
aerodynamische Massendurchmesser (Mass Median Aerodynamic Diameter — MMAD) von 1 bis 4 pm mit einer
geometrischen Standardabweichung (o,) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (2) (9) (10). Wenngleich nach Méglichkeit
versucht werden sollte, diese Werte zu erreichen, ist Fachwissen erforderlich, falls sie nicht erzielt werden
konnen. Metalldimpfe konnen z. B. unter diesen Werten liegen, und geladene Partikel, Fasern und hygroskopi-
sche Stoffe (die sich in der feuchten Umgebung der Atemwege ausdehnen) konnen diese Werte iiberschreiten.

Vorbereitung der Priifsubstanz in einem Vehikel

16. Um die gewiinschte Konzentration und Partikelgrofle der Priifsubstanz in der Atmosphire herzustellen, kann ein
Vehikel verwendet werden. Hierbei ist in der Regel Wasser zu bevorzugen. Partikel konnen durch mechanische
Prozesse auf die erforderliche Partikelgrofenverteilung gebracht werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die
Priifsubstanz nicht zersetzt oder verindert wird. Wenn angenommen wird, dass die Zusammensetzung der
Priifsubstanz durch mechanische Prozesse verindert wurde (z. B. hohe Temperaturen aufgrund von Reibung
durch tibermifSiges Mahlen), sollte die Zusammensetzung der Priifsubstanz analytisch tiberpriift werden. Es ist
darauf zu achten, dass die Priifsubstanz nicht kontaminiert wird. Nicht briichige Granulate, die speziell so
formuliert sind, dass sie nicht eingeatmet werden konnen, brauchen nicht gepriift zu werden. Mit einem
Abriebtest sollte nachgewiesen werden, dass beim Umgang mit dem Granulat keine lungengingigen Partikel
entstehen. Entstehen bei einem Abriebtest lungengingige Partikel, so sollte eine Inhalationstoxizititspriifung
durchgefithrt werden.

Kontrolltiere

17. Eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrollgruppe ist nicht erforderlich. Wenn zur Erzeugung der Priifatmosphare
ein anderes Vehikel als Wasser verwendet wird, sollte nur dann eine Vehikelkontrollgruppe verwendet werden,
wenn keine historischen Daten iiber Inhalationstoxizitit vorliegen. Ergibt eine Toxizititsstudie einer in einem
Vehikel formulierten Priifsubstanz, dass keine Toxizitit vorliegt, ist das Vehikel folglich in der gepriiften Kon-
zentration nicht toxisch. Daher ist keine Vehikelkontrolle erforderlich.

UBERWACHUNG DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN

Luftstrom in der Inhalationskammer

18. Der Luftstrom durch die Kammer sollte wihrend jeder Exposition sorgfiltig geregelt, kontinuierlich iiberwacht
und mindestens stiindlich protokolliert werden. Die Uberwachung der Konzentration (oder Stabilitit) der Priif-
atmosphdre ist eine integrale Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die Moglichkeit, alle
relevanten dynamischen Parameter der Erzeugung der Priifatmosphdre zu messen. Es sollte besonders darauf
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geachtet werden, das erneute Einatmen in Nose-only-Expositionskammern zu vermeiden, wenn die Luftstro-
mung durch das Expositionssystem nicht ausreicht, um eine dynamische Stromung der Priifsubstanzatmosphire
zu erreichen. Es gibt festgelegte Methoden, mit denen nachgewiesen werden kann, dass es unter den gewihlten
Bedingungen nicht zu erneutem Einatmen kommt (2) (11). Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 19 %
betragen, und die Kohlendioxidkonzentration sollte 1 % nicht iiberschreiten. Gibt es Grund zu der Annahme,
dass diese Werte nicht eingehalten werden konnen, sind die Sauerstoff- und die Kohlendioxidkonzentrationen zu
messen.

Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in der Inhalationskammer

Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 * 3 °C betragen. Sowohl bei der Nose-only* als auch bei der
Ganzkorperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit im Atembereich der Tiere fir Zeitrdiume von bis zu 4
Stunden mindestens dreimal und fiir kiirzere Zeitrdume stiindlich iiberwacht und dokumentiert werden. Die
relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch moglicherweise nicht
erreichbar ist (z. B. bei der Priifung von wasserbasierten Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit
der Priifmethode nicht gemessen werden kann.

Priifsubstanz: nominale Konzentration

Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte moglichst berechnet und protokolliert werden. Die
nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten Priifsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch
das Kammersystem geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet; vielmehr
gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsichlichen Konzentration Aufschluss iiber die
Effizienz des Priifsystems bei der Erzeugung der Priifkonzentration und kann daher fir die Aufdeckung von
Problemen bei dieser Erzeugung verwendet werden.

Priifsubstanz: tatsichliche Konzentration

Die tatsichliche Konzentration ist die Konzentration der Priifsubstanz im Atembereich der Tiere in einer
Inhalationskammer. Die tatsichlichen Konzentrationen konnen durch spezifische Methoden (z. B. direkte Pro-
benahme, adsorptive Methoden oder chemische Reaktionsverfahren mit anschlieender analytischer Charakteri-
sierung) oder durch unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die gravimetrische Methode ist
lediglich fiir Aerosole mit nur einem Bestandteil in Pulverform oder Aerosole von Fliissigkeiten mit geringer
Fliichtigkeit akzeptabel und sollte sich auf geeignete, vor der Studie zu erstellende und fir die Priifsubstanz
spezifische Beschreibungen stiitzen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren Bestandteilen in Pulverform
kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu muss jedoch mit Analysedaten belegt werden, dass die
Schwebstoffe eine dhnliche Zusammensetzung haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben nicht vor,
muss die Priifsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) moglicherweise im Verlauf der Studie in regelmafigen
Abstinden neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, die verdunsten oder sublimieren konnen, sollte
gezeigt werden, dass alle Phasen von der gewidhlten Methode erfasst wurden. Im Priifbericht sollten die Ziel-
konzentration sowie die nominale und die tatsichliche Konzentration angegeben werden, aber nur die tatsich-
lichen Konzentrationen werden fiir statistische Analysen zur Berechnung letaler Konzentrationswerte verwendet.

Es sollte moglichst eine Partie der Priifsubstanz verwendet werden; die Probe sollte unter Bedingungen auf-
bewahrt werden, die ihre Reinheit, Homogenitit und Stabilitit gewahrleisten. Die Priifsubstanz sollte vor Beginn
der Studie mit Angaben zur Reinheit und, falls technisch machbar, zur Identitit sowie zu den Mengen identi-
fizierter Schadstoffe und Verunreinigungen beschrieben werden. Hierzu konnen unter anderem die folgenden
Daten verwendet werden: Retentionszeit und relative Peakfliche, durch Massenspektrometrie oder Gaschromato-
graphie bestimmtes Molekulargewicht oder andere Werte. Das Priiflabor ist zwar nicht fiir die Identitdt der Probe
verantwortlich, doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung des Auftraggebers zumindest in gewissen
Grenzen (z. B. Farbe, physikalische Beschaffenheit usw.) iiberpriift.

Die Expositionsatmosphire ist so konstant wie moglich zu halten und je nach Analysemethode kontinuierlich
und/oder intermittierend zu iiberwachen. Bei der intermittierenden Probenahme sollten in einer vierstiindigen
Studie mindestens zweimal Proben der Atmosphire in der Kammer genommen werden. Ist dies wegen be-
grenzter Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht maoglich, kann wihrend der gesamten Ex-
positionszeit eine einzige Probe genommen werden. Weichen die einzelnen Proben stark voneinander ab, sollten
bei den ndchsten gepriiften Konzentrationen vier Proben je Exposition gezogen werden. Die einzelnen Proben
der Konzentration in der Kammer sollten bei Gasen und Diampfen nicht mehr als + 10 % und bei Fliissig- oder
Feststoffaerosolen nicht mehr als + 20 % von der mittleren Kammerkonzentration abweichen. Die Zeit bis zum
Erreichen eines Gleichgewichts in der Kammer (tgs) ist zu berechnen und zu dokumentieren. Die Expositions-
dauer erstreckt sich tiber den Zeitraum, in dem die Priifsubstanz erzeugt wird; dazu gehort die zur Erreichung
von tys erforderliche Zeit. GD 39 (2) enthilt Hinweise zur Einschitzung von tgs.

Bei sehr komplexen Mischungen aus Gasen/Diampfen und Aerosolen (z. B. Verbrennungsatmosphidren und
Priffsubstanzen, die aus hierzu bestimmten Endverbraucherprodukten/-geriten gespritht werden), kann sich
jede Phase in einer Inhalationskammer anders verhalten, so dass mindestens eine Indikatorsubstanz (Analyt),
normalerweise der wichtigste Wirkstoff in der Mischung, von jeder Phase (Gas/Dampf und Aecrosol) ausgewidhlt
werden sollte. Wenn die Priifsubstanz eine Mischung ist, sollte die Analysekonzentration fiir die Mischung und
nicht nur fir den Wirkstoff oder den Bestandteil (Analyt) dokumentiert werden. Weitere Informationen zu
tatsichlichen Konzentrationen sind in GD 39 (2) zu finden.
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Priifsubstanz: Partikelgroflenverteilung

Die PartikelgrofSenverteilung von Aerosolen sollte wihrend jeder 4-stiindigen Exposition mindestens zweimal mit
einem Kaskaden-Impaktor oder einem anderen Messgerit wie einem APS bestimmt werden. Kann nachgewiesen
werden, dass die mit einem Kaskaden-Impaktor und einem alternativen Messgerat erzielten Ergebnisse gleich-
wertig sind, so kann das alternative Instrument wihrend der gesamten Studie verwendet werden. Parallel zum
Hauptinstrument ist ein zweites Gerit wie ein Gravimetriefilter oder eine Gaswaschflasche zu verwenden, um den
Abscheidegrad des Hauptinstruments zu bestitigen. Die durch die Partikelgrofenanalyse bestimmte Massenkon-
zentration sollte innerhalb vertretbarer Grenzen um die durch die Filteranalyse bestimmte Massenkonzentration
liegen [siehe DG 39 (2)]. Wenn die Gleichwertigkeit zu Beginn der Studie nachgewiesen werden kann, kann auf
weitere bestitigende Messungen verzichtet werden. Aus Tierschutzgriinden sollten Vorkehrungen getroffen wer-
den, um unklare Daten zu minimieren, die dazu fithren konnten, dass eine Exposition wiederholt werden muss.
Wenn die Moglichkeit besteht, dass Dampfkondensation zur Bildung eines Aerosols fithren kann, oder wenn in
einer Dampfatmosphdre mit dem Potenzial fir gemischte Phasen Partikel nachgewiesen werden, sollte eine
Partikelgrofenbestimmung fiir Dimpfe vorgenommen werden (siche Nummer 15).

VERFAHREN

Nachstehend werden zwei Priifungsarten beschrieben: das traditionelle Protokoll und das C-x-t-Protokoll. Beide
Protokolle konnen eine Vorstudie, eine Hauptstudie undfoder einen Limit-Test (traditionelles Protokoll) bzw. eine
Priifung bei einer Grenzkonzentration (¢ x t) umfassen. Wenn bekannt ist, dass ein Geschlecht empfindlicher
reagiert, kann der Studienleiter entscheiden, diese Priifungen nur unter Verwendung dieses Geschlechts durch-
zufithren. Wenn fiir eine ,Nose-only-Exposition andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die
maximale Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Damit maoglichst
wenig Tiere verwendet werden, sollten vor Beginn der Priifung alle verfiigharen Daten ausgewertet werden.
Mit Ergebnissen der Methode gemdfl Kapitel B.52 dieses Anhangs (4) kann moglicherweise die Notwendigkeit
einer Vorstudie ausgerdumt und gezeigt werden, ob ein Geschlecht empfindlicher reagiert als das andere [siche
GD 39 (2)].

TRADITIONELLES PROTOKOLL
Allgemeine Uberlegungen: traditionelles Protokoll

In einer traditionellen Studie werden Gruppen von Tieren einer Priifsubstanz fiir einen festgelegten Zeitraum (im
Allgemeinen 4 Stunden) entweder in einer Nose-only*- oder einer Ganzkorperexpositionskammer ausgesetzt. Die
Tiere werden entweder einer Grenzkonzentration (Limit-Test) oder schrittweise mindestens drei Konzentrationen
(Hauptstudie) ausgesetzt. Wenn nicht bereits Informationen iiber die Priifsubstanz vorliegen, wie z. B. aus einer
zuvor durchgefiihrten Priifung nach Kapitel B.52, kann vor der Hauptstudie eine Vorstudie durchgefithrt werden
[siche GD 39 (2)].

Vorstudie: traditionelles Protokoll

Eine Vorstudie dient dazu, die Wirkstirke der Priifsubstanz einzuschitzen, geschlechtsspezifische Unterschiede
bei der Empfindlichkeit festzustellen und die Festlegung der Expositionskonzentrationen fiir die Hauptstudie oder
den Limit-Test zu erleichtern. Die Auswahl der Konzentrationen fiir die Vorstudie sollte sich auf alle verfiigbaren
Informationen, einschlieBlich verfiigbarer (Q)SAR-Daten und Daten fiir dhnliche Chemikalien stiitzen. Jeder
Konzentration der Priifsubstanz sollten hdchstens drei ménnliche und drei weibliche Tiere ausgesetzt werden
(drei Tiere je Geschlecht konnen erforderlich sein, um einen geschlechtsspezifischen Unterschied festzustellen). Es
ist moglich, dass in einer Vorstudie nur eine einzige Konzentration gepriift wird, erforderlichenfalls konnen aber
auch mehr Konzentrationen gepriift werden. In einer Vorstudie sollten nicht so viele Tiere und Konzentrationen
untersucht werden, dass sie quasi einer Hauptstudie gleichkommt. Statt einer Vorstudie kann auf die Ergebnisse
einer zuvor durchgefithrten Priifung gemaf Kapitel B.52 (4) zuriickgegriffen werden [siehe GD 39 (2)].

Limit-Test: traditionelles Protokoll

Ein Limit-Test wird verwendet, wenn bekannt oder zu erwarten ist, dass die Priifsubstanz praktisch nicht toxisch
ist, d. h. nur tber der regulatorisch festgelegten Grenzkonzentration eine toxische Wirkung hervorruft. Beim
Limit-Test wird eine einzige Gruppe von drei ménnlichen und drei weiblichen Tieren der Priifsubstanz bei einer
Grenzkonzentration ausgesetzt. Informationen tiber die Toxizitdt der Prifsubstanz kénnen aus Kenntnissen iiber
dhnliche gepriifte Stoffe gewonnen werden, wobei Art und prozentualer Anteil der Komponenten zu beriick-
sichtigen sind, deren toxikologische Relevanz bekannt ist. In den Fillen, in denen nur wenige oder keine
Informationen iiber die Toxizitdt der Priifsubstanz vorliegen oder in denen von einer Toxizitit der Priifsubstanz
ausgegangen wird, sollte der Haupttest durchgefiihrt werden.

Die Wahl der Grenzkonzentrationen hingt im Allgemeinen von den Regulierungsanforderungen ab. Wird die
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 zugrunde gelegt, so betragen die Grenzkonzentrationen fiir Gase, Dimpfe und
Aerosole 20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l (oder die hochste erreichbare Konzentration) (3). Bei bestimmten
Priifsubstanzen, insbesondere bei Dimpfen und Aerosolen, kann es technisch schwierig sein, Grenzkonzentra-
tionen zu erzeugen. Bei der Priifung von Aerosolen sollte das Hauptziel darin bestehen, eine lungengingige
Partikelgroffe (d. h. ein MMAD von 1-4 pm) zu erreichen. Dies ist bei den meisten Priifsubstanzen bei einer
Konzentration von 2 mg/l der Fall. Aerosole sollten nur dann bei mehr als 2 mg/l gepriift werden, wenn eine
lungengingige Partikelgrofie erreicht werden kann [sieche DG 39 (2)]. Die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 rit
aus Tierschutzgriinden von der Priifung iiber einer Grenzkonzentration ab (3). Die Grenzkonzentration sollte nur
in Betracht gezogen werden, wenn eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass die Ergebnisse einer solchen
Priifung von unmittelbarer Relevanz fiir den Schutz der menschlichen Gesundheit sind (3); dies ist im Priifbericht
zu begriinden. Bei potenziell explosiven Priifsubstanzen ist darauf zu achten, dass keine explosionsférdernden
Bedingungen geschaffen werden. Um eine unndétige Verwendung von Versuchstieren zu vermeiden und sicher-
zustellen, dass die Kammerbedingungen fiir einen Limit-Test erreicht werden konnen, sollte vor dem Limit-Test
ein Probedurchlauf ohne Tiere vorgenommen werden.
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Werden bei der Grenzkonzentration Mortalitit oder Siechtum beobachtet, konnen die Ergebnisse der Priifung bei
dieser Konzentration als Vorstudie fiir weitere Priifungen bei anderen Konzentrationen dienen (siche Haupt-
studie). Wenn eine Grenzkonzentration wegen der physikalischen oder chemischen Eigenschaften einer Priif-
substanz nicht erreicht werden kann, sollte die hochste erreichbare Konzentration gepriift werden. Wenn bei der
hochsten erreichbaren Konzentration eine Letalitdt von weniger als 50 % auftritt, sind keine weiteren Priifungen
erforderlich. Konnte die Grenzkonzentration nicht erreicht werden, sollte der Priifbericht eine Erkliarung und
entsprechende Daten enthalten. Wenn die hochste erreichbare Konzentration eines Dampfs keine Toxizitdt
hervorruft, muss die Priifsubstanz moglicherweise als Fliissigkeitsaerosol angewendet werden.

Hauptstudie: traditionelles Protokoll

Eine Hauptstudie wird normalerweise mit fiinf ménnlichen und finf weiblichen Tieren (oder, falls bekannt, fiinf
Tieren des empfindlicheren Geschlechts) je Konzentrationsstufe mit mindestens drei Konzentrationsstufen durch-
gefithrt. Fiir eine robuste statistische Analyse sollten ausreichend hohe Konzentrationsstufen verwendet werden.
Der Zeitabstand zwischen den einzelnen Expositionsgruppen richtet sich nach Einsetzen, Dauer und Schweregrad
der toxischen Zeichen. Die Tiere sollten erst dann der nichsten Konzentrationsstufe ausgesetzt werden, wenn mit
angemessener Gewissheit vom Uberleben der zuvor getesteten Tiere ausgegangen werden kann. Dies gibt dem
Studienleiter die Moglichkeit, die Zielkonzentration fiir die néichste Expositionsgruppe anzupassen. Wegen der
Abhingigkeit von hochentwickelter Technologie ist dies in Inhalationsstudien nicht immer praktikabel. Deshalb
sollte die Exposition von Tieren gegen die nidchste Konzentrationsstufe auf Erfahrungswerten und wissenschaft-
lichem Sachverstand beruhen. Bei der Priifung von Mischungen ist das GD 39 (2) zu konsultieren.

KONZENTRATION-x-ZEIT-PROTOKOLL (C x T)
Allgemeine Uberlegungen: C-x-t-Prokokoll

Bei der Bewertung der Inhalationstoxizitit kann als Alternative zu einem traditionellen Protokoll eine schrittweise
C-x-t-Studie in Betracht gezogen werden (12) (13) (14). Bei dieser Methode werden die Tiere der Priifsubstanz in
unterschiedlichen Konzentrationsstufen und fiir unterschiedliche Zeitraume ausgesetzt. Fiir alle Priifungen werden
,Nose-only-Kammern verwendet (Ganzkorperkammern sind bei diesem Protokoll nicht praktikabel). Ein FlieR-
diagramm in Anlage 1 veranschaulicht dieses Protokoll. Eine Simulationsanalyse hat gezeigt, dass sowohl das
traditionelle Protokoll und als auch das C-x-t-Protokoll robuste LCso-Werte ergeben konnen, aber das C-x-t-
Protokoll bei robusten LCy;- und LC;o-Werten im Allgemeinen iiberlegen ist (15).

Einer Simulationsanalyse zufolge ist die Verwendung von zwei Tieren je C-x-t-Intervall (ein Tier je Geschlecht bei
Verwendung beider Geschlechter oder zwei Tiere des empfindlicheren Geschlechts) im Allgemeinen ausreichend,
wenn in einer Hauptstudie 4 Konzentrationen und 5 Expositionszeitriume gepriift werden. Unter bestimmten
Umstinden kann der Studienleiter beschlieen, je zwei Ratten beider Geschlechter je C-x-t-Intervall zu ver-
wenden (15). Die Verwendung von zwei Tieren je Geschlecht je Konzentration und Zeitpunkt kann Verzerrun-
gen und Schwankungen der Schitzungen verringern, die Quote der zutreffenden Schitzungen erhohen und die
Abdeckung des Konfidenzintervalls verbessern. Wenn die Daten jedoch keine ausreichende Anndherung fiir eine
Schitzung erlauben (bei Verwendung von je einem Tier beider Geschlechter oder von zwei Tieren des emp-
findlicheren Geschlechts), kann auch eine fiinfte Expositionskonzentration ausreichen. Das GD 39 (2) enthilt
weitere Hinweise zur Zahl der Tiere und zu den Konzentrationen, die in einer C-x-t-Studie zu verwenden sind.

Vorstudie: C-x-t-Protokoll

Eine Vorstudie dient dazu, die Wirkstirke der Priifsubstanz einzuschitzen und die Festlegung der Expositions-
konzentrationen fiir die Hauptstudie zu erleichtern. Um eine geeignete Ausgangskonzentration fiir die Haupt-
studie festzulegen und moglichst wenig Tiere zu verwenden, kann eine Vorstudie mit bis zu drei Tieren/Ge-
schlecht/Konzentration [Einzelheiten sieche Anlage IIl von GD 39 (2)] erforderlich sein. Zur Feststellung eines
geschlechtsspezifischen Unterschieds miissen gegebenenfalls drei Tiere je Geschlecht verwendet werden. Diese
Tiere sind fiir einen einzigen Zeitraum, im Allgemeinen 240 Minuten, zu exponieren. Die Erzeugung geeigneter
Priffatmosphdren ist in technischen Vorversuchen ohne Tiere zu erproben. Wenn Mortalititsdaten aus einer
Studie nach B.52 (4) vorliegen, braucht normalerweise keine Vorstudie durchgefithrt zu werden. Bei der Fest-
legung der anfinglichen Zielkonzentration einer Studie nach B.2 sollte der Studienleiter die in allen verfiigbaren
B.52-Studien (4) beobachteten Mortalititsmuster fiir beide Geschlechter und fiir alle gepriiften Konzentrationen
beriicksichtigen [siche GD 39 (2)].

Ausgangskonzentration: C-x-t-Protokoll

Die Ausgangskonzentration (Exposition I) (Anlage 1) ist entweder eine Grenzkonzentration oder eine vom
Studienleiter auf Basis der Vorstudie gewidhlte Konzentration. Gruppen von je einem Tier beider Geschlechter
werden dieser Konzentration fiir unterschiedliche Zeitraume ausgesetzt (z. B. 15, 30, 60, 120 oder 240 Minu-
ten), so dass insgesamt 10 Tiere verwendet werden (Exposition I) (Anlage 1).

Die Wahl der Grenzkonzentrationen hingt im Allgemeinen von den Regulierungsanforderungen ab. Wird die
Verordnung (EG) Nr. 12722008 zugrunde gelegt, so betragen die Grenzkonzentrationen fiir Gase, Dimpfe und
Acrosole 20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l (oder die hochste erreichbare Konzentration) (3). Bei bestimmten
Priifsubstanzen, insbesondere bei Dimpfen und Aerosolen, kann es technisch schwierig sein, Grenzkonzentra-
tionen zu erzeugen. Bei der Priifung von Aerosolen sollte eine lungengingige Partikelgrofe (d. h. ein MMAD von
1-4 pm) bei einer Grenzkonzentration von 2 mg/l erreicht werden. Dies ist bei den meisten Priifsubstanzen
moglich. Aerosole sollten nur dann bei mehr als 2 mg/l gepriift werden, wenn eine lungengingige Partikelgrofe
erreicht werden kann [siche DG 39 (2)]. Die Verordnung (EG) Nr. 12722008 rdt aus Tierschutzgriinden von der
Priifung iiber einer Grenzkonzentration ab (3). Priifungen tiber der Grenzkonzentration sollten nur in Betracht
gezogen werden, wenn eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass die Ergebnisse einer solchen Priifung von
unmittelbarer Relevanz fiir den Schutz der menschlichen Gesundheit sind (3); dies ist im Priifbericht zu
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begriinden. Bei potenziell explosiven Priifsubstanzen ist darauf zu achten, dass keine explosionsfordernden
Bedingungen geschaffen werden. Vor der Priffung bei der Ausgangskonzentration sollte ein Probedurchlauf
ohne Tiere vorgenommen werden, um eine unnotige Verwendung von Versuchstieren zu vermeiden und sicher-
zustellen, dass die Kammerbedingungen fiir diese Konzentration erreicht werden konnen.

Werden bei der Ausgangskonzentration Mortalitit oder Siechtum beobachtet, konnen die Ergebnisse dieser
Konzentration als Ausgangspunkt fiir weitere Priifungen bei anderen Konzentrationen dienen (siche Hauptstudie).
Wenn eine Grenzkonzentration wegen der physikalischen oder chemischen Eigenschaften einer Priifsubstanz
nicht erreicht werden kann, sollte die hochste erreichbare Konzentration gepriift werden. Wenn bei der hochsten
erreichbaren Konzentration eine Letalitit von weniger als 50 % auftritt, sind keine weiteren Priifungen erforder-
lich. Konnte die Grenzkonzentration nicht erreicht werden, sollte der Priifbericht eine Erklirung und entspre-
chende Daten enthalten. Wenn die hochste erreichbare Konzentration eines Dampfs keine Toxizitdt hervorruft,
muss die Priifsubstanz maoglicherweise als Fliissigkeitsaerosol angewendet werden.

Hauptstudie: C-x-t-Protokoll

Die in der Hauptstudie gepriifte Ausgangskonzentration (Exposition I) (Anlage 1) ist entweder eine Grenzkon-
zentration oder eine vom Studienleiter auf Basis der Vorstudie gewdhlte Konzentration. Wenn wihrend oder
nach der Exposition I Mortalitit beobachtet wurde, gilt die Mindestexposition (¢ x t), die zu Mortalitat fithrt, als
Anhaltspunkt fiir die Festlegung der Expositionskonzentration und -dauer fiir die Exposition II. Jede folgende
Exposition hangt von der vorhergehenden Exposition ab (siche Anlage 1).

Bei vielen Priifsubstanzen sind die bei der Ausgangskonzentration erzielten Ergebnisse zusammen mit drei
zusdtzlichen Expositionen mit einem kleineren Zeitraster (das ist der geometrische Abstand von Expositions-
perioden, der angegeben wird durch den Faktor zwischen aufeinanderfolgenden Perioden, im Allgemeinen V2)
ausreichend, um die C-x-t-Mortalitdtsbeziehung festzulegen (15), aber es kann hilfreich sein, eine finfte Ex-
positionskonzentration zu verwenden [siche Anlage 1 und GD 39 (2)]. Anlage 1 enthdlt Hinweise zur ma-
thematischen Aufbereitung der Ergebnisse fur das C-x-t-Protokoll.

BEOBACHTUNGEN

Die Tiere sollten wihrend der Exposition haufig auf klinische Zeichen beobachtet werden. Nach der Exposition
sollten klinische Beobachtungen mindestens zweimal am Tag der Exposition oder, falls es aufgrund der Reaktion
der Tiere auf die Behandlung angezeigt erscheint, hdufiger und danach fiir einen Zeitraum von insgesamt 14
Tagen mindestens einmal tiglich vorgenommen werden. Die Linge des Beobachtungszeitraums ist nicht fest-
gelegt; sie sollte nach Art und Zeitpunkt des Einsetzens klinischer Zeichen und der Liange der Erholungsphase
bestimmt werden. Der Zeitpunkt, zu dem die Toxizitdtszeichen auftreten und wieder abklingen, ist von Bedeu-
tung, insbesondere dann, wenn Anzeichen fiir ein verzogertes Auftreten von Toxizitdtszeichen erkennbar sind.
Samtliche Beobachtungen werden systematisch in Einzelprotokollen dokumentiert, die fiir jedes Tier gefiihrt
werden. Tiere, bei denen ein moribunder Zustand festgestellt wird, sowie Tiere, die starke Schmerzen haben
oder anhaltende Anzeichen von schwerem Leiden zeigen, sollten aus Tierschutzgriinden auf humane Weise
getotet werden. Bei den Untersuchungen auf klinische Toxizititszeichen ist darauf zu achten, dass ein anfinglich
schlechtes Aussehen und voriibergehende Atemveranderungen, die auf das Expositionsverfahren zuriickzufiihren
sind, nicht mit einer durch die Priifsubstanz bedingten Toxizitit verwechselt werden, die eine vorzeitige Totung
der Tiere erfordern wiirde. Die im Guidance Document on Humane Endpoints (GD 19) zusammengefassten
Prinzipien und Kriterien sind zu beriicksichtigen (7). Wenn Tiere aus humanen Griinden getotet werden oder ihr
Tod festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau wie moglich registriert werden.

Bei den Beobachtungen ist auf Verinderungen von Haut, Fell, Augen und Schleimhiuten sowie Atmung, Kreis-
lauf, autonomes und zentrales Nervensystem, Somatomotorik und Verhaltensmuster zu achten. Soweit maglich,
ist auf Differenzierungen zwischen lokalen und systemischen Wirkungen zu achten. Besonderes Augenmerk ist
auf Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrho, Lethargie, Schlaf und Koma zu richten. Die Messung der Rektal-
temperatur kann zusitzliche Belege fiir mit der Behandlung oder Unterbringung zusammenhingende Reflex-
Bradypnoe oder Hypo-[Hyperthermie liefern.

Korpergewicht

Das Korpergewicht der einzelnen Tiere sollte einmal wihrend der Eingewodhnungszeit, am Tag der Exposition vor
der Exposition (Tag 0) und mindestens an den Tagen 1, 3 und 7 (und danach wochentlich) sowie zum Zeitpunkt
des Todes oder der Totung, falls spater als Tag 1, dokumentiert werden. Das Korpergewicht gilt als kritischer
Indikator fir Toxizitdt; Tiere, die gegeniiber ihrem Gewicht vor der Priffung eine dauerhafte Abnahme um
> 20 % aufweisen, sollten sorgfiltig tiberwacht werden. Die iiberlebenden Tiere werden gewogen und am
Ende der Post-Expositionsphase auf humane Weise getotet.

Pathologie

Alle Versuchstiere (einschlieSlich der Tiere, die wihrend des Tests sterben oder aus Tierschutzgriinden getotet
und aus der Studie genommen werden) sind auf makroskopische Verinderungen zu untersuchen. Kann die
Nekropsie nicht unmittelbar nach Auffinden eines toten Tieres erfolgen, sollte der Korper auf eine Temperatur
gekiihlt (nicht eingefroren) werden, die tief genug ist, um die Autolyse zu minimieren. Die Nekropsie ist bald-
moglichst, in der Regel innerhalb von einem oder zwei Tagen durchzufithren. Alle makroskopischen Verdnde-
rungen sollten fiir jedes Tier protokolliert werden, wobei besonders auf Veridnderungen der Atemwege zu achten
ist.
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Es kann in Betracht gezogen werden, von vorneherein zusitzliche Untersuchungen in die Studienauslegung
aufzunehmen, die die Aussagekraft der Studie erhohen, z. B. die Messung des Lungengewichts iiberlebender
Ratten und/oder den Nachweis einer Reizwirkung durch mikroskopische Untersuchung der Atemwege. Unter-
sucht werden konnen auch diejenigen Organe, die bei 24 Stunden oder linger iiberlebenden Tieren makrosko-
pische Befunde aufweisen, sowie Organe, die bekanntermafien oder vermutlich betroffen sind. Eine mikrosko-
pische Untersuchung des gesamten Atemtrakts kann niitzliche Informationen iiber Priifsubstanzen liefern, die
mit Wasser reagieren, z. B. Sduren und hygroskopische Priifsubstanzen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

Das Korpergewicht der einzelnen Tiere und Sektionsbefunde sollten angegeben werden. Die Daten der Klinischen
Beobachtung sollten in tabellarischer Form zusammengefasst werden. Daraus miissen fiir jede Priifgruppe die
Anzahl der verwendeten Tiere, die Anzahl der Tiere mit spezifischen Toxizititszeichen, die Anzahl der Tiere, die
wihrend der Priifung tot aufgefunden oder vorzeitig getotet wurden, der Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, eine
Beschreibung und der zeitliche Verlauf der toxischen Wirkungen und deren Reversibilitit sowie die Sektions-
befunde ersichtlich sein.

Priifbericht

Der Priifbericht sollte, soweit zutreffend, die folgenden Informationen enthalten:
Versuchstiere und Tierhaltung

— Beschreibung der Haltungsbedingungen mit Angaben zu Anzahl (oder Verinderung der Anzahl) der Tiere je
Kifig, Einstreu, Umgebungstemperatur und relativer Luftfeuchtigkeit, Photoperiode und Futter,

— Art/Stamm und Begriindung fiir die Verwendung einer anderen Art als der Ratte,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,

— Randomisierungsmethode,

— Angaben iiber Futter- und Wasserqualitit (einschlieflich Art/Herkunft des Futters, Wasserquelle),

— Beschreibung etwaiger Vorbereitung vor der Priifung, einschlieflich Erndhrung, Quarantine und Behandlung
von Krankheiten.

Priifsubstanz

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn maflgeblich, physikalisch-chemische Eigenschaften (ein-
schlielich Isomerisierung),

— Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer (Chemical Abstract Services), falls bekannt.
Vehikel
— Begriindung fiir die Verwendung eines Vehikels sowie fiir die Wahl des Vehikels (falls nicht Wasser),

— historische oder parallel erzeugte Daten, die belegen, dass das Vehikel keinen Einfluss auf das Ergebnis der
Studie hat.

Inhalationskammer
— Beschreibung der Inhalationskammer mit Angabe von Abmessungen und Volumen,

— Herkunft und Beschreibung der fiir die Exposition der Tiere sowie fiir die Erzeugung der Atmosphire
verwendeten Ausriistung,

— Ausriistung fiir die Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Partikelgroffe und tatsichlicher Konzentration,
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— Herkunft der Luft und Behandlung der eingeleiteten/entzogenen Luft sowie Klimatisierungssystem,

— fiir die Kalibrierung der Ausriistung verwendete Methoden, um eine homogene Priiffatmosphire sicherzustel-
len,

— Druckunterschied (positiv oder negativ),

— Expositions-Offnungen je Kammer (Nose-only-Exposition); Anordnung der Tiere im System (Ganzkorper-
exposition),

— zeitliche Homogenitit/Stabilitit der Prifatmosphire,

— Lage von Temperatur- und Feuchtigkeitssensoren und Ort der Probenahme der Priiffatmosphire in der
Kammer,

— Luftdurchflussraten, Luftdurchflussrate/Expositions-Offnung (Nose-only-Exposition) oder Anzahl der Tiere je
Kammer (Ganzkorperexposition),

— Angaben zur Ausriistung fur die Messung des Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalts, falls zutreffend,
— bis zum Erreichen des Gleichgewichts in der Inhalationskammer bendétigte Zeit (tos),

— Zahl der Volumeninderungen pro Stunde,

— Messgerite (falls zutreffend).

Expositionsdaten

— Begriindung fiir die Wahl der Zielkonzentration in der Hauptstudie,

— nominale Konzentrationen (Gesamtmasse der in die Inhalationskammer eingeleiteten Priifsubstanz dividiert
durch das Volumen der durch die Kammer geleiteten Luft),

— im Atembereich der Tiere ermittelte tatsichliche Konzentrationen der Priifsubstanz; bei Gemischen mit
heterogenen physikalischen Formen (Gase, Dampfe, Aerosole) kann jede Form getrennt analysiert werden,

— alle Luftkonzentrationen sollten in Masseneinheiten angegeben werden (z. B. mg/l, mg/m?® usw.), Volumen-
einheiten konnen in Klammern ebenfalls angegeben werden (z. B. ppm, ppb usw.),

— Partikelgrofenverteilung, mittlerer aerodynamischer Massendurchmesser (MMAD) und geometrische Stan-
dardabweichung (og), einschliefSlich der Berechnungsmethoden. Einzelne Partikelgrofenanalysen sind zu pro-
tokollieren.

Priifbedingungen

— Angaben zur Vorbereitung der Priifsubstanz, einschlieflich Angaben zu den Verfahren zur Reduzierung der
Partikelgrofle von Feststoffen oder zur Herstellung von Losungen der Priifsubstanz. Wenn die Zusammenset-
zung der Priifsubstanz durch mechanische Prozesse verindert worden sein kann, sind die Ergebnisse der
Analysen zur Uberpriifung der Zusammensetzung der Priifsubstanz beizufiigen,

— eine Beschreibung (moglichst mit Diagramm) der Ausriistung, die zur Erzeugung der Priifatmosphére und zur
Exposition der Tiere gegen die Priifatmosphire verwendet wurde,

— Angaben zur verwendeten chemischen Analysemethode und zur Validierung der Methode (einschlieflich der
Effizienz der Wiederfindung der Priifsubstanz im Medium),

— Begriindung fiir die Wahl der Priifkonzentrationen.
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Ergebnisse
— tabellarische Darstellung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der Kammer,
— tabellarische Darstellung von Daten zur nominalen und tatsichlichen Konzentration in der Kammer,

— tabellarische Darstellung der PartikelgrofSendaten einschlieflich Daten zur analytischen Probenahme, Partikel-
grofSenverteilung und Berechnung des MMAD und der o,

— tabellarische Darstellung der erhobenen Daten und der Konzentration fiir jedes einzelne Tier (d. h. Tiere, die
Anzeichen fiir Toxizitidt zeigen, einschlieflich Mortalitdt sowie Art, Schweregrad, Zeitpunkt des Einsetzens
und Dauer der Wirkungen),

— wihrend der Priifung erfasstes Korpergewicht der einzelnen Tiere, Datum und Zeitpunkt des Todes, falls vor
geplanter Totung; zeitlicher Verlauf des Einsetzens von Toxizitdtsanzeichen sowie Angabe, ob diese reversibel
waren, fiir jedes einzelne Tier,

— Sektionsbefunde und histopathologische Ergebnisse fiir jedes einzelne Tier, falls vorhanden,

— Letalitdtsschitzungen (z. B. LCsq, LDy;), einschlieflich Konfidenzintervalle von 95 %, und Steigung (falls von
der Bewertungsmethode vorgesehen),

— statistische Bezichung, einschlieflich Schitzung des Exponenten n (c-x-t-Protokoll). Die verwendete Statis-
tiksoftware ist anzugeben.

Diskussion und Auswertung der Ergebnisse

— Besondere Aufmerksamkeit sollte der Beschreibung der Methoden gelten, die verwendet wurden, um die
Kriterien dieser Priifmethode zu erfillen, z. B. die Grenzkonzentration oder die Partikelgrofe.

— Die Lungengingigkeit von Partikeln vor dem Hintergrund der Gesamtbefunde sollte behandelt werden, ins-
besondere, wenn die Partikelgrofenkriterien nicht erfiillt werden konnten.

— Falls Tiere, die unter Schmerzen litten oder Zeichen fiir schweres und anhaltendes Leiden aufwiesen, auf
humane Weise getotet werden mussten, ist eine Erklirung auf der Grundlage der Kriterien im OECD
Guidance Document on Humane Endpoints (8) zu geben.

— Wenn eine Priifung nach Kapitel B.52 dieses Anhang (4) zugunsten dieser Priifmethode B.2 abgebrochen
wurde, ist dies zu begriinden.

— Die Kohirenz der Methoden zur Bestimmung der nominalen und der tatsichlichen Konzentration sowie die
Bezichung der tatsichlichen Konzentration zur nominalen Konzentration sind in die Gesamtbewertung der
Studie aufzunehmen.

— Die wahrscheinliche Todesursache und die vorherrschende Wirkungsweise (systemisch oder lokal) sollten
behandelt werden.
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DEFINITION

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.
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Anlage 1

C-x-t-Protokoll

. Bei der Bewertung der Inhalationstoxizitit kann als Alternative zu einem traditionellen Protokoll eine schrittweise

Konzentrations-x-Zeit-Studie (¢ x t) in Betracht gezogen werden (12) (13) (14). Sie sollte vorzugsweise dann
angewendet werden, wenn wegen einer spezifischen Regelung oder aus wissenschaftlicher Notwendigkeit eine Prii-
fung von Tieren {iber unterschiedliche Zeitraume erforderlich ist, z. B. fir Zwecke der Notfallplanung oder fiir die
Flachennutzungsplanung. Diese Methode beginnt normalerweise mit der Priifung der Priifsubstanz in einer Grenz-
konzentration (Exposition 1), bei der die Tiere der Priifsubstanz fur funf Zeitrdume ausgesetzt werden (z. B. 15, 30,
60, 120 und 240 Minuten), so dass innerhalb einer Exposition Ergebnisse fiir mehrere Zeitrdume erzielt werden
(siehe Abbildung 1). Wird die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 zugrunde gelegt, so betragen die Grenzkonzentra-
tionen fiir Gase, Dampfe und Aerosole 20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l. Diese Werte diirfen nur tiberschritten
werden, wenn eine regulatorische oder wissenschaftliche Notwendigkeit fiir die Priifung mit diesen hoheren Werten
besteht (siche Nummer 37 im Haupttext von Kapitel B.2).

. Liegen nur wenig oder keine Informationen iiber die Toxizitidt einer Priifsubstanz vor, sollte eine Vorstudie durch-

gefithrt werden, bei der Gruppen von hochstens drei Tieren beider Geschlechter den vom Studienleiter festgelegten
Zielkonzentrationen im Allgemeinen fiir 240 Minuten ausgesetzt werden.

. Wenn bei der Exposition I eine Grenzkonzentration gepriift wird und die Mortalitdt bei unter 50 % liegt, sind keine

weiteren Priifungen erforderlich. Besteht eine regulatorische oder wissenschaftliche Notwendigkeit zur Festlegung der
Konzentrations-/Zeit-/Wirkungs-Beziehung bei hoheren Werten als der angegebenen Grenzkonzentration, sollte die
ndchste Exposition auf einem hoheren Niveau, z. B. dem Doppelten der Grenzkonzentration, durchgefithrt werden (d.
h. 2L in Abbildung 1).

. Wenn bei der Grenzkonzentration Toxizitit beobachtet wird, sind zusitzliche Priiffungen (Hauptstudie) erforderlich.

Diese zusdtzlichen Expositionen werden entweder bei niedrigeren Konzentrationen (in Abbildung 1: Expositionen II,
Il oder IVY) oder bei hoheren Konzentrationen von kiirzerer Dauer (in Abbildung 1: Exposition 1V) durchgefiihrt,
wobei angepasste Zeitriume mit geringerem Abstand verwendet werden.

. Die Priifung (Ausgangskonzentration und zusitzliche Konzentrationen) wird mit je einem Tier beider Geschlechter je

Konzentration/Zeitpunkt oder zwei Tieren des empfindlicheren Geschlechts je Konzentration|Zeitpunkt durchgefiihrt.
Unter bestimmten Umstinden kann der Studienleiter entscheiden, je zwei Ratten beider Geschlechter je Konzen-
tration/Zeitpunkt (oder vier Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Konzentration/Zeitpunkt) zu verwenden (15).
Die Verwendung von zwei Tieren je Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt verringert im Allgemeinen Verzerrungen
und Schwankungen der Schitzungen, erhoht die Quote der zutreffenden Schitzungen und verbessert die Abdeckung
des Konfidenzintervalls gegeniiber dem hier beschriebenen Protokoll. GD 39 (2) enthilt nihere Hinweise.

. Im Idealfall wird jede Exposition innerhalb eines Tages durchgefithrt. Bei dieser Vorgehensweise kann die nichste

Exposition auf einen Zeitpunkt gelegt werden, an dem mit angemessener Gewissheit vom Uberleben der Tiere
ausgegangen werden kann. Auflerdem kann der Studienleiter die Zielkonzentration und Dauer der néchsten Exposi-
tion anpassen. Es empfiehlt sich, jede Exposition mit der Gruppe zu beginnen, die am lingsten exponiert sein wird, z.
B. die 240-Minuten-Gruppe, gefolgt von der 120-Minuten-Gruppe usw. Wenn beispiclsweise Tiere in der 240-
Minuten-Gruppe nach 90 Minuten sterben oder deutliche Toxizitdtszeichen aufweisen (wie extreme Verdnderungen
der Atmung, z. B. Atemnot), wire es nicht sinnvoll, eine Gruppe fiir 120 Minuten der Priifsubstanz auszusetzen, da
die Mortalitit wahrscheinlich 100 % betragen wiirde. Der Studienleiter sollte dann fir diese Konzentration eine
kiirzere Expositionsdauer festlegen (z. B. 90, 65, 45, 33 und 25 Minuten).

. Die Konzentration in der Kammer sollte hiufig gemessen werden, um fiir jede Expositionsdauer die zeitgewichtete

Durchschnittskonzentration zu bestimmen. Soweit moglich, sollte bei jedem Tier der Todeszeitpunkt (nicht die
Expositionsdauer) fiir die statistische Analyse verwendet werden.

. Die Ergebnisse der ersten vier Expositionen sollten auf Datenliicken in der Konzentrations-Zeit-Kurve gepriift werden

(siche Abbildung 1). Wenn eine unzureichende Anndherung gegeben ist, kann eine zusitzliche Exposition (fiinfte
Konzentration) durchgefithrt werden. Konzentration und Expositionsdauer der fiinften Exposition sollten so gewahlt
werden, dass diese Liicke geschlossen wird.

. Die Konzentrations-Zeit-Wirkungsbeziehung wird durch statistische Analyse unter Einbeziehung aller Expositionen

(einschlieflich der Exposition I) berechnet (16). Soweit moglich, sollten fiir jedes c-x-t-Intervall die zeitgewichtete
Durchschnittskonzentration und die Expositionsdauer bis zum Tod (falls der Tod wihrend der Exposition eintritt)
verwendet werden.
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Abbildung 1

Hypothetische Darstellung einer Konzentrations-Zeit-Mortalitits-Beziehung bei Ratten

Konzentration (L=limit)
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Dauer der Exposition (min)

Offene Symbole = iiberlebende Tiere; geschlossene Symbole = tote Tiere

Dreiecke = Weibchen; Kreise = Minnchen

Durchgezogene Linie = LC55-Werte (Bereich 7,5-240 min) fiir mannliche Tiere mit n = 1

Gestrichelte Linie = LCso-Werte (Bereich 7,5-240 min) fir weibliche Tiere mit n = 1

Gestrichelt-gepunktete Linien = hypothetische LCso-Werte fir ménnliche und weibliche Tiere, falls n = 2 war (12).
Glossar

Konzentration:

Dauer der Exposition:
10. Beispiel fiir das schrittweise Verfahren:

Exposition I — Priifung bei der Grenzkonzentration (siche Abbildung 1)

— 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10Tiere insgesamt (%)
— Zielkonzentration (") = Grenzkonzentration

— Exposition von fiinf Gruppen von Tieren bei dieser Zielkonzentration fiir eine Dauer von 15, 30, 60, 120 bzw.
240 Minuten

Exposition II () — Hauptstudie

— 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt

() Liegen keine Informationen iiber geschlechtsspezifische Empfindlichkeit vor, sind Ratten beider Geschlechter zu verwenden, d. h. 1
Tier/Geschlecht je Konzentration. Auf der Grundlage der vorhandenen Informationen, oder falls sich im Laufe der Exposition zeigt, dass
ein Geschlecht empfindlicher ist, werden wihrend der weiteren Priifung auf jeder Konzentrationsstufe 10 Tiere des empfindlichen
Geschlechts (2 Tiere je Konzentration/Zeitpunkt) verwendet.

(*) Wird die Verordnung (EG) Nr. 12722008 zugrunde gelegt, so betragen die Grenzkonzentrationen fiir Gase, Dimpfe und Aerosole
20 000 ppm, 20 mg/l bzw. 5 mg/l. Wenn mit Toxizitit gerechnet wird oder die Ergebnisse der Vorstudie darauf hindeuten, sollten
niedrigere Ausgangskonzentrationen gewihlt werden. Bei regulatorischer oder wissenschaftlicher Notwendigkeit konnen héhere Kon-
zentrationen verwendet werden.

(9 Im Idealfall sollten die Tiere erst dann der nichsten Konzentrationsstufe ausgesetzt werden, wenn mit angemessener Gewissheit vom
Uberleben der zuvor getesteten Tiere ausgegangen werden kann. Dies gibt dem Studienleiter die Méglichkeit, Zielkonzentration und
Dauer fiir die ndchste Exposition anzupassen.
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— Exposition von fiinf Gruppen von Tieren bei niedrigerer Konzentration (¢ (1/2L) mit etwas lingerer Expositions-
dauer (Abstand Faktor V2; siche Abbildung 1).

Exposition III — Hauptstudie

— 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt

— Exposition von fiinf Gruppen von Tieren bei niedrigerer Konzentration (¢) (1/4L) mit etwas lingerer Expositions-
dauer (Abstand Faktor V2; siche Abbildung 1).

Exposition IV* — Hauptstudie

— 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt

— Exposition von fiinf Gruppen von Tieren bei niedrigerer Konzentration (¢) (1/8L) mit etwas lingerer Expositions-
dauer (Abstand Faktor V2; siche Abbildung 1).

| oder

Exposition IV — Hauptstudie

— 1 Tier/Geschlecht je Konzentration/Zeitpunkt; 10 Tiere insgesamt

— Exposition von fiinf Gruppen von Tieren bei hoherer Konzentration () (2L) mit etwas kiirzerer Expositionsdauer
(Abstand Faktor V2; siche Abbildung 1).

Mathematische Aufbereitung der Ergebnisse fiir das c-x-t-Protokoll

11. Ein c-x-t-Verfahren mit 4 oder 5 Expositionskonzentrationen und finf Expositionszeitriumen ergibt 20 bzw. 25

Datenpunkte. Anhand dieser Datenpunkte kann die c-x-t-Beziehung durch statistische Analyse berechnet werden (16):

Gleichung 1

Probit(P) = by + byln C + byln ¢
dabei ist: C = Konzentration; t = Expositionsdauer oder
Gleichung 2
Response = f(C")
dabei ist: n = by /b,.

Mit der Gleichung 1 kann der LC5p-Wert fiir einen bestimmten Zeitraum (z. B. 4 Stunden, 1 Stunde, 30 Minuten
oder jeden Zeitraum innerhalb des gepriiften Zeitbereichs) unter Verwendung von P = 5 (50 % Response) berechnet
werden. Die Habersche Regel gilt nur, wenn n = 1. Der LC;-Wert kann unter Verwendung von P = 2,67 berechnet
werden.

() Die kleinste Dosis (Konzentration x Zeit), die wihrend der Priifung bei der Ausgangskonzentration (Exposition 1) zu einem Todesfall

gefithrt hat, dient als Anhaltspunkt fiir die Festlegung der nichsten Kombination von Konzentration und Expositionsdauer. Normaler-
weise wird die Konzentration halbiert (1/2L), und die Tiere werden fiir eine neue, feiner unterteilte Zeitspanne exponiert, wobei die
Expositionszeiten eine geometrische Folge mit dem Faktor 1,4 (V2, siche Literaturangabe 11) bilden, in deren Mitte diejenige Zeitdauer
liegt, die der kleinsten letalen Dosisstufe (Zeit x Konzentration) entspricht, die bei der ersten Exposition beobachtet wurde. In dieser
Abbildung 1 wurde bei der Exposition I nach 15 Minuten der erste Todesfall beobachtet. Die Zeitrdume der Exposition II liegen daher
um 30 Minuten und betragen 15, 21, 30, 42 und 60 Minuten. Es wird dringend empfohlen, die Daten nach den ersten beiden
Expositionen wie in der obigen Abbildung grafisch darzustellen und zu priifen, ob die Beziehung zwischen Konzentration und Zeit
einen Winkel von 45° (n = 1) aufweist oder ob die Konzentrations-Zeit-Wirkungsbeziehung weniger steil (z. B. n = 2) oder steiler (z. B.
n = 0,8) ist. In den letztgenannten Fillen wird dringend empfohlen, die nichsten Konzentrationen und Expositionszeitriume ent-
sprechend anzupassen.

In bestimmten Fillen muss moglicherweise die Konzentration erhoht (2L) und eine neue, noch feiner unterteilte Zeitspanne festgelegt
werden, wobei die Expositionszeiten eine geometrische Folge mit dem Faktor 1,4 (V2) bilden, in deren Mitte diejenige Zeitdauer liegt,
die der kleinsten letalen Dosis entspricht, die bei der ersten Exposition beobachtet wurde. Die Mindestexpositionsdauer sollte moglichst
mehr als 5 Minuten betragen; die Hochstexpositionsdauer sollte 8 Stunden nicht iiberschreiten.
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4. Die Kapitel B.7 und B.8 erhalten folgende Fassung:
,B.7 28-TAGE-TOXIZITATSSTUDIE MIT WIEDERHOLTER ORALER VERABREICHUNG AN

NAGETIEREN

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 407 (2008). Die urspriingliche Priifrichtlinie 407 wurde
1981 angenommen. 1995 wurde eine iiberarbeitete Fassung angenommen mit dem Ziel, insbesondere in Bezug
auf Neurotoxizitdt und Immunotoxizitit zusitzliche Informationen von den in der Studie verwendeten Tieren zu
gewinnen.

Die OECD leitete 1998 mit hoher Prioritit eine Uberarbeitung der bestehenden Priifrichtlinien und die Aus-
arbeitung neuer Priifrichtlinien fur Screening und Priifung potenzieller endokriner Disruptoren ein (8). Ein
Aspekt dieser Mafinahme war die Aktualisierung der bestehenden OECD-Priifrichtlinie fiir eine ,28-Tage-Toxizi-
titsstudie mit wiederholter oraler Verabreichung an Nagetieren' (TG 407) durch Parameter, mit denen eine
endokrine Wirkung von Priifsubstanzen festgestellt werden kann. Dieses Verfahren wurde in einem umfang-
reichen internationalen Programm auf Relevanz und Praktikabilitdt der zusitzlichen Parameter, ihre Leistungs-
fahigkeit in Bezug auf chemische Stoffe mit (anti)dstrogener, (anti)androgener und (anti)thyroider Wirkung, die
Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit und die Interferenz der neuen Parameter mit den zuvor nach der TG
407 vorgesehenen Parametern gepriift. Die dabei gewonnene umfangreiche Datenmenge wurde in einem um-
fassenden OECD-Bericht zusammengestellt und ausfiihrlich bewertet (9). Diese aktualisierte Priifmethode B.7 (die
der TG 407 entspricht) ist das Ergebnis der im internationalen Priifprogramm gesammelten Erfahrungen und
Erkenntnisse. Mithilfe dieser Priifmethode konnen bestimmte endokrin vermittelte Wirkungen in einen Gesamt-
zusammenhang mit anderen toxikologischen Wirkungen gestellt werden.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

Bei der Beurteilung und Bewertung der toxischen Merkmale eines chemischen Stoffs kann die orale Toxizitdt
nach wiederholter Verabreichung des Stoffs bestimmt werden, nachdem zundchst durch Priifungen auf akute
Toxizitdt erste Toxizitdtsdaten gewonnen wurden. Diese Priifmethode ist dazu bestimmt, die Wirkungen auf ein
sehr breites Spektrum potenzieller Toxizititsziele zu untersuchen. Sie gibt Aufschluss iiber die moglichen
Gesundheitsgefahren, einschlieflich der Wirkungen auf das Nervensystem, das Immunsystem und das endokrine
System, die durch wiederholte Exposition iiber einen relativ begrenzten Zeitraum auftreten konnen. In Bezug auf
diese speziellen Endpunkte sollte die Methode es ermdglichen, chemische Stoffe mit neurotoxischem Potenzial,
die in dieser Hinsicht eingehender untersucht werden sollten, und chemische Stoffe, die die Physiologie der
Schilddriise beeinflussen, zu identifizieren. Sie kann auch Daten iiber Stoffe liefern, die die Fortpflanzungsorgane
ménnlicher und/oder weiblicher junger, adulter Tiere beeintrichtigen, und Hinweise auf immunologische Wir-
kungen geben.

Die Ergebnisse dieser Priifmethode B.7 sollten fur die Identifizierung von Gefahren und zur Risikobewertung
verwendet werden. Die Ergebnisse in Bezug auf die endokrinen Parameter sind im Kontext des ,OECD Concep-
tual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals’ (11) zu interpretieren. Die
Methode umfasst die Basisstudie zur Priifung auf Toxizitit bei wiederholter Verabreichung, die fur chemische
Stoffe, bei denen eine 90-Tage-Studie nicht gerechtfertigt ist (z. B. wenn das Produktionsvolumen bestimmte
Grenzen nicht iiberschreitet), oder als Vorstudie zu einer Langzeitstudie verwendet werden kann. Die Expositi-
onsdauer sollte 28 Tage betragen.

Das internationale Programm fiir die Validierung der Parameter, die geeignet sind, moglicherweise eine endokrine
Wirkung einer Priifsubstanz nachzuweisen, hat gezeigt, dass die Qualitit der mit dieser Priifmethode B.7
gewonnenen Daten weitgehend von der Erfahrung des Priiflabors abhingt. Dies gilt insbesondere fiir die his-
topathologische Bestimmung von zyklischen Verianderungen der weiblichen Fortpflanzungsorgane und fir die
Gewichtsbestimmung bei den kleinen hormonabhingigen Organen, die schwierig zu sezieren sind. Es wurde ein
Leitfaden zur Histopathologie entwickelt (19), der auf der 6ffentlichen OECD-Website fiir Priifrichtlinien abrufbar
ist. Er soll Pathologen bei Untersuchungen helfen und die Empfindlichkeit der Priifungen verbessern. Es wurde
festgestellt, dass verschiedene Parameter auf endokrine Toxizitit hindeuten; diese wurden in die Priifrichtlinie
aufgenommen. Andere Parameter, deren Nutzen wegen unzureichender Daten nicht erwiesen ist oder deren
Fahigkeit zur Feststellung endokriner Disruptoren im Validierungsprogramm nur unzureichend belegt wurde,
werden als fakultative Endpunkte vorgeschlagen (siche Anlage 2).

Die Ergebnisse des Validierungsprozesses deuten darauf hin, dass diese Priifung nicht empfindlich genug ist, um
alle Stoffe mit (anti)androgener oder (anti)ostrogener Wirkungsweise zu identifizieren (9). Diese Priifmethode
wird nicht in einer fiir endokrine Stérungen sehr empfindlichen Lebensphase durchgefithrt. Wihrend des Vali-
dierungsprozesses konnten zwar Substanzen mit schwacher oder starker Wirkung auf die Schilddriisenfunktion
und solche, die das endokrine System iiber Gstrogene oder androgene Rezeptoren mehr oder weniger stark
beeinflussen, identifiziert werden; in den meisten Fillen konnten Stoffe mit endokriner Wirkung, die diese
Rezeptoren nur geringfligig beeintrichtigen, mit der Methode aber nicht erkannt werden. Aus diesem Grund
kann sie nicht als Screening-Test fiir endokrine Aktivitit bezeichnet werden.

Die Tatsache, dass keine mit diesen Wirkungsweisen verbundenen Effekte festgestellt werden, ist daher kein
Nachweis dafiir, dass es keine Wirkungen auf das endokrine System gibt. Die Charakterisierung der Substanz in
Bezug auf endokrin vermittelte Wirkungen darf sich deshalb nicht allein auf die Ergebnisse dieser Priifmethode
stiitzen; es ist vielmehr ein WoE-Ansatz anzuwenden, der alle vorhandenen Daten {iber einen chemischen Stoff
zur Bestimmung seiner potenziellen endokrinen Aktivitit einbezieht. Aus diesem Grund diirfen sich Regulie-
rungsentscheidungen iiber endokrine Aktivitdt (Charakterisierung von Substanzen) nicht allein auf die Ergebnisse
aus der Anwendung dieser Priifmethode stiitzen, sondern miissen auf einer breiten Grundlage basieren.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Bei allen Verfahren, bei denen Tiere verwendet werden, sind die ortlichen Standards der Versuchstierpflege
einzuhalten. Die nachstehenden Beschreibungen der Tierpflege und -behandlung sind Mindeststandards; wenn
ortliche Bestimmungen strenger sind, gehen diese vor. Die OECD hat einen Leitfaden iiber die humane Behand-
lung von Versuchstieren herausgegeben (14).

Die verwendeten Begriffe sind in Anlage 1 definiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priifsubstanz wird mehreren Gruppen von Versuchstieren iiber einen Zeitraum von 28 Tagen tdglich in
abgestuften Dosen oral verabreicht, und zwar eine Dosisstufe je Gruppe. Wahrend des Verabreichungszeitraums
werden die Tiere taglich sorgfiltig auf Toxizitdtszeichen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Priifung sterben,
und vorzeitig getotete Tiere werden seziert; die nach Abschluss des Tests iiberlebenden Tiere werden getdtet und
ebenfalls seziert. Eine 28-Tage-Studie gibt Aufschluss iiber die Wirkungen einer wiederholten oralen Exposition
und kann Aufschluss dariiber geben, ob weitere Studien iiber lingere Zeitraume erforderlich sind. Sie kann auch
Informationen iiber die Wahl der Konzentrationen fiir Langzeitstudien liefern. Die mit dieser Priifmethode
gewonnenen Daten sollten es ermoglichen, die Toxizitdt der Priifsubstanz zu beschreiben, Aufschluss iiber die
Dosis-Wirkungs-Beziehung zu erhalten und den NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) zu bestimmen.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Die bevorzugte Nagetierart ist die Ratte, aber auch andere Nagetierarten sind geeignet. Wenn die in dieser
Priifmethode B.7 genannten Parameter an einer anderen Nagetierart untersucht werden, ist dies ausfiihrlich zu
begriinden. Es ist zwar biologisch plausibel, dass andere Arten dhnlich auf toxische Stoffe reagieren diirften wie
die Ratte, aber die Verwendung kleinerer Arten kann wegen der technisch schwierigeren Sektion kleinerer
Organe zu grofleren Schwankungen bei den Ergebnissen fithren. Im internationalen Validierungsprogramm fuir
den Nachweis von endokrinen Disruptoren wurde nur die Ratte als Versuchstier verwendet. Es sind junge,
gesunde, adulte Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen zu verwenden. Die weiblichen Tiere diirfen
weder bereits geworfen haben noch momentan trichtig sein. Mit der Dosierung sollte moglichst bald nach dem
Absetzen begonnen werden, auf jeden Fall jedoch, bevor die Tiere 9 Wochen alt sind. Bei Beginn der Studie
sollten die Gewichtsunterschiede der Tiere moglichst gering sein und £ 20 % des geschlechtsspezifischen Durch-
schnittsgewichts nicht tiberschreiten. Wenn eine Studie mit wiederholter oraler Gabe als Vorstudie zu einer
Langzeitstudie durchgefithrt wird, sollten in beiden Studien vorzugsweise Tiere desselben Stamms und derselben
Herkunft verwendet werden.

Haltung und Fiitterung

Bei allen Verfahren sind die ortlichen Standards der Versuchstierpflege einzuhalten. Die Temperatur im Tier-
versuchsraum sollte 22 °C (¢ 3 °C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und —
aufSer beim Reinigen des Raums — 70 % nicht iiberschreiten. Angestrebt werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von
50-60 %. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12
Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, und eine unbe-
grenzte Trinkwasserversorgung ist zu gewahrleisten. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch beeinflusst,
dass eine geeignete Beimischung der Priifsubstanz sichergestellt werden muss, wenn die Priifsubstanz auf diese
Art verabreicht werden soll. Die Tiere sollten in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen untergebracht werden;
sie konnen auch einzeln gehalten werden, wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Bei Gruppenhaltung
sollten maximal funf Tiere in einem Kifig untergebracht sein.

Das Futter ist regelmdfig auf Schadstoffe zu analysieren. Eine Probe des Futters ist bis zur Fertigstellung des
Abschlussberichts aufzubewahren.

Vorbereitung der Tiere

Gesunde, junge, adulte Tiere werden randomisiert und den einzelnen Kontroll- bzw. Behandlungsgruppen
zugeteilt. Die Kifige sollten so angeordnet werden, dass etwaige Einfliisse der Kafigplatzierung minimiert werden.
Die Tiere werden eindeutig gekennzeichnet und vor Beginn der Behandlungsstudie in ihren Kifigen iiber einen
Zeitraum von mindestens fiinf Tagen unter Laborbedingungen eingewohnt.

Herstellung der Dosen

Die Priifsubstanz wird iiber eine Schlundsonde, mit der Nahrung oder dem Trinkwasser verabreicht. Die Methode
der oralen Verabreichung hingt vom Zweck der Studie und von den physikalischen/chemischen/toxikokineti-
schen Eigenschaften der Priifsubstanz ab.

Bei Bedarf wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelost oder suspendiert. Es empfiehlt sich, nach
Moglichkeit zunichst die Verwendung einer wissrigen Losung/Suspension, dann eine Lésung/Suspension in Ol
(z. B. Maisol) und erst dann eine Losung in einem anderen Vehikel in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln
als Wasser miissen seine toxischen Merkmale bekannt sein. Die Stabilitit der Priifsubstanz im Vehikel sollte
bestimmt werden.
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VERFAHREN
Zahl und Geschlecht der Versuchstiere

17. Fir jede Dosisstufe sind mindestens zehn Tiere (finf weibliche und fiinf médnnliche) zu verwenden. Sollen im
Verlauf der Priifung Tiere getotet werden, ist die Zahl der Tiere um die Zahl zu erhohen, die vor Abschluss der
Studie getotet werden sollen. Zur Beobachtung der Reversibilitat, der Persistenz oder des verzogerten Auftretens
toxischer Wirkungen fiir mindestens 14 Tage nach der Behandlung ist die Einbeziehung einer zusitzlichen
Satellitengruppe von zehn Tieren (fiinf je Geschlecht) in der Kontrollgruppe und in der Gruppe mit der hochsten
Dosis in Betracht zu ziehen.

Dosierung

18. Im Allgemeinen sind mindestens drei Priifgruppen und eine Kontrollgruppe zu verwenden; wenn aber angesichts
der Beurteilung anderer Daten bei einer Dosis von 1 000 mg pro kg Korpergewicht und Tag keine Wirkungen zu
erwarten sind, kann ein Limit-Test durchgefihrt werden. Liegen keine entsprechenden Daten vor, kann eine
Dosisfindungsstudie (Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft) durchgefithrt werden, um die zu ver-
wendenden Dosen zu bestimmen. Abgesehen von der Behandlung mit der Priifsubstanz sollen die Tiere in der
Kontrollgruppe unter identischen Bedingungen behandelt werden wie die Versuchstiere in der Priifgruppe. Wird
die Priifsubstanz mit einem Vehikel verabreicht, muss die Kontrollgruppe das Vehikel im hochsten verwendeten
Volumen erhalten.

19. Bei der Wahl der Dosisstufen sind samtliche fiir die Priifsubstanz oder verwandte Stoffe vorliegenden Daten zur
Toxizitdt und (Toxiko-)Kinetik zu beriicksichtigen. Die hochste Dosisstufe ist so zu wihlen, dass zwar toxische
Wirkungen, aber keine Todesfille oder schweres Leiden hervorgerufen werden. Anschliefend ist eine absteigende
Folge von Dosisstufen zu wihlen, um dosisabhidngige Wirkungen und die niedrigste Dosisstufe ohne zu be-
obachtende unerwiinschte Wirkungen (NOAEL) nachzuweisen. Zwei- bis vierfache Abstinde erweisen sich haufig
als optimale Dosisabstufungen, und meist ist eine zusitzliche vierte Priifgruppe der Verwendung von sehr groflen
Dosisabstinden (z. B. um mehr als den Faktor 10) vorzuziehen.

20. Bei allgemeiner Toxizitit (z. B. vermindertes Korpergewicht, Wirkungen auf Leber, Herz, Lungen oder Nieren
usw.) oder anderen Verinderungen, die moglicherweise keine toxischen Reaktionen sind (z. B. verminderte
Futteraufnahme, Lebervergrofferung) sind die beobachteten Wirkungen auf immunologische, neurologische
oder endokrine Endpunkte mit Vorsicht zu interpretieren.

Limit-Test

21. Verursacht die Priifung bei einer Dosisstufe von mindestens 1 000 mg/kg Korpergewicht pro Tag bzw. eine
entsprechende Konzentration im Futter oder Trinkwasser (in Abhingigkeit vom jeweiligen Korpergewicht) unter
Verwendung der fiir diese Studie beschriebenen Verfahren keine feststellbaren toxischen Wirkungen und ist
aufgrund der Daten strukturverwandter Substanzen keine Toxizitdt zu erwarten, kann auf eine vollstindige
Studie mit drei Dosisstufen gegebenenfalls verzichtet werden. Der Limit-Test findet allerdings keine Anwendung,
wenn die Exposition des Menschen die Priifung in einer hoheren Dosisstufe angezeigt erscheinen lassen.

Verabreichung der Dosen

22. Die Tiere erhalten die Priifsubstanz an sieben Tagen in der Woche iiber einen Zeitraum von 28 Tagen. Wird die
Priifsubstanz iiber eine Sonde verabreicht, so sollte dies in einer einmaligen Dosis unter Verwendung einer
Schlundsonde oder einer geeigneten Intubationskaniile erfolgen. Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem
Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hingt von der Grofe des Versuchstiers ab. Das Volumen sollte
1 ml/100 g Korpergewicht nicht tiberschreiten, aufler bei wissrigen Losungen, von denen 2 ml/100 g Korper-
gewicht gegeben werden konnen. Abgesehen von reizenden oder dtzenden Stoffen, die in der Regel bei hoheren
Konzentrationen eine verstirkte Wirkung hervorrufen, ist die Variabilitdt des Priifvolumens dadurch auf ein
Mindestmafl zu reduzieren, dass eine Konzentration gewahlt wird, die auf allen Dosisstufen ein konstantes
Volumen gewahrleistet.

23. Bei mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichten Stoffen ist unbedingt sicherzustellen, dass die Mengen
der jeweiligen Priifsubstanz die normale Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeintrichtigen.
Wenn die Priifsubstanz 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 gewihlte
Verfahrensweise muss angegeben werden. Eine mit einer Schlundsonde verabreichte Dosis sollte jeweils zu
denselben Tageszeiten gegeben und so angepasst werden, dass eine konstante Dosis in Relation zum Korper-
gewicht aufrechterhalten wird. Wenn eine Studie mit wiederholter Gabe als Vorstudie zu einer Langzeitstudie
durchgefithrt wird, sollten die beiden Studien beziiglich des Futters der Tiere vergleichbar sein.

Beobachtungen

24. Die Tiere sollten 28 Tage beobachtet werden. Tiere in einer Satellitengruppe, bei denen Nachfolgebeobachtungen
vorgesehen sind, sollten fiir mindestens weitere 14 Tage ohne Behandlung gehalten werden, um ein verzogertes
Auftreten, die Persistenz oder die Reversibilitit von toxischen Wirkungen festzustellen.

25. Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal tiglich erfolgen, vorzugsweise jeweils zur glei-
chen Zeit und unter Beriicksichtigung des Zeitraums nach der Verabreichung, in dem voraussichtlich der
Wirkungsgipfel zu erwarten ist. Der Gesundheitszustand der Tiere ist zu dokumentieren. Mindestens zweimal
taglich werden alle Tiere auf Erkrankungen oder Todesfille iiberpriift.
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Alle Tiere sollten einmal vor der ersten Exposition (um intraindividuelle Vergleiche zu ermdéglichen) und danach
mindestens einmal wochentlich eingehend klinisch untersucht werden. Die Beobachtungen sind aufSerhalb des
Kifigs, in dem die Tiere gehalten werden, in stets gleicher Umgebung und vorzugsweise stets zur gleichen
Tageszeit vorzunehmen. Sie sind sorgfiltig zu dokumentieren, am besten nach einer speziell vom Priiflabor
entwickelten Bewertungsskala. Durch geeignete Mafnahmen ist sicherzustellen, dass die Priifbedingungen mog-
lichst konstant bleiben und dass die Beobachtungen vorzugsweise von Personen vorgenommen werden, denen
die Behandlung der Tiere nicht bekannt ist. Zu achten ist insbesondere auf Verdnderungen an Haut, Fell, Augen,
Schleimhiuten, auf Sekrete und Exkrete sowie autonome Aktivititen (z. B. Tranensekretion, Piloerektion, Pupil-
lengrofe, ungewohnliche Atemmuster). Gang- und Haltungsstorungen, ferner Reaktionen auf den Umgang mit
den Tieren sowie etwaige klonische oder tonische Bewegungen, Stereotypien (z. B. iibermifSiges Putzen, wieder-
holte Kreisbewegungen) oder abnormes Verhalten (z. B. Selbstverstimmelung, Riickwirtsgehen) sollten auch
dokumentiert werden (2).

In der vierten Expositionswoche sollten die sensorische Reaktivitit auf Reize verschiedener Art (2) (z. B. akus-
tische, visuelle und propriozeptive Reize) (3)(4)(5), die Greifkraft (6) und die motorische Aktivitdt (7) bewertet
werden. Weitere Einzelheiten zu den moglichen Untersuchungen finden sich in der Literatur. Allerdings konnen
auch andere als dort genannte Verfahren angewendet werden.

Die funktionellen Beobachtungen in der vierten Expositionswoche konnen entfallen, wenn es sich um eine
Vorstudie fiir eine nachfolgende Priifung auf subchronische Toxizitit (90 Tage) handelt. In diesem Fall sollten
die funktionellen Beobachtungen im Rahmen dieser Folgestudie vorgenommen werden. Andererseits konnten die
Daten iiber funktionelle Beobachtungen aus der Studie mit wiederholter Verabreichung aber die Wahl der
Dosisstufen fiir eine nachfolgende Priifung auf subchronische Toxizitit erleichtern.

In Ausnahmefillen konnen funktionelle Beobachtungen auch bei Gruppen entfallen, die so starke sonstige
Toxizitdtsanzeichen aufweisen, dass die Leistungen in Funktionstests dadurch signifikant beeintrichtigt wiirden.

Bei der Nekropsie kann der Ostruszyklus aller weiblichen Tiere (fakultativ) durch Vaginalabstriche bestimmt
werden. Diese Beobachtungen geben Aufschluss tiber die Phase des Ostruszyklus zum Zeitpunkt der Tétung und
erleichtern die histologische Beurteilung ostrogenempfindlicher Gewebe [siche Leitfaden zur Histopathologie

19)1.

Korpergewicht und Futter-/Trinkwasseraufnahme

Alle Tiere sind mindestens einmal wochentlich zu wiegen. Die Futteraufnahme wird mindestens wochentlich
gemessen. Wenn die Priiffsubstanz iiber das Trinkwasser verabreicht wird, wird auch die Wasseraufnahme
mindestens einmal wochentlich gemessen.

Himatologische Untersuchung

Die folgenden hidmatologischen Parameter sind am Ende der Priiffung zu bestimmen: Hidmatokrit, Himoglobin-
konzentration, Erythrozytenzahl, Retikulozyten, Gesamt- und Differential-Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl
und Blutgerinnungszeit/-fahigkeit. Wenn die Priifsubstanz oder ihre moglichen Metaboliten oxidierende Eigen-
schaften haben oder diese vermutet werden, sollten zusitzlich die Methimoglobinkonzentration und die Heinz-
Korper bestimmt werden.

Die Blutproben miissen an einer benannten Stelle unmittelbar vor oder bei der Totung der Tiere entnommen
und fachgerecht gelagert werden. In der Nacht vor der Totung sollten die Tiere kein Futter erhalten (1).

Klinisch-biochemische Untersuchungen

Zur Untersuchung der wesentlichen toxischen Wirkungen in Geweben und insbesondere der Wirkungen auf
Leber und Nieren sollten klinisch-biochemische Parameter in Blutproben aller Tiere bestimmt werden, die
unmittelbar vor oder bei der Totung der Tiere (mit Ausnahme von Tieren, die moribund aufgefunden und/oder
vor Beendigung der Studie getotet werden) entnommen werden. Die Plasma- oder Serumuntersuchungen um-
fassen die Parameter Natrium, Kalium, Glucose, Gesamtcholesterin, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtprotein und
Albumin, mindestens zwei Enzyme, die auf hepatozellulire Wirkungen schliefen lassen (wie Alanin-Aminotrans-
ferase, Aspartat-Aminotransferase, alkalische Phosphatase, y-Glutamyltranspeptidase und Glutamatdehydrogenase)
sowie Gallensduren. Die Bestimmung weiterer Enzyme (aus Leber oder anderen Organen) sowie von Bilirubin
kann unter bestimmten Umstidnden ebenfalls wertvolle Hinweise liefern.

Optional konnen in der letzten Woche der Studie am Urin, der zu festgelegten Zeiten gesammelt wird, folgende
Analysebestimmungen durchgefithrt werden: Aussehen, Volumen, Osmolalitit oder spezifisches Gewicht, pH-
Wert, Protein, Glucose und Blut/Blutzellen.

(") Fir eine Reihe von Serum- und Plasmabestimmungen, insbesondere der Glucose, ist eine Futterkarenz der Tiere iiber Nacht zu

empfehlen. Der Hauptgrund dafiir ist, dass die bei fehlender Futterkarenz unweigerlich zunehmende Variabilitit zu einer Maskierung
subtilerer Wirkungen fithren und die Interpretation erschweren konnte. Andererseits jedoch kann die nichtliche Futterkarenz den
allgemeinen Stoffwechsel der Tiere beeinflussen und, insbesondere in Futterstudien, die tigliche Exposition gegen die Priifsubstanz
beeintrichtigen. Wenn man sich fiir die nichtliche Futterkarenz entscheidet, sollten die klinisch-biochemischen Parameter nach Durch-
fithrung der funktionellen Beobachtungen in Woche 4 der Studie bestimmt werden.
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Dariiber hinaus sollten Untersuchungen zur Bestimmung von Plasma- oder Serummarkern fiir eine allgemeine
Gewebsschadigung erwogen werden. Des Weiteren sollten, wenn die bekannten Eigenschaften der Priifsubstanz
im Verdacht stehen, die entsprechenden Stoffwechselprofile zu beeinflussen, die Parameter Calcium, Phosphat,
Triglyzeride, spezifische Hormone und Cholinesterase bestimmt werden. Die jeweiligen Parameter sind je nach
Priifsubstanzklasse bzw. von Fall zu Fall zu bestimmen.

Wenngleich in der internationalen Bewertung der endokrinen Endpunkte kein klarer Vorteil der Bestimmung von
Schilddriisenhormonen (T3, T4) und TSH nachgewiesen werden konnte, kann es hilfreich sein, Plasma- oder
Serumproben zur Messung von T3, T4 und TSH (fakultativ) aufzubewahren, wenn es einen Hinweis auf eine
Wirkung auf die Hypophysen-Schilddriisen-Achse gibt. Diese Proben konnen zur Lagerung bei - 20 °C einge-
froren werden. Die folgenden Faktoren konnen die Variabilitit und die absoluten Konzentrationen der Hormon-
bestimmungen beeinflussen:

— der Zeitpunkt der Totung wegen Schwankungen der Hormonkonzentrationen im Tagesverlauf,

— Methode der Totung, die gewdhlt wird, um tiberméfigen Stress fiir die Tiere zu vermeiden, der die Hormon-
konzentrationen beeinflussen konnte,

— Testkits fiir Hormonbestimmungen mit unterschiedlichen Standardkurven.

Schilddriisenaktive Substanzen konnen durch histopathologische Untersuchungen zuverlissiger identifiziert wer-
den als tiber die Hormonspiegel.

Plasmaproben, die speziell zur Hormonbestimmung vorgesehen sind, sollten immer zur gleichen Tageszeit
gewonnen werden. Es wird empfohlen, die durch histopathologische Verdnderungen der Schilddriise verursachten
T3-, T4- und TSH-Spiegel zu bestimmen. Die verschiedenen im Handel erhéltlichen Assay-Kits konnen bei der
Analyse der Hormonkonzentration unterschiedliche numerische Werte ergeben. Aus diesem Grund konnen
moglicherweise keine Leistungskriterien auf der Grundlage einheitlicher historischer Daten angegeben werden.
Die Labors sollten stattdessen anstreben, die Variationskoeffizienten fiir T3 und T4 unter 25 und fiir TSH unter
35 zu halten. Alle Konzentrationen sind in ng/ml zu protokollieren.

Erweisen sich die Daten aus vorangegangenen Versuchen als ungeeignet, sollte eine Bestimmung hidmatologischer
und klinisch-biochemischer Parameter vor Versuchsbeginn oder vorzugsweise an einer nicht in die Versuchs-
gruppen einbezogenen Gruppe von Tieren in Betracht gezogen werden.

PATHOLOGIE
Makroskopische Untersuchung

Alle an der Studie beteiligten Tiere miissen einer vollstindigen, eingehenden makroskopischen Untersuchung
unterzogen werden, die die sorgfiltige Untersuchung der dufSeren Korperoberfliche, aller Korperoffnungen sowie
der Schidel-, Brust- und Bauchhohlen und ihres Inhalts umfasst. Leber, Nieren, Nebennieren, Hoden, Neben-
hoden, Prostata und Samenblischen mit Koagulationsdriisen als Ganzes, Thymus, Milz, Gehirn und Herz aller
Tiere (mit Ausnahme von Tieren, die moribund aufgefunden undfoder vor Beendigung der Studie getotet
werden) sind in angemessener Form von anhaftendem Gewebe zu befreien, und ihr Nassgewicht ist so rasch
wie moglich nach der Sektion festzustellen, um ein Austrocknen zu verhindern. Bei der Entfernung der anhaf-
tenden Gewebe von der Prostata ist sorgfiltig darauf zu achten, die mit Fliissigkeit gefillten Samenblaschen nicht
zu perforieren. Alternativ kénnen Samenbldschen und Prostata auch nach der Fixierung von anhaftendem
Gewebe befreit und gewogen werden.

Dariiber hinaus konnen fakultativ auch zwei weitere Organe baldmaéglichst nach der Sektion gewogen werden,
um ein Austrocknen zu verhindern: die Ovarien (Nassgewicht) und der Uterus mit Zervix (Anleitung zur
Entfernung und Aufbereitung des Uterusgewebes fiir die Gewichtsbestimmung in OECD TG 440 (18)).

Das Gewicht der Schilddriise (fakultativ) kann nach der Fixierung bestimmt werden. Anhaftendes Gewebe ist sehr
vorsichtig und erst nach der Fixierung zu entfernen, um Gewebeschiden zu vermeiden. Eine Gewebeschadigung
konnte die histopathologische Analyse beeintrichtigen.

Die folgenden Gewebe sind in dem fiir die betreffende Gewebeart und die vorgesehene anschlieende histopa-
thologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel aufzubewahren (siche Nummer 47): alle Ge-
webe mit makroskopischen Verdnderungen, Hirn (typische Regionen einschlieflich Cerebrum, Cerebellum und
Pons), Riickenmark, Auge, Magen, Diinn- und Dickdarm (mit Peyer'schen-Platten), Leber, Nieren, Nebennieren
Milz, Herz, Thymus, Schilddriise, Trachea und Lungen (konserviert durch Inflation mit Fixierungsmittel und
Immersion), Gonaden (Hoden und Ovarien), akzessorische Geschlechtsorgane (Uterus und Zervix, Nebenhoden,
Prostata und Samenbldschen mit Koagulationsdriisen), Vagina,Harnblase,Lymphknoten [je nach Erfahrung des
Labors sollte neben dem proximalsten drainierenden Lymphknoten ein weiterer Lymphknoten entnommen
werden (15)], periphere Nerven (N. ischiadicus oder N. tibialis) vorzugsweise in der Nihe des Muskels, Skelett-
muskel und Knochen mit Knochenmark (Schnitt oder wahlweise ein frisch fixiertes Knochenmarkaspirat). Es wird
empfohlen, die Hoden durch Immersion in Bouin'scher Losung oder modifizierter Davidson-Losung zu fixieren
(16) (17). Damit das Fixierungsmittel rasch eindringen kann, muss die Tunica albuginea an beiden Enden des
Organs vorsichtig und flach mit einer Nadel punktiert werden. Die klinischen und sonstigen Befunde kénnen
weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich machen. Auch Organe, die aufgrund der bekannten Eigenschaften
der Priifsubstanz als mogliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt werden.
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Die folgenden Gewebe konnen wichtige Hinweise auf endokrine Wirkungen geben: Gonaden (Ovarien und
Hoden), akzessorische Geschlechtsorgane (Uterus mit Zervix, Nebenhoden, Samenbldschen mit Koagulations-
driisen, Prostata dorsolateral und ventral), Vagina, Hypophose, ménnliche Brustdriise, Schilddriise und Neben-
nieren. Veranderungen der mannlichen Brustdriisen sind nicht ausreichend dokumentiert, aber dieser Parameter
kann sehr empfindlich auf Stoffe mit dstrogener Wirkung reagieren. Die Beobachtung von nicht unter Nummer
43 genannten Organen/Geweben ist fakultativ (siche Anlage 2).

Der Leitfaden zur Histopathologie (19) enthalt zusitzliche Informationen zur Sektion, Fixierung, Schnittherstel-
lung und Histopathologie endokriner Gewebe.

Das internationale Priifprogramm hat Hinweise darauf ergeben, dass subtile endokrine Wirkungen chemischer
Stoffe, die die Homoostase der Geschlechtshormone geringfiigig beeintrachtigen konnen, eher durch die Storung
der Synchronisation des Ostruszyklus als durch deutliche histopathologische Verinderungen in weiblichen Ge-
schlechtsorganen identifiziert werden konnen. Wenngleich diese Wirkungen nicht eindeutig nachgewiesen wer-
den konnten, wird empfohlen, Hinweise auf eine mogliche Asynchronie des Ostruszyklus bei der Auswertung
der histopathologischen Untersuchung von Ovarien (Follikelzellen, Theca-Zellen und Granulosazellen), Uterus,
Zervix und Vagina zu beriicksichtigen. Falls die Phase des Ostruszyklus durch Vaginalabstriche bestimmt wird,
kann sie auch in diesen Vergleich einbezogen werden.

Histopathologie

Bei allen Tieren der Kontrollgruppe und der Hochdosisgruppe sind die konservierten Organe und Gewebe
umfassend histopathologisch zu untersuchen. Diese Untersuchungen sind auch auf die Tiere aller anderen
Dosisgruppen auszudehnen, wenn behandlungsbedingte Verinderungen in der Hochdosisgruppe festgestellt wer-
den.

Alle makroskopischen Lasionen sind zu untersuchen.

Umfasst eine Priifung auch eine Satellitengruppe, sind bei den Tieren dieser Gruppe die Gewebe und Organe
histopathologisch zu untersuchen, bei denen in den Behandlungsgruppen Wirkungen aufgetreten sind.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

Es sollten Einzeldaten zur Verfiigung gestellt werden. Dartiber hinaus sollten alle Daten in Form einer Tabelle
zusammengefasst werden, aus der fiir jede Priifgruppe folgende Angaben hervorgehen: die Zahl der Tiere bei
Beginn der Priifung und die Zahl der wihrend der Priifung tot aufgefundenen oder aus Tierschutzgriinden
getoteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Totung, die Zahl der Tiere, die Toxizititszeichen
aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten Toxizitdtszeichen, einschlieSlich des Zeitpunkts, zu dem die
toxischen Wirkungen erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads, die Zahl der Tiere mit
Lasionen, die Art der Lisionen und ihr Schweregrad sowie der Prozentsatz der von jeder Lision betroffenen
Tiere.

Wenn moglich, sollen die numerischen Ergebnisse mittels einer geeigneten und allgemein anerkannten statisti-
schen Methode ausgewertet werden. Durch Vergleiche der Wirkungen in einem Dosisbereich sollte die Anwen-
dung multipler t-Tests vermieden werden. Die Statistikmethoden sind bei der Planung der Studie festzulegen.

Fiir die Qualitdtskontrolle wird vorgeschlagen, historische Kontrolldaten zu sammeln und Variationskoeffizienten
fir numerische Daten zu berechnen, insbesondere fiir die Parameter, die mit dem Nachweis der Stérung des
endokrinen Systems zusammenhdngen. Diese Daten konnen fiir Vergleichszwecke verwendet werden, wenn
tatsichliche Studien bewertet werden.

Priifbericht

Der Priifbericht muss folgende Informationen enthalten:

Priifsubstanz:

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften,
— Identifizierungsdaten.

Vehikel (wenn verwendet):

— Begriindung der Wahl des Vehikels, sofern anders als Wasser.
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Versuchstiere:

— Tierart/Stamm,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,

— Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.,

— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn,

— Begriindung fiir die Wahl einer anderen Art als der Ratte.
Priifbedingungen:

— Begriindung der gewihlten Dosisstufen,

— Angaben zur Zubereitungsform der Priifsubstanz/des Futters, der erreichten Konzentration, Stabilitit und
Homogenitit der Zubereitung,

— Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz,

— gegebenenfalls Angaben zur Umrechnung der Konzentration der Priifsubstanz im Futter/Wasser (ppm) in die
entsprechende Dosis (mg/kg Korpergewicht/Tag),

— Angaben zu Futter- und Wasserqualitit.

Untersuchte fakultative Endpunkte

— Liste der untersuchten fakultativen Endpunkte.

Ergebnisse:

— Kérpergewicht/Anderungen des Korpergewichts,

— gegebenenfalls Angaben zur Futter- und Wasseraufnahme,

— Daten der toxischen Reaktionen nach Geschlecht und Dosisstufe, einschlieflich Toxizititszeichen,
— Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (mit Angaben zur Reversibilitit),
— Bewertung von sensorischer Aktivitdt, Greifkraft und motorischer Aktivitit,

— himatologische Parameter mit entsprechenden Ausgangswerten,

— klinisch-biochemische Parameter mit entsprechenden Ausgangswerten,

— Korpergewicht beim Téten der Tiere sowie Organgewichte,

— Sektionsbefunde,

— ausfithrliche Beschreibung aller histopathologischen Befunde,

— Angaben zur Resorption, falls vorliegend,

— statistische Auswertung der Ergebnisse, wenn moglich.

Erorterung der Ergebnisse.

Schlussfolgerungen.
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Anlage 1

DEFINITIONEN

Androgene Wirkung: die Fihigkeit einer Chemikalie, in einem Siugetierorganismus wie ein natiirliches androgenes
Hormon zu wirken (z. B. Testosteron).

Antiandrogene Wirkung: die Fihigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natiirlichen androgenen Hormons (z. B.
Testosteron) in einem Sdugetierorganismus zu unterdriicken.

Antidstrogene Wirkung: die Fihigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natiirlichen 9strogenen Hormons (z. B.
Ostradiol 17f) in einem Siugetierorganismus zu unterdriicken.

Antithyroide Wirkung: die Fihigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natiirlichen Schilddriisenhormons (z. B. T5) in
einem Sdugetierorganismus zu unterdriicken.

Dosierung: cin allgemeiner Begriff, der die Dosis, ihre Haufigkeit und die Dauer der Verabreichung umfasst.

Dosis: die Menge der verabreichten Priifsubstanz. Die Dosis wird ausgedriickt als Masse der Priifsubstanz je Einheit
Korpergewicht des Versuchstiers pro Tag (z. B. mg/kg Korpergewicht/Tag) oder als konstante Konzentration im Futter.

Offensichtliche Toxizitdt: ein allgemeiner Begriff zur Beschreibung deutlicher Toxizititszeichen nach Verabreichung
einer Priifsubstanz. Diese Zeichen sollten fuir eine Bewertung der Gefihrdung ausreichen und so schwerwiegend sein,
dass bei einer Steigerung der verabreichten Dosis die Entwicklung schwerer Toxizititszeichen und der wahrscheinliche
Tod zu erwarten waren.

NOAEL: die Abkiirzung fiir no observed adverse effect level. Dies ist die hochste Dosis, bei der keine schadigenden
behandlungsbedingten Wirkungen festgestellt werden.

Ostrogene Wirkung: die Fihigkeit ciner Chemikalie, in einem Siugetierorganismus wie ein natiirliches Gstrogenes
Hormon zu wirken (z. B. Ostradiol 17£).

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.

Thyroide Wirkung: die Fihigkeit einer Chemikalie, in einem Sdugetierorganismus wie ein natiirliches Schilddriisenhor-
mon (z. B. T3) zu wirken.

Validierung: ein wissenschaftlicher Prozess zur Beschreibung der operationellen Anforderungen und Grenzen einer
Pritfmethode und zum Nachweis ihrer Zuverldssigkeit und Eignung fiir einen bestimmten Zweck.
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Anlage 2

Empfohlene Endpunkte fiir den Nachweis endokriner Disruptoren in dieser Priifmethode b.7

Obligatorische Endpunkte Fakultative Endpunkte
Gewicht
— Hoden — Ovarien
— Nebenhoden — Uterus mit Zervix
— Nebennieren — Schilddriise

— Prostata und Samenbldschen mit Koagulationsdriisen

Histopathologie
— Gonaden: — Vaginalabstriche
— Hoden und — minnliche Brustdriisen
— Ovarien — Hypophyse

— akzessorische Geschlechtsorgane:
— Nebenhoden

— Prostata und Samenbldschen mit Koagulationsdrii-
sen

— Uterus mit Zervix

— Nebenniere
— Schilddriise
— Vagina
Hormonbestimmung
— T3+, T,-Spiegel im Blut
— TSH-Spiegel im Blut
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B.8 PRUFUNG AUF SUBAKUTE TOXIZITAT NACH INHALATION — 28-TAGE-TEST

ZUSAMMENFASSUNG

Diese iiberarbeitete Priifmethode B.8 wurde entwickelt, um die Toxizitit der Priifsubstanz nach wiederholter Ex-
position durch Inhalation iiber einen begrenzten Zeitraum (28 Tage) umfassend zu beschreiben und um Daten fiir die
Bewertung des quantitativen Inhalationsrisikos zu gewinnen. Gruppen von mindestens finf mannlichen und fiinf
weiblichen Nagern werden iiber einen Zeitraum von 28 Tagen 6 Stunden am Tag a) der Priifsubstanz in drei oder
mehr Konzentrationsstufen, b) gefilterter Luft (negative Kontrolle) undfoder ¢) dem Vehikel (Vehikelkontrolle) aus-
gesetzt. Im Allgemeinen werden die Tiere der Priifsubstanz an fiinf Tagen pro Woche ausgesetzt, aber auch sieben
Tage pro Woche sind zuldssig. Es werden immer minnliche und weibliche Tiere gepriift, aber sie konnen unter-
schiedlichen Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, wenn bekannt ist, dass ein Geschlecht empfindlicher auf eine
bestimmte Priifsubstanz reagiert als das andere. Bei dieser Methode hat der Studienleiter die Moglichkeit, Satelliten-
gruppen (Reversibilititspriifung) aufzunehmen sowie eine bronchoalveoldre Lavage (BAL), neurologische Tests, zu-
sdtzliche Klinische Pathologieuntersuchungen und histopathologische Untersuchungen durchzufithren, um die Toxi-
zitdt einer Priifsubstanz besser beschreiben zu kénnen.

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 412 (2009). Die urspriingliche Priifrichtlinie 412 (TG
412) zur subakuten Inhalation wurde 1981 angenommen (1). Diese Priifmethode B.8 (die der tiberarbeiteten TG
412 entspricht) wurde aktualisiert, um dem neuesten Stand der Wissenschaft Rechnung zu tragen und derzeitige
und kiinftige Regulierungsanforderungen zu erfiillen.

2. Die Methode ermoglicht die Beschreibung der schidlichen Wirkungen nach wiederholter tiglicher inhalativer
Exposition gegen eine Priifsubstanz fiir einen Zeitraum von 28 Tagen. Die in Priifungen auf subakute Toxizitdt
nach Inhalation iiber 28 Tage gewonnenen Daten konnen fiir quantitative Risikobewertungen verwendet werden
[wenn im Anschluss keine Priifung auf subchronische Toxizitdt nach Inhalation iiber 90 Tage erfolgt (Kapitel
B.29 dieses Anhangs)]. Die Daten konnen auch Informationen fiir die Wahl der Konzentrationen fiir langer-
fristige Studien wie die Priifung auf subchronische Toxizitit nach Inhalation iiber 90 Tage liefern. Diese Priif-
methode ist nicht speziell fir die Priffung von Nanomaterialien bestimmt. Die im Zusammenhang mit dieser
Priifmethode verwendeten Begriffe werden am Ende dieses Kapitels und im Guidance Document 39 (2) definiert.


http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr_2649_37407_2348794_1_1_1_37407,00.html
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AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Um die Qualitdt der Studie zu verbessern und moglichst wenig Versuchstiere zu verwenden, sollte das Priiflabor
vor Durchfihrung der Studie alle verfiigbaren Informationen iiber die Priifsubstanz beriicksichtigen. Fir die
Auswahl der am besten geeigneten Priifkonzentrationen konnten u. a. Informationen wie die Identitdt, die
chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, Ergebnisse jeglicher In-
vitro- oder In-vivo-Toxizitdtspriifungen, vorgesehene Verwendungen und die Moglichkeit der Exposition des
Menschen, (Q)SAR-Daten und toxikologische Daten iiber strukturverwandte Substanzen sowie Daten aus Ver-
suchen zur Priifung der akuten Toxizitit nach Inhalation herangezogen werden. Falls Neurotoxizitit erwartet
oder im Verlauf der Studie beobachtet wird, kann der Studienleiter beschliefen, geeignete Untersuchungen wie
eine FOB (functional observational battery) und die Messung der motorischen Aktivitit aufzunehmen. Obwohl
die Expositionszeit bei bestimmten Untersuchungen ein kritischer Aspekt sein kann, darf die Durchfithrung
dieser zusitzlichen Versuche die Auslegung der Hauptstudie nicht beeintrichtigen.

Verdiinnungen dtzender oder reizender Priifsubstanzen kénnen in Konzentrationen gepriift werden, die den
gewiinschten Toxizitdtsgrad erzielen [siche GD 39 (2)]. Wenn Versuchstiere diesen Stoffen ausgesetzt werden,
sollten die Zielkonzentrationen so niedrig sein, dass sie keine starken Schmerzen oder Leiden verursachen; sie
sollten aber ausreichen, um die Konzentrations-Wirkungs-Kurve so zu erweitern, dass das regulatorische und
wissenschaftliche Ziel der Priifung erreicht wird. Diese Konzentrationen sollten von Fall zu Fall festgelegt werden,
moglichst auf Basis einer entsprechend ausgelegten Dosisfindungsstudie, die Informationen iiber den kritischen
Endpunkt, eine etwaige Reizschwelle und den Zeitpunkt des Einsetzens der Wirkung liefert (siche Nummern 11,
12 und 13). Die Wahl der Konzentration ist zu begriinden.

Moribunde Tiere oder Tiere, die Anzeichen starker und andauernder Qualen zeigen, sollten tierschutzgerecht
getotet werden. Moribunde Tiere werden 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 abschbaren oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand des OECD Guidance Document on Humane
Endpoints (3).

BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Es sind junge, gesunde, adulte Nagetiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen zu verwenden. Bevor-
zugtes Versuchstier ist die Ratte. Wird eine andere Tierart eingesetzt, ist dies zu begriinden.

Vorbereitung der Tiere

Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch momentan trichtig sein. Am Tag der Rando-
misierung sollten die jungen, adulten Tiere 7 bis 9 Wochen alt sein; ihr Kérpergewicht sollte innerhalb von
+20 % des mittleren Gewichts fir jedes Geschlecht liegen. Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewihlt,
zur individuellen Identifizierung markiert und vor Beginn der Priifung fiir einen Zeitraum von mindestens fiinf
Tagen in ihren Kifigen an die Laborbedingungen gewohnt.

Tierhaltung

Um die Beobachtungen zu erleichtern und Verwechslungen auszuschliefSen, sollten die Tiere moglichst mit einem
subkutanen Transponder einzeln gekennzeichnet werden. Die Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchs-
tiere gehalten werden, sollte 22 + 3 °C betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall im Bereich
zwischen 30 und 70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als Vehikel konnte dies jedoch unméglich sein.
Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen nach Geschlecht und Konzentration in Kifigen
gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro Kifig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere
ermoglichen muss und Verluste aufgrund von Kannibalismus oder Kimpfen minimiert werden sollten. Wenn die
Tiere der Priifsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden sollen, miissen sie moglicherweise an die Restrainer
gewohnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere weder korperlich noch in Bezug auf Wirme oder Fixierung
ibermifig beeintrachtigen. Die Fixierung kann physiologische Endpunkte wie Korpertemperatur (Hyperthermie)
undfoder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn generische Daten zeigen, dass keine derartigen Ver-
anderungen in nennenswertem Ausmafl vorkommen, ist eine Eingewohnung an die Restrainer nicht erforderlich.
Bei der Ganzkorperexposition gegen ein Aerosol sollten die Tiere wihrend der Exposition einzeln untergebracht
sein, damit sie die Priifsubstanz nicht durch das Fell ihrer Kéfiggenossen filtriert einatmen. AufSer wahrend der
Exposition kann herkdmmliches und zertifiziertes Labortierfutter bei uneingeschrinkter Versorgung mit Trink-
wasser verwendet werden. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im
Abstand von 12 Stunden abwechseln.

Inhalationskammern

Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Priifsubstanz und der Gegenstand der Priifung zu
berticksichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die ,Nose-only*-Exposition (dieser Begriff umfasst ,nur Kopf', ,nur
Nase' oder ,nur Schnauze’). Fir die Untersuchung von Fliissigkeits- oder Feststoffacrosolen und fiir Dampfe, die
zu Aerosolen kondensieren konnen, wird im Allgemeinen die ,Nose-only-Exposition bevorzugt. Besondere Zicle
der Untersuchung konnen moglicherweise mit einer Ganzkorperexposition besser erreicht werden, doch dies
sollte im Priifbericht begriindet werden. Um bei Verwendung einer Ganzkorperkammer die Stabilitit der At-
mosphire sicherzustellen, sollte das ,Gesamtvolumen' der Versuchstiere 5 % des Volumens der Kammer nicht
tibersteigen. Die Grundziige der Nose-only- und der Ganzkorperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und
Nachteile sind in GD 39 (2) beschrieben.
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TOXIZITATSSTUDIEN
Grenzkonzentrationen

Anders als bei Studien zur akuten Toxizitdt gibt es bei Priifungen auf subakute Toxizitdt nach Inhalation tiber 28
Tage keine festgelegten Grenzkonzentrationen. Bei der Festlegung der maximalen Priifkonzentration ist Folgendes
zu beachten: 1) die hochste erreichbare Konzentration, 2) das maximale Expositionsniveau von Menschen (;worst
case), 3) die Notwendigkeit, eine ausreichende Sauerstoffversorgung aufrechtzuerhalten, und/oder 4) Tierschutz-
erwdgungen. Gibt es keine auf Daten basierenden Grenzwerte, konnen die akuten Grenzwerte der Verordnung
(EG) Nr.1272/2008 (13) zugrunde gelegt werden (d. h. bis zu einer Hochstkonzentration von 5 mg/l bei
Acrosolen, 20 mg/l bei Dimpfen und 20 000 ppm bei Gasen); siche GD 39 (2). Wenn diese Grenzen bei der
Priifung von Gasen oder hochfliichtigen Priifsubstanzen (z. B. Kaltemitteln) iiberschritten werden miissen, ist dies
zu begriinden. Die Grenzkonzentration muss eine eindeutige Toxizitdt hervorrufen, ohne den Tieren iibermafSi-
gen Stress zu bereiten oder ihre Lebensdauer zu beeintrichtigen (3).

Dosisfindungsstudie

Vor Beginn der Hauptstudie muss moglicherweise eine Dosisfindungsstudie durchgefithrt werden. Diese ist
umfassender als eine Vorstudie, weil sie nicht auf die Wahl der Konzentration begrenzt ist. Die in einer
Dosisfindungsstudie gewonnenen Erkenntnisse konnen zu einer erfolgreichen Hauptstudie fithren. Sie kann z.
B. technische Informationen zu den Analysemethoden, zur Partikelgrofe, zur Erkennung toxischer Mechanismen,
klinische Pathologiedaten und histopathologische Daten sowie Schitzungen moglicher NOAEL- und MTC-Kon-
zentrationen in einer Hauptstudie liefern. Der Studienleiter kann entscheiden, mithilfe der Dosisfindungsstudie
die Schwelle fiir die Reizung der Atemwege (z. B. durch histopathologische Untersuchung der Atemwege,
Lungenfunktionspriifung oder bronchoalveoldre Lavage), die hochste Konzentration, die von den Tieren ohne
iibermifigen Stress toleriert wird, und die Parameter, die die Toxizitdt der Priifsubstanz am besten beschreiben,
zu identifizieren.

Eine Dosisfindungsstudie kann eine oder mehrere Konzentrationsstufen umfassen. Auf jeder Konzentrationsstufe
sollten hochstens drei ménnliche und drei weibliche Tiere der Priifsubstanz ausgesetzt werden. Eine Dosisfin-
dungsstudie sollte mindestens fiinf Tage und im Allgemeinen nicht mehr als 14 Tage dauern. Die Wahl der
Konzentrationen fir die Hauptstudie ist im Priifbericht zu begriinden. Ziel der Hauptstudie ist es, nachzuweisen,
dass eine Beziehung zwischen der Konzentration und der Wirkung besteht, die am voraussichtlich empfindlichs-
ten Endpunkt auftritt. Die niedrigste Konzentration sollte im Idealfall eine Konzentration sein, bei der keine zu
beobachtenden schidlichen Wirkungen auftreten, und die hochste Konzentration sollte eine eindeutige Toxizitat
hervorrufen, ohne den Tieren iibermdfigen Stress zu bereiten oder ihre Lebensdauer zu beeintrichtigen (3).

Bei der Auswahl der Konzentrationsstufen fiir die Dosisfindungsstudie sollten alle verfiigbaren Informationen
beriicksichtigt werden, einschlieflich der Struktur-Wirkungs-Beziehungen und der Daten iiber dhnliche Stoffe
(siehe Nummer 3). Eine Dosisfindungsstudie kann bestitigen/widerlegen, welche Endpunkte nach mechanisti-
schen Kriterien als die empfindlichsten Endpunkte angesehen werden, z. B. die Cholinesterasehemmung durch
Organophosphate, die Methimoglobinbildung durch fiir Erythrozyten toxische Stoffe, Schilddriisenhormone (T3,
T,) im Fall von thyrotoxischen Stoffen, Proteine, LDH oder Neutrophile in bronchoalveoldrer Lavage im Fall
schwach 16slicher unschadlicher Partikel oder lungenreizender Aerosole.

Hauptstudie

Die Hauptstudie zur Priiffung auf subakute Toxizitit umfasst im Allgemeinen drei Konzentrationsstufen sowie,
falls erforderlich, eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrolle und/oder eine Vehikelkontrolle (siche Nummer 17).
Die Festlegung der geeigneten Expositionsstufen sollte sich auf alle verfiigbaren Daten stiitzen, einschlieflich der
Ergebnisse systemischer Toxizitdtspriifungen, des Metabolismus und der Kinetik (hohe Konzentrationsstufen, die
kinetische Prozesse sittigen, sind zu vermeiden). Jede Priifgruppe umfasst mindestens zehn Nagetiere (fiinf
Minnchen und finf Weibchen), die der Priifsubstanz fiir einen Zeitraum von 4 Wochen an fiinf Tagen in
der Woche jeweils 6 Stunden pro Tag ausgesetzt werden (Gesamtdauer der Priifung 28 Tage). Die Tiere konnen
auch an sieben Tagen in der Woche exponiert werden (z. B. wenn inhalierte Arzneimittel gepriift werden). Ist
bekannt, dass ein Geschlecht empfindlicher auf eine bestimmte Priifsubstanz reagiert, konnen die Geschlechter
unterschiedlichen Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, um die Konzentrations-Wirkungs-Bezichung genauer
zu bestimmen (siche Nummer 15). Wenn fiir eine ,Nose-only-Exposition andere Nagetierarten als Ratten ver-
wendet werden, kann die maximale Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu mini-
mieren. Eine Expositionsdauer von weniger als 6 Stunden/Tag oder die Notwendigkeit einer Ganzkorperexpo-
sitionsstudie mit Langzeitexposition (z. B. 22 Stunden/Tag) ist zu begriinden [siche GD 39 (2)]. Wihrend der
Exposition sollte kein Futter verabreicht werden, es sei denn die Exposition dauert linger als 6 Stunden. Wasser
kann wahrend einer Ganzkorperexposition jederzeit angeboten werden.

Die gewihlten Zielkonzentrationen sollen es ermdglichen, die Zielorgane zu identifizieren und eine deutliche
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zu belegen:

— Die hohe Konzentrationsstufe sollte toxische Wirkungen hervorrufen, aber keine anhaltenden Symptome
oder Todesfille verursachen, die eine Auswertung der Ergebnisse beeintrichtigen wiirden.

— Der Abstand zwischen den mittleren Konzentrationsstufen muss eine Abstufung der toxischen Wirkungen
zwischen der niedrigen und der hohen Konzentration ermdoglichen.

— Die untere Konzentrationsstufe sollte praktisch keine Toxizititszeichen hervorrufen.
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Satellitenstudie (Reversibilitit)

16. Es kann eine Satellitenstudie durchgefithrt werden, um die Tiere fiir einen angemessenen Zeitraum nach der
Behandlung (mindestens 14 Tage) auf Reversibilitdt, Persistenz oder ein verzogertes Auftreten von Toxizitdt zu
beobachten. Satellitengruppen bestehen aus fiinf mannlichen und funf weiblichen Tieren, die der Prifsubstanz
gleichzeitig mit den Versuchstieren der Hauptstudie ausgesetzt werden. Dabei sollten sie der Priifsubstanz auf der
hochsten Konzentrationsstufe ausgesetzt werden; erforderlichenfalls sollte es auch gleichzeitige Luft- und/oder
Vehikelkontrollen geben (siche Nummer 17).

Kontrolltiere

17. Eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrollgruppe ist genauso zu behandeln wie die Priifgruppe, aufler dass die
Tiere nicht der Priifsubstanz, sondern gefilterter Luft ausgesetzt werden. Wenn die Priifatmosphire mithilfe von
Wasser oder einem anderen Stoff erzeugt wird, ist statt der negativen (Luft-)Kontrollgruppe eine Vehikelkontroll-
gruppe zu verwenden. Wenn maoglich sollte Wasser als Vehikel benutzt werden. In diesem Fall sind die Tiere Luft
mit derselben relativen Luftfeuchtigkeit auszusetzen wie die exponierten Gruppen. Das geeignete Vehikel ist auf
der Grundlage einer geeigneten Vorstudie oder von historischen Daten auszuwihlen. Ist die Toxizitdt eines
Vehikels unklar, kann der Studienleiter beschliefen, sowohl eine negative (Luft-)Kontrolle als auch eine Vehikel-
kontrolle zu verwenden; hiervon wird jedoch dringend abgeraten. Wenn historische Daten belegen, dass ein
Vehikel nicht toxisch ist, besteht keine Notwendigkeit fiir eine negative (Luft-)Kontrollgruppe und es sollte nur
eine Vehikelgruppe verwendet werden. Ergibt eine Vorstudie einer in einem Vehikel formulierten Priifsubstanz,
dass keine Toxizitdt vorliegt, ist das Vehikel folglich in der gepriiften Konzentration nicht toxisch, und diese
Vehikelkontrolle sollte verwendet werden.

EXPOSITIONSBEDINGUNGEN
Verabreichung der Konzentrationen

18. Die Tiere werden der Priifsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer Kombination dieser Formen
ausgesetzt. Der zu priiffende Aggregatzustand hingt von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priif-
substanz, der gewihlten Konzentration und/oder der physikalischen Form ab, in der die Priifsubstanz bei der
Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und chemisch reaktive Priifsub-
stanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit gepriift werden. Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosions-
fihigen Konzentrationen erzeugt werden. Bei Partikeln kann die Partikelgrofle durch mechanische Prozesse
verringert werden. GD 39 (2) enthilt nihere Hinweise.

Partikelgrolenverteilung

19. Bei allen Aerosolen und bei Dampfen, die zu Aerosolen kondensieren konnen, sollte die PartikelgrofSe bestimmt
werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der Priifsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere
aerodynamische Massendurchmesser (Mass Median Aerodynamic Diameter — MMAD) von 1 bis 3 pm mit einer
geometrischen Standardabweichung (o,) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (4). Wenngleich nach Moglichkeit versucht
werden sollte, diese Werte zu erreicﬁen, ist Fachwissen erforderlich, falls sie nicht erzielt werden konnen.
Metalldampfpartikel konnen z. B. unter diesen Werten liegen, geladene Partikel und Fasern dagegen koénnen
diese Werte iiberschreiten.

Vorbereitung der Priifsubstanz in einem Vehikel

20. Im Idealfall sollte die Priifsubstanz ohne ein Vehikel gepriift werden. Wenn fiir die Erzeugung einer geeigneten
Priifsubstanzkonzentration oder Partikelgrofe ein Vehikel verwendet werden muss, ist Wasser zu bevorzugen.
Wird eine Priifsubstanz in einem Vehikel gelost, so ist seine Stabilitit nachzuweisen.

UBERWACHUNG DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN
Luftstrom in der Inhalationskammer

21. Der Luftstrom durch die Kammer sollte wahrend jeder Exposition sorgfiltig geregelt, kontinuierlich iiberwacht
und mindestens stiindlich protokolliert werden. Die Echtzeit-Uberwachung der Konzentration (oder zeitliche
Stabilitdt) der Priifatmosphire ist eine integrale Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die
Moglichkeit, alle relevanten dynamischen Inhalationsparameter zu messen. Wenn die Konzentration in Echtzeit
iberwacht wird, kann die Frequenz der Messung der Luftstrome auf eine einzige Messung je Exposition und Tag
reduziert werden. Es sollte besonders darauf geachtet werden, das erneute Einatmen in ,Nose-only*-Expositions-
kammern zu vermeiden. Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 19 % betragen, und die Kohlendioxid-
konzentration sollte 1 % nicht iiberschreiten. Gibt es Grund zu der Annahme, dass diese Werte nicht eingehalten
werden konnen, sind die Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentrationen zu messen. Wenn die Messungen am
ersten Expositionstag die richtigen Werte dieser Gase bestdtigen, sollten keine weiteren Messungen erforderlich
sein.

Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in der Inhalationskammer

22. Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 + 3 °C betragen. Sowohl bei der ,Nose-only*- als auch bei der
Ganzkorperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit im Atembereich der Tiere kontinuierlich iiberwacht und
wihrend jeder Exposition moglichst stiindlich dokumentiert werden. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte moglichst
zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch moglicherweise nicht erreichbar ist (z. B. bei der Priifung von
wasserbasierten Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit der Priifmethode nicht gemessen werden
kann.
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30.

Priifsubstanz: nominale Konzentration

Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte moglichst berechnet und protokolliert werden. Die
nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten Priifsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch
die Inhalationskammer geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet;
vielmehr gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsichlichen Konzentration Aufschluss iiber
die Effizienz des Priifsystems bei der Erzeugung der Priifkonzentration und kann daher fir die Aufdeckung von
Problemen bei dieser Erzeugung verwendet werden.

Priifsubstanz: tatsichliche Konzentration

Die tatsdchliche Konzentration ist die Konzentration der Priifsubstanz im Atembereich der Tiere in einer
Inhalationskammer. Die tatsichlichen Konzentrationen konnen entweder durch spezifische Methoden (z. B.
direkte Probenahme, adsorptive Methoden oder chemische Reaktionsverfahren mit anschlieender analytischer
Charakterisierung) oder durch unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die gravimetrische
Methode ist lediglich fiir Aerosole mit nur einem Bestandteil in Pulverform oder Aerosole von Fliissigkeiten mit
geringer Fliichtigkeit akzeptabel und sollte sich auf geeignete, vor der Studie zu erstellende und fiir die Priif-
substanz spezifische Beschreibungen stiitzen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren Bestandteilen in
Pulverform kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu muss jedoch mit Analysedaten belegt werden,
dass die Schwebstoffe eine dhnliche Zusammensetzung haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben
nicht vor, muss die Priffsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) moglicherweise im Verlauf der Studie in
regelmifdigen Abstinden neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, die verdunsten oder sublimieren
konnen, sollte gezeigt werden, dass alle Phasen von der gewahlten Methode erfasst wurden.

Fiir die gesamte Dauer der Studie sollte moglichst eine Partie der Priifsubstanz verwendet werden; die Probe sollte
unter Bedingungen aufbewahrt werden, die ihre Reinheit, Homogenitit und Stabilitit gewéhrleisten. Die Priif-
substanz sollte vor Beginn der Studie mit Angaben zur Reinheit und, falls technisch machbar, zur Identitit sowie
zu den Mengen identifizierter Schadstoffe und Verunreinigungen beschrieben werden. Hierzu kénnen unter
anderem die folgenden Daten verwendet werden: Retentionszeit und relative Peakfliche, durch Massenspektro-
metrie oder Gaschromatographie bestimmtes Molekulargewicht oder andere Werte. Das Priiflabor ist zwar nicht
fur die Identitdt der Probe verantwortlich, doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung des Auftraggebers
zumindest in gewissen Grenzen (z. B. Farbe, physikalische Beschaffenheit usw.) iiberpriift.

Die Expositionsatmosphire ist so konstant wie moglich zu halten. Um die Stabilitdt der Expositionsbedingungen
nachzuweisen, kann ein Echtzeitiiberwachungsgerdt verwendet werden, z. B. ein Aerosol-Photometer fiir Aero-
sole oder ein Gesamtkohlenwasserstoff-Analysator (THC) fiir Dampfe. Die tatsichliche Konzentration in der
Kammer sollte an jedem Expositionstag fiir jede Expositionsstufe mindestens dreimal gemessen werden. Falls
dies wegen geringer Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht mdglich ist, reicht eine Probe je
Expositionsperiode. Im Idealfall sollte diese Probe dann iiber die gesamte Expositionszeit gewonnen werden. Die
einzelnen Proben der Konzentration in der Kammer sollten bei Gasen und Dampfen nicht mehr als + 10 % und
bei Fliissig- oder Feststoffacrosolen nicht mehr als £ 20 % von der mittleren Kammerkonzentration abweichen.
Die Zeit bis zum Erreichen eines Gleichgewichts in der Kammer (tos) ist zu berechnen und zu dokumentieren.
Die Expositionsdauer erstreckt sich iiber den Zeitraum, in dem die Priifsubstanz erzeugt wird. Dies schlieft die
Zeiten zur Erreichung des Gleichgewichts in der Kammer (to5) und zum Abbau der Konzentrationen ein. GD 39
(2) enthalt Hinweise zur Einschdtzung von tos.

Bei sehr komplexen Mischungen aus Gasen/Diampfen und Aerosolen (z. B. Verbrennungsatmosphdren und
Priffsubstanzen, die aus hierzu bestimmten Endverbraucherprodukten/-gerdten gespritht werden) kann sich
jede Phase in einer Inhalationskammer anders verhalten. Daher sollte mindestens eine Indikatorsubstanz (Analyt),
normalerweise der wichtigste Wirkstoff in der Mischung, von jeder Phase (Gas/Dampf und Aecrosol) ausgewidhlt
werden. Wenn die Priifsubstanz eine Mischung ist, sollte die Analysekonzentration fiir die gesamte Mischung und
nicht nur fir den Wirkstoff oder die Indikatorsubstanz (Analyt) dokumentiert werden. Weitere Informationen zu
tatsichlichen Konzentrationen sind in GD 39 (2) zu finden.

Priifsubstanz: Partikelgroflenverteilung

Die Partikelgrofenverteilung von Aerosolen sollte auf jeder Konzentrationsstufe mindestens wochentlich mit
einem Kaskaden-Impaktor oder einem anderen Messgerit wie einem APS bestimmt werden. Kann nachgewiesen
werden, dass die mit einem Kaskaden-Impaktor und dem alternativen Messgerit erzielten Ergebnisse gleichwertig
sind, so kann das alternative Instrument wihrend der gesamten Studie verwendet werden.

Paralle] zum Hauptinstrument ist ein zweites Gerdt wie ein Gravimetriefilter oder eine Gaswaschflasche zu
verwenden, um den Abscheidegrad des Hauptinstruments zu bestitigen. Die durch die Partikelgrofenanalyse
bestimmte Massenkonzentration sollte innerhalb vertretbarer Grenzen um die durch die Filteranalyse bestimmte
Massenkonzentration liegen [siche GD 39 (2)]. Wenn die Gleichwertigkeit bei allen gepriiften Konzentrationen
zu Beginn der Studie nachgewiesen werden kann, kann auf weitere bestitigende Messungen verzichtet werden.
Aus Tierschutzgriinden sollten Vorkehrungen getroffen werden, um unklare Daten zu minimieren, die dazu
fithren konnten, dass eine Studie wiederholt werden muss.

Wenn die Moglichkeit besteht, dass Dampfkondensation zur Bildung eines Aerosols fithren kann, oder wenn in
einer Dampfatmosphire mit dem Potenzial fiir gemischte Phasen Partikel nachgewiesen werden, sollte eine
Partikelgrofenbestimmung fir Dimpfe vorgenommen werden.
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BEOBACHTUNGEN

Die Tiere sollten vor, wihrend und nach der Exposition auf klinische Zeichen beobachtet werden. Je nach
Reaktion der Tiere wahrend der Exposition konnen hdufigere Beobachtungen angezeigt sein. Wenn die Be-
obachtung der Tiere durch die Verwendung von Restrainern, wegen schlecht beleuchteter Ganzkorperkammern
oder getriibter Atmosphdre erschwert ist, sind die Tiere nach der Exposition sorgfiltig zu beobachten. Durch
Beobachtungen vor der Exposition am folgenden Tag kann beurteilt werden, ob toxische Wirkungen sich
zuriickgebildet oder verschlimmert haben.

Samtliche Beobachtungen werden in Einzelprotokollen dokumentiert, die fiir jedes Tier gefithrt werden. Wenn
Tiere aus humanen Griinden getotet werden oder ihr Tod festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau
wie moglich registriert werden.

Die Beobachtungen der Tiere sollten sich insbesondere auf Verdnderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhauten,
des Atmungs- und Kreislaufsystems, des Nervensystems sowie auf Somatomotorik und Verhaltensmuster erstre-
cken. Besonderes Augenmerk ist auf Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrhd, Lethargie, Schlaf und Koma zu
richten. Die Messung der Rektaltemperatur kann zusitzliche Belege fiir mit der Behandlung oder Unterbringung
zusammenhingende Reflex-Bradypnoe oder Hypo-[Hyperthermie liefern. Dariiber hinaus konnen zusitzliche
Aspekte wie Kinetik, Biomonitoring, Lungenfunktion, Retention schlecht loslicher Stoffe, die im Lungengewebe
akkumulieren, und Verhaltensstorungen in das Studienprotokoll aufgenommen werden.

KORPERGEWICHT

Das Korpergewicht der einzelnen Tiere sollte kurz vor der ersten Exposition (Tag 0), danach zweimal wochent-
lich (z. B. freitags und montags, um die Erholung wihrend eines expositionsfreien Wochenendes nachzuweisen,
oder in einem Zeitintervall, das die Beurteilung der systemischen Toxizitit ermdglicht) und zum Zeitpunkt des
Todes oder der Totung dokumentiert werden. Treten in den ersten zwei Wochen keine Wirkungen auf, kann das
Korpergewicht wihrend der restlichen Studiendauer wochentlich gemessen werden. Satellitentiere (Reversibilitéts-
prifung) (falls verwendet) sollten wihrend der gesamten Erholungsphase weiterhin wochentlich gewogen werden.
Am Ende der Studie sollten alle Tiere kurz vor der Tétung gewogen werden, um eine objektive Berechnung der
Organ-Korpergewicht-Verhiltnisse zu ermdglichen.

FUTTER- UND WASSERAUFNAHME

Die Futteraufnahme sollte wochentlich gemessen werden. Auch die Wasseraufnahme kann gemessen werden.

KLINISCHE PATHOLOGIE

An allen Tieren, auch an Kontroll- und Satellitentieren (Reversibilitatpriifung), sollten klinische Pathologieunter-
suchungen durchgefiihrt werden, wenn sie getotet werden. Der Zeitraum zwischen dem Ende der Exposition und
der Blutentnahme ist zu protokollieren, insbesondere wenn der betreffende Endpunkt rasch zu seinem urspriing-
lichen Wert zuriickkehrt. Fiir Parameter mit einer kurzen Plasmahalbwertszeit (z. B. COHb, CHE und MetHb) ist
die Probenahme nach Ende der Exposition angezeigt.

In Tabelle 1 sind die im Allgemeinen fir alle Toxikologiestudien erforderlichen klinischen Pathologieparameter
aufgefiihrt. In der Regel ist eine Urinanalyse nicht notwendig, kann aber durchgefithrt werden, wenn sie wegen
erwarteter oder festgestellter Toxizitét fur niitzlich gehalten wird. Der Studienleiter kann beschliefSen, zusatzliche
Parameter zu bestimmen, um die Toxizitdt einer Priifsubstanz genauer zu beschreiben (z. B. Cholinesterase,
Lipide, Hormone, Sdure-Basen-Gleichgewicht, Methimoglobin oder Heinz-Kérper, Creatin-Kinase, Verhiltnis von
myeloiden zu erythroiden Zellen, Troponin, arterielle Blutgase, Lactatdehydrogenase, Sorbitdehydrogenase, Glu-
tamatdehydrogenase und y-Glutamyltranspeptidase).

Tabelle 1

Klinische Standardpathologieparameter

Hamatologische Untersuchung

Erythrozytenzahl Gesamtleukozytenzahl
Hamatokrit Differentialleukozytenzahl
Hiamoglobinkonzentration Thrombozytenzahl

Mittleres korpuskuldres Himoglobin Gerinnungsfahigkeit (einen Wert wahlen):
Mittleres Erythrozyteneinzelvolumen — Prothrombinzeit

Mittlere korpuskulire Himoglobinkonzentration — Blutgerinnungszeit

Retikulozyten — Partielle Thromboplastinzeit
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Klinische Chemie

Glucose (¥) Alanin-Aminotransferase
Gesamtcholesterin Aspartat-Aminotransferase
Triglyceride Alkalische Phosphatase
Harnstoff-N Kalium

Gesamtbilirubin Natrium

Kreatinin Calcium

Gesamtprotein Phosphor

Albumin Chlorid

Globulin

Urinuntersuchung (fakultativ)

Aussehen (Farbe und Triibung) Gesamtprotein
Menge Glucose
Spezifisches Gewicht oder Osmolaritit Blut/Blutzellen
pH-Wert

(*) Da ein lingerer Futterentzug die Glucosemessungen bei den behandelten gegeniiber den Kontrolltieren verzerren kann, sollte
der Studienleiter entscheiden, ob eine Futterkarenz angezeigt ist. Die Dauer des Futterentzugs muss auf die verwendete Art
abgestimmt sein; bei der Ratte kann sie 16 Stunden betragen (ndchtliche Futterkarenz). Der Niichternglucosewert kann nach
nichtlicher Futterkarenz in der letzten Expositionswoche oder nach nichtlicher Futterkarenz vor der Nekropsie (in letzterem
Fall zusammen mit allen anderen klinischen Pathologieparametern) bestimmt werden.

Gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass die unteren Atemwege (d. h. die Alveolen) die Hauptablagerungs- und
Retentionsorte sind, kann die bronchoalveoldre Lavage (BAL) die Methode der Wahl sein, um hypothesenbasierte
Dosis-Wirkungs-Parameter quantitativ zu analysieren, wobei Alveolitis, Lungenentziindung und Phospholipidose
im Vordergrund stehen. Auf diese Weise konnen Verdnderungen der Dosis-Wirkungs-Beziehung und des zeit-
lichen Verlaufs alveoldrer Lisionen angemessen untersucht werden. Die BAL-Fliissigkeit kann auf Gesamt- und
Differenzialleukozytenzahl, Gesamtprotein und Laktatdehydrogenase analysiert werden. In Betracht gezogen
werden konnen auch Parameter, die auf lysosomale Schdden, Phospholipidose, Fibrose und reizende oder al-
lergische Entziindung hindeuten; dazu kann auch die Bestimmung entziindungsfordernder Zytokine/Chemokine
gehoren. BAL-Messungen dienen im Allgemeinen zur Ergidnzung der Ergebnisse histopathologischer Unter-
suchungen, kénnen sie aber nicht ersetzen. Eine Anleitung zur Durchfithrung der Lungenlavage ist in GD 39
(2) enthalten.

MAKROSKOPISCHE PATHOLOGIE UND ORGANGEWICHTE

Alle Versuchstiere, einschlieflich der Tiere, die wihrend der Priifung sterben oder aus Tierschutzgriinden getotet
und aus der Studie genommen werden, sind (falls moglich) vollstindig zu entbluten und auf makroskopische
Verdnderungen zu untersuchen. Der Zeitabstand zwischen dem Ende der letzten Exposition eines Tiers und
seiner Totung ist zu dokumentieren. Kann die Nekropsie nicht unmittelbar nach Auffinden eines toten Tieres
erfolgen, sollte der Korper auf eine Temperatur gekithlt (nicht eingefroren) werden, die tief genug ist, um die
Autolyse zu minimieren. Die Nekropsie ist baldmoglichst, in der Regel innerhalb von einem oder zwei Tagen
durchzufithren. Alle makroskopischen Veridnderungen sollten fiir jedes Tier protokolliert werden, wobei beson-
ders auf Verdnderungen der Atemwege zu achten ist.

In Tabelle 2 sind die Organe und Gewebe aufgefiihrt, die bei der Nekropsie zur histopathologischen Unter-
suchung in einem geeigneten Medium aufbewahrt werden sollten. Die Aufbewahrung der in [Klammern] ge-
setzten Organe und Gewebe sowie aller sonstigen Organe und Gewebe liegt im Ermessen den Studienleiters. Die
durch Fettdruck hervorgehobenen Organe sind so bald wie moglich nach der Sektion von anhaftendem Gewebe
zu befreien und feucht zu wiegen, um ein Austrocknen zu verhindern. Die Schilddriise und die Nebenhoden sind
nur zu wiegen, wenn dies notwendig ist, da ihre Befreiung von anhaftendem Gewebe die histopathologische
Bewertung erschweren kann. Gewebe und Organe sind unmittelbar nach der Nekropsie und je nach verwende-
tem Fixierungsmittel mindestens 24-48 Stunden vor der Befreiung von anhaftendem Gewebe in 10 %ig gepuf-
fertem Formalin oder einem anderen geeigneten Fixierungsmittel zu fixieren.
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Tabelle 2

Bei der Nekropsie aufbewahrte Organe und Gewebe

Nebennieren Samenblidschen

Knochenmark (undfoder frisches Aspirat) Riickenmark (zervical, mittlerer Thoraxbereich und
lumbar)

Gehirn (mit Schnitten von Cerebrum, Cerebellum

und Medulla/Pons) Milz

[Augen (Netzhaut, Sehnerv) und Lider] Magen

Herz Hoden

Nieren
Thymus

Larynx (3 Ebenen, 1 Ebene, die die Basis der Epiglottis

enthalt) Schilddriise

Leber Trachea (mindestens 2 Ebenen mit einem Lingsschnitt

durch die Cari d1 hnitt
Lunge (alle Lungenlappen auf einer Ebene, einschlief3- urch die Carina und 1 Querschnitt)

lich der Hauptbronchien) [Harnblase]

Lymphknoten aus der Hilusregion der Lunge, ins-
besondere bei schlecht loslichen Priifsubstanzen, die
in Partikelform vorliegen. Fiir griindlichere Unter- ) .
suchungen und/oder Studien mit immunologischem Alle makroskopischen Verdnderungen
Schwerpunkt koénnen zusdtzliche Lymphknoten in
Betracht gezogen werden, z. B. aus der mediastinalen,
der cervicalen/submandibuliren und/oder der auriku-
laren Region.

Uterus

Nasopharyngeale Gewebe (mindestens 4 Ebenen; 1
Ebene muss den Nasen-Rachen-Gang und das Lymph-
gewebe des Nasen-Rachen-Raums (NALT) umfassen.

Speiserohre
[Riechkolben]

Ovarien

Die Lungen sind in intaktem Zustand zu entfernen, zu wiegen und mit einem geeigneten Fixierungsmittel bei
einem Druck von 20-30 cm Wasser zu behandeln, damit die Lungenstruktur erhalten bleibt (5). Die Schnitte
werden bei allen Lungenlappen auf einer Ebene einschlieflich der Hauptbronchien hergestellt; wenn eine Lun-
genlavage durchgefithrt wird, ist der nicht gewaschene Lappen jedoch auf drei Ebenen zu schneiden (keine
seriellen Schnitte).

Mindestens vier Ebenen der nasopharyngealen Gewebe sind zu untersuchen; eine der Ebenen sollte den Nasen-
Rachen-Gang umfassen (5, 6, 7, 8, 9), damit das Plattenepithel, das (nicht Zilien-tragende respiratorische)
Ubergangsepithel, das (Zilien-tragende respiratorische) Flimmerepithel und das Riechepithel sowie das Lymph-
gewebe (NALT; 10,11) griindlich untersucht werden konnen. Drei Ebenen des Larynx sind zu untersuchen; eine
dieser Ebenen sollte die Basis der Epiglottis enthalten (12). Mindestens zwei Ebenen der Trachea sind zu unter-
suchen, darunter ein Lingsschnitt durch die Carina der Bifurkation der extrapulmonalen Bronchien und ein
Querschnitt.

HISTOPATHOLOGIE

Die in Tabelle 2 aufgefithrten Organe und Gewebe der Tiere in der Kontrollgruppe und der Gruppe mit der
hochsten Konzentration und aller wihrend der Studie gestorbenen oder getdteten Tiere sollten histopathologisch
untersucht werden. Besonderes Augenmerk ist auf Atemwege, Zielorgane und makroskopische Veridnderungen zu
richten. Die Organe und Gewebe, die in der hochsten Konzentrationsgruppe makroskopische Verdnderungen
aufweisen, sollten in allen Gruppen untersucht werden. Der Studienleiter kann beschlieBen, histopathologische
Untersuchungen bei zusitzlichen Gruppen durchzufithren, um eine eindeutige Konzentrationswirkung nach-
zuweisen. Umfasst eine Priifung auch eine Satellitengruppe (Reversibilitdtspriifung), sind alle Gewebe und Organe
histopathologisch zu untersuchen, bei denen in den Behandlungsgruppen Wirkungen aufgetreten sind. Treten in
der Gruppe mit der hochsten Konzentration ibermifig viele frithzeitige Todesfélle oder andere Probleme auf, die
die Signifikanz der Daten beeintrachtigen, so ist die Gruppe mit der nichstniedrigeren Konzentration histopa-
thologisch zu untersuchen. Man sollte versuchen, die makroskopischen Befunde mit den Ergebnissen der mi-
kroskopischen Untersuchung zu korrelieren.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

Korpergewichte, Futteraufnahme, Ergebnisse der klinischen Pathologie, makroskopische Befunde, Organgewichte
und Ergebnisse der Histopathologie sind fiir die einzelnen Tiere anzugeben. Die Daten der klinischen Beobach-
tung sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Daraus miissen fiir jede Priifgruppe die Anzahl der ver-
wendeten Tiere, die Anzahl der Tiere mit spezifischen Toxizititszeichen, die Anzahl der Tiere, die wihrend der
Prifung tot aufgefunden oder vorzeitig getotet wurden, der Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, eine Beschrei-
bung und der zeitliche Verlauf der toxischen Wirkungen und deren Reversibilitit sowie die Sektionsbefunde
ersichtlich sein. Sowohl die quantitativen als auch die gelegentlich erzielten Ergebnisse sind anhand eines
geeigneten statistischen Verfahrens zu bewerten. Hierzu ist eine allgemein anerkannte Statistikmethode heran-
zuzichen; die Statistikmethoden sind bei der Auslegung der Studie festzulegen.

Priifbericht

Der Priifbericht sollte, soweit zutreffend, die folgenden Informationen enthalten:
Versuchstiere und Tierhaltung

— Beschreibung der Haltungsbedingungen mit Angaben zu Anzahl (oder Verinderung der Anzahl) der Tiere je
Kifig, Einstreu, Umgebungstemperatur und relativer Luftfeuchtigkeit, Photoperiode und Futter,

— Art/Stamm und Begriindung fiir die Verwendung einer anderen Art als der Ratte; Daten zur Herkunft der
Tiere und historische Daten kénnen angegeben werden, wenn sie von Tieren mit dhnlichen Expositions-,
Unterbringungs- und Futterkarenzbedingungen stammen,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,
— Randomisierungsmethode,

— Beschreibung etwaiger Vorbereitung vor der Priifung, einschlieflich Erndhrung, Quarantine und Behandlung
von Krankheiten.

Priifsubstanz

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn mafgeblich, physikalisch-chemische Eigenschaften (ein-
schlieflich Isomerisierung),

— Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer (Chemical Abstract Services), falls bekannt.
Vehikel
— Begriindung fiir die Verwendung eines Vehikels sowie fiir die Wahl des Vehikels (falls nicht Wasser),

— historische oder parallel erzeugte Daten, die belegen, dass das Vehikel keinen Einfluss auf das Ergebnis der
Studie hat.

Inhalationskammer
— ausfithrliche Beschreibung der Inhalationskammer mit Angabe des Volumens sowie ein Diagramm,

— Herkunft und Beschreibung der fiir die Exposition der Tiere sowie fiir die Erzeugung der Atmosphire
verwendeten Ausriistung,

— Ausriistung fiir die Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Partikelgrofe und tatsichlicher Konzentration,
— Herkunft der Luft und Klimatisierungssystem,

— fir die Kalibrierung der Ausriistung verwendete Methoden, um eine homogene Priifatmosphire sicherzustel-
len,

— Druckunterschied (positiv oder negativ),

— Expositions-Offnungen je Kammer (Nose-only-Exposition); Anordnung der Tiere in der Kammer (Ganz-
korperexposition),
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— Stabilitdt der Priifatmosphire,

— Lage von Temperatur- und Feuchtigkeitssensoren und Ort der Probenahme der Priifatmosphire in der
Kammer,

— Behandlung der zugefithrten/entzogenen Luft,

— Luftdurchflussraten, Luftdurchflussrate/Expositions-Offnung (Nose-only-Exposition) oder Anzahl der Tiere je
Kammer (Ganzkorperexposition),

— Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts in der Inhalationskammer (tys),
— Zahl der Volumeninderungen pro Stunde,

— Messgerite (falls zutreffend).

Expositionsdaten

— Begriindung fiir die Wahl der Zielkonzentration in der Hauptstudie,

— nominale Konzentrationen (Gesamtmasse der in die Inhalationskammer eingeleiteten Priifsubstanz dividiert
durch das Volumen der durch die Kammer geleiteten Luft),

— im Atembereich der Tiere ermittelte tatsichliche Konzentrationen der Priifsubstanz; bei Gemischen mit
heterogenen physikalischen Formen (Gase, Dimpfe, Aerosole) kann jede Form getrennt analysiert werden,

— alle Luftkonzentrationen sollten in Masseneinheiten (z. B. mg/l, mg/m> usw.) und nicht in Volumeneinheiten
(z. B. ppm, ppb usw.) angegeben werden,

— Partikelgrofenverteilung, mittlerer aerodynamischer Massendurchmesser (MMAD) und geometrische Stan-
dardabweichung (og), einschliefSlich der Berechnungsmethoden. Einzelne Partikelgrofenanalysen sind zu pro-
tokollieren.

Priifbedingungen

— Angaben zur Vorbereitung der Priifsubstanz, einschlieflich Angaben zu den Verfahren zur Reduzierung der
Partikelgrofe von Feststoffen oder zur Herstellung von Losungen der Priifsubstanz,

— eine Beschreibung (moglichst mit Diagramm) der Ausriistung, die zur Erzeugung der Priifatmosphére und zur
Exposition der Tiere gegen die Priifatmosphire verwendet wird,

— Angaben zur Ausriistung, die fiir die Uberwachung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der
Kammer verwendet wird (Erstellung einer Kalibrationskurve),

— Angaben zur Ausriistung, mit der die Proben zur Bestimmung der Konzentration in der Kammer und der
Partikelgrofenverteilung genommen werden,

— Angaben zur verwendeten chemischen Analysemethode und zur Validierung der Methode (einschlieflich der
Effizienz der Wiederfindung der Priifsubstanz im Medium),

— Randomisierungsmethode fiir die Einteilung der Tiere in Priif- und Kontrollgruppen,

— Angaben iber Futter- und Wasserqualitit (einschlielich Art/Herkunft des Futters, Wasserquelle),
— Begriindung fiir die Wahl der Priifkonzentrationen.

Ergebnisse

— tabellarische Darstellung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der Kammer,

— tabellarische Darstellung von Daten zur nominalen und tatsichlichen Konzentration in der Kammer,



19.3.2014

Amtsblatt der Europdischen Union

L 81/53

— tabellarische Darstellung der Partikelgrofendaten einschlieflich Daten zur analytischen Probenahme, Partikel-
grofSenverteilung und Berechnung des MMAD und der o,

— tabellarische Darstellung der erhobenen Daten und der Konzentration fiir jedes einzelne Tier (d. h. Tiere, die
Anzeichen fir Toxizitdt zeigen, einschlieflich Mortalitdt sowie Art, Schweregrad, Zeitpunkt des Einsetzens
und Dauer der Wirkungen),

— tabellarische Darstellung des Korpergewichts der einzelnen Tiere,

— tabellarische Darstellung der Futteraufnahme,

— tabellarische Darstellung der klinischen Pathologieparameter,

— Sektionsbefunde und histopathologische Ergebnisse fiir jedes einzelne Tier, falls vorhanden,
— tabellarische Darstellung aller anderen gemessenen Parameter.

Diskussion und Auswertung der Ergebnisse

— Besondere Aufmerksamkeit sollte der Beschreibung der Methoden gelten, die verwendet wurden, um die
Kriterien dieser Priifmethode zu erfiillen, z. B. die Grenzkonzentration oder die Partikelgrofe.

— Die Lungengingigkeit von Partikeln vor dem Hintergrund der Gesamtbefunde sollte behandelt werden, ins-
besondere, wenn die Partikelgrofenkriterien nicht erfiillt werden konnten.

— Die Kohirenz der Methoden zur Bestimmung der nominalen und der tatsichlichen Konzentration sowie die
Bezichung der tatsichlichen Konzentration zur nominalen Konzentration sind in die Gesamtbewertung der
Studie aufzunchmen.

— Die wahrscheinliche Todesursache und die vorherrschende Wirkungsweise (systemisch oder lokal) sollten
behandelt werden.

— Falls Tiere, die unter Schmerzen litten oder Zeichen fiir schweres und anhaltendes Leiden aufwiesen, auf
humane Weise getotet werden mussten, ist eine Erklirung auf der Grundlage der Kriterien im OECD
Guidance Document on Humane Endpoints (3) zu geben.

— Die Zielorgane sollten identifiziert werden.

— Der NOAEL und der LOAEL sollten bestimmt werden.
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Anlage 1

DEFINITION

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.

5. Die Kapitel B.29 und B.30 erhalten folgende Fassung:

,B.29 PRUFUNG AUF SUB-CHRONISCHE TOXIZITAT NACH INHALATION — 90-TAGE-TEST

ZUSAMMENFASSUNG

Diese iiberarbeitete Priifmethode B.29 wurde entwickelt, um die Toxizitit der Priifsubstanz nach Inhalation {iber
einen subchronischen Zeitraum (90 Tage) umfassend zu beschreiben und um robuste Daten fiir die quantitative
Bewertung des Inhalationsrisikos zu gewinnen. Gruppen von zehn miannlichen und zehn weiblichen Nagern werden
iiber einen Zeitraum von 90 Tagen (13 Wochen) 6 Stunden am Tag a) der Priifsubstanz in drei oder mehr
Konzentrationsstufen, b) gefilterter Luft (negative Kontrolle) und/oder ¢) dem Vehikel (Vehikelkontrolle) ausgesetzt.
Im Allgemeinen werden die Tiere der Priifsubstanz an fiinf Tagen pro Woche ausgesetzt, aber auch sieben Tage pro
Woche sind zuldssig. Es werden immer mannliche und weibliche Tiere gepriift, aber sie konnen unterschiedlichen
Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, wenn bekannt ist, dass ein Geschlecht empfindlicher auf eine bestimmte
Priffsubstanz reagiert als das andere. Bei dieser Methode hat der Studienleiter die Moglichkeit, Satellitengruppen
(Reversibilitdtspriifung) aufzunehmen, Tiere im Verlauf der Studie zu téten, sowie eine bronchoalveolire Lavage
(BAL), neurologische Tests, zusdtzliche klinische Pathologieuntersuchungen und histopathologische Untersuchungen
durchzufithren, um die Toxizitit einer Priifsubstanz besser beschreiben zu konnen.

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 413 (2009). Die urspriingliche Priifrichtlinie 413 (TG
413) zur subchronischen Inhalation wurde 1981 angenommen (1). Diese Priifmethode B.29 (die der iiber-
arbeiteten TG 413 (2009) entspricht), wurde aktualisiert, um dem neuesten Stand der Wissenschaft Rechnung
zu tragen und derzeitige und kiinftige Regulierungsanforderungen zu erfiillen.

2. Priffungen auf subchronische Toxizitdt nach Inhalation haben hauptsichlich den Zweck, die in Vorschriften
festzusetzenden Konzentration zu bestimmen, nach denen das Risiko fiir Arbeitnehmer im beruflichen Umfeld
beurteilt wird. Sie werden auch verwendet, um das mit einer Exposition verbundene Risiko fiir den Menschen am
Wohnort, im Verkehr und in der Umwelt zu beurteilen. Diese Methode ermdglicht die Beschreibung der
schadlichen Wirkungen nach wiederholter tiglicher inhalativer Exposition gegen eine Priifsubstanz fiir einen
Zeitraum von 90 Tagen (etwa 10 % der Lebenszeit einer Ratte). Die in Priifungen auf subchronische Toxizitat
nach Inhalation gewonnenen Daten konnen fiir quantitative Risikobewertungen und fiir die Auswahl von
Konzentrationen fir chronische Priifungen verwendet werden. Diese Priifmethode ist nicht speziell fiir die
Priifung von Nanomaterialien bestimmt. Die im Zusammenhang mit dieser Priifmethode verwendeten Begriffe
werden am Ende dieses Kapitels und im Guidance Document (GD 39 (2)) definiert.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

3. Um die Qualitdt der Studie zu verbessern und maglichst wenig Versuchstiere zu verwenden, sollte das Priiflabor
vor Durchfihrung der Studie alle verfigbaren Informationen tber die Priifsubstanz beriicksichtigen. Fiir die
Auswahl der am besten geeigneten Priifkonzentrationen konnten u. a. Informationen wie die Identitit, die
chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, Ergebnisse jeglicher In-
vitro- oder In-vivo-Toxizitétspriifungen, vorgesehene Verwendungen und die Moglichkeit der Exposition des
Menschen, (Q)SAR-Daten und toxikologische Daten iiber strukturverwandte Substanzen sowie Daten aus ande-
ren Studien mit wiederholter Exposition herangezogen werden. Falls Neurotoxizitdt erwartet oder im Verlauf der
Studie beobachtet wird, kann der Studienleiter beschlieBen, geeignete Untersuchungen wie eine FOB (functional
observational battery) und die Messung der motorischen Aktivitit aufzunechmen. Obwohl die Expositionszeit bei
bestimmten Untersuchungen ein kritischer Aspekt sein kann, darf die Durchfithrung dieser zusitzlichen Versuche
die Auslegung der Hauptstudie nicht beeintrichtigen.

4. Verdiinnungen itzender oder reizender Priifsubstanzen konnen in Konzentrationen gepriift werden, die den
gewiinschten Toxizitdtsgrad erzielen. Weitere Informationen sind GD 39 (2) zu entnehmen. Wenn Versuchstiere
diesen Stoffen ausgesetzt werden, sollten die Zielkonzentrationen so niedrig sein, dass sie keine starken Schmer-
zen oder Leiden verursachen; sie sollten aber ausreichen, um die Konzentrations-Wirkungs-Kurve so zu erwei-
tern, dass das regulatorische und wissenschaftliche Ziel der Priifung erreicht wird. Diese Konzentrationen sollten
von Fall zu Fall festgelegt werden, moglichst auf Basis einer entsprechend ausgelegten Dosisfindungsstudie, die
Informationen iiber den kritischen Endpunkt, eine etwaige Reizschwelle und den Zeitpunkt des Einsetzens der
Wirkung liefert (siehe Nummern 11, 12 und 13). Die Wahl der Konzentration ist zu begriinden.

5. Moribunde Tiere oder Tiere, die Anzeichen starker und andauernder Qualen zeigen, sollten tierschutzgerecht
getotet werden. Moribunde Tiere werden auf die gleiche Weise gewertet wie wihrend des Tests gestorbene Tiere.
Kriterien fuir die Entscheidung, moribunde oder schwer leidende Tiere zu toten, sowie Hinweise zur Erkennung
des absehbaren oder bevorstehenden Todes sind Gegenstand des OECD Guidance Document on Humane
Endpoints (3).
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BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Es sind junge, gesunde, adulte Nagetiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen zu verwenden. Bevor-
zugtes Versuchstier ist die Ratte. Wird eine andere Tierart eingesetzt, ist dies zu begriinden.

Vorbereitung der Tiere

Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch momentan trichtig sein. Am Tag der Rando-
misierung sollten die jungen, adulten Tiere 7 bis 9 Wochen alt sein; ihr Korpergewicht sollte innerhalb von
+20 % des mittleren Gewichts fiir jedes Geschlecht liegen. Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewihlt,
zur individuellen Identifizierung markiert und vor Beginn der Priifung fiir einen Zeitraum von mindestens fiinf
Tagen in ihren Kifigen an die Laborbedingungen gewohnt.

Tierhaltung

Um die Beobachtungen zu erleichtern und Verwechslungen auszuschliefSen, sollten die Tiere moglichst mit einem
subkutanen Transponder einzeln gekennzeichnet werden. Die Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchs-
tiere gehalten werden, sollte 22 £ 3 °C betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall im Bereich
zwischen 30 und 70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als Vehikel konnte dies jedoch unmaglich sein.
Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen nach Geschlecht und Konzentration in Kifigen
gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro Kifig noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere
ermdglichen muss und Verluste aufgrund von Kannibalismus oder Kimpfen minimiert werden sollten. Wenn die
Tiere der Priifsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden sollen, miissen sie moglicherweise an die Restrainer
gewohnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere weder korperlich noch in Bezug auf Wirme oder Fixierung
tibermifsig beeintrachtigen. Die Fixierung kann physiologische Endpunkte wie Korpertemperatur (Hyperthermie)
und/oder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn generische Daten zeigen, dass keine derartigen Ver-
anderungen in nennenswertem Ausmafl vorkommen, ist eine Eingewohnung an die Restrainer nicht erforderlich.
Bei der Ganzkorperexposition gegen ein Aerosol sollten die Tiere wihrend der Exposition einzeln untergebracht
sein, damit sie die Priifsubstanz nicht durch das Fell ihrer Kifiggenossen filtriert einatmen. Auffer wahrend der
Exposition kann herkommliches und zertifiziertes Labortierfutter verwendet werden bei uneingeschrinkter Ver-
sorgung mit Trinkwasser. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im
Abstand von 12 Stunden abwechseln.

Inhalationskammern

Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Priifsubstanz und der Gegenstand der Priifung zu
berticksichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die ,Nose-only*-Exposition (dieser Begriff umfasst ,nur Kopf, ,nur
Nase‘ oder ,nur Schnauze’). Fiir die Untersuchung von Fliissigkeits- oder Feststoffaerosolen und fiir Dampfe, die
zu Aerosolen kondensieren konnen, wird im Allgemeinen die ,Nose-only-Exposition bevorzugt. Besondere Zicle
der Untersuchung konnen moglicherweise mit einer Ganzkorperexposition besser erreicht werden, doch dies
sollte im Priifbericht begriindet werden. Um bei Verwendung einer Ganzkorperkammer die Stabilitit der At-
mosphire sicherzustellen, sollte das Gesamtvolumen der Versuchstiere 5 % des Volumens der Kammer nicht
tibersteigen. Die Grundziige der Nose-only- und der Ganzkorperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und
Nachteile sind in GD 39 (2) beschrieben.

TOXIZITATSSTUDIEN
Grenzkonzentrationen

Anders als bei Studien zur akuten Toxizitit gibt es bei Priifungen auf subchronische Toxizitit nach Inhalation
keine festgelegten Grenzkonzentrationen. Bei der Festlegung der maximalen Priifkonzentration ist Folgendes zu
beachten: 1) die hochste erreichbare Konzentration, 2) das maximale Expositionsniveau von Menschen (worst
case), 3) die Notwendigkeit, eine ausreichende Sauerstoffversorgung aufrechtzuerhalten, und 4) Tierschutzerwi-
gungen. Gibt es keine auf Daten basierenden Grenzwerte, konnen die akuten Grenzwerte der Verordnung (EG)
Nr. 1272/2008 (13) zugrunde gelegt werden (d. h. bis zu einer Hochstkonzentration von 5 mg/l bei Aerosolen,
20 mg/l bei Dampfen und 20 000 ppm bei Gasen); siche GD 39 (2). Wenn diese Grenzen bei der Priifung von
Gasen oder hochfliichtigen Priifsubstanzen (z. B. Kaltemitteln) tiberschritten werden miissen, ist dies zu begriin-
den. Die Grenzkonzentration muss eine eindeutige Toxizitdt hervorrufen, ohne den Tieren iiberméfigen Stress zu
bereiten oder ihre Lebensdauer zu beeintrichtigen (3).

Dosisfindungsstudie

Vor Beginn der Hauptstudie muss in der Regel eine Dosisfindungsstudie durchgefithrt werden. Diese ist um-
fassender als eine Vorstudie, weil sie nicht auf die Wahl der Konzentration begrenzt ist. Die in einer Dosisfin-
dungsstudie gewonnenen Erkenntnisse konnen zu einer erfolgreichen Hauptstudie fithren. Sie kann z. B. tech-
nische Informationen zu den Analysemethoden, zur Partikelgrofe, zur Erkennung toxischer Mechanismen, kli-
nische Pathologiedaten und histopathologische Daten sowie Schitzungen moglicher NOAEL- und MTC-Konzen-
trationen in einer Hauptstudie liefern. Der Studienleiter kann entscheiden, mithilfe der Dosisfindungsstudie die
Schwelle fir die Reizung der Atemwege (z. B. durch histopathologische Untersuchung der Atemwege, Lungen-
funktionspriifung oder bronchoalveoldre Lavage), die hochste Konzentration, die von den Tieren ohne iiber-
mifSigen Stress toleriert wird, und die Parameter, die die Toxizitdt der Priifsubstanz am besten beschreiben, zu
identifizieren.
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Eine Dosisfindungsstudie kann aus einer oder mehreren Konzentrationsstufen bestehen. Auf jeder Konzentrati-
onsstufe sollten je nach den gewihlten Endpunkten drei bis sechs mannliche und drei bis sechs weibliche Tiere
der Priifsubstanz ausgesetzt werden. Eine Dosisfindungsstudie sollte mindestens fiinf Tage und im Allgemeinen
nicht mehr als 28 Tage dauern. Die Wahl der Konzentrationen fiir die Hauptstudie ist im Priifbericht zu
begriinden. Ziel der Hauptstudie ist es, nachzuweisen, dass eine Beziehung zwischen der Konzentration und
der Wirkung besteht, die am voraussichtlich empfindlichsten Endpunkt auftritt. Die niedrigste Konzentration
sollte im Idealfall eine Konzentration sein, bei der keine zu beobachtenden schadlichen Wirkungen auftreten, und
die hochste Konzentration sollte eine eindeutige Toxizitdt hervorrufen, ohne den Tieren iibermifigen Stress zu
bereiten oder ihre Lebensdauer zu beeintrichtigen (3).

Bei der Auswahl der Konzentrationsstufen fiir die Dosisfindungsstudie sollten alle verfiigbaren Informationen
beriicksichtigt werden, einschlielich der Struktur-Wirkungs-Bezichungen und der Daten iiber dhnliche Stoffe
(siehe Nummer 3). Eine Dosisfindungsstudie kann bestitigen/widerlegen, welche Endpunkte nach mechanisti-
schen Kriterien als die empfindlichsten Endpunkte angesehen werden, z. B. die Cholinesterasehemmung durch
Organophosphate, die Methdmoglobinbildung durch fir Erythrozyten toxische Stoffe, Schilddriisenhormone (T,
T,) im Fall von thyrotoxischen Stoffen, Proteine, LDH oder Neutrophile in bronchoalveoldrer Lavage im Fall
schwach 16slicher unschddlicher Partikel oder lungenreizender Aerosole.

Hauptstudie

Die Hauptstudie zur Priifung auf subchronische Toxizitit umfasst im Allgemeinen drei Konzentrationsstufen
sowie, falls erforderlich, eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrolle und/oder eine Vehikelkontrolle (siche Num-
mer 18). Die Festlegung der geeigneten Expositionsstufen sollte sich auf alle verfiigbaren Daten stiitzen, ein-
schlielich der Ergebnisse systemischer Toxizitdtspriifungen, des Metabolismus und der Kinetik (hohe Konzen-
trationsstufen, die kinetische Prozesse sittigen, sind zu vermeiden). Jede Priifgruppe umfasst zehn mannliche und
zehn weibliche Nager, die der Priifsubstanz fiir einen Zeitraum von 13 Wochen an finf Tagen in der Woche
jeweils 6 Stunden pro Tag ausgesetzt werden (Gesamtdauer der Priifung 90 Tage). Die Tiere konnen auch an
sieben Tagen in der Woche exponiert werden (z. B. wenn inhalierte Arzneimittel gepriift werden). Ist bekannt,
dass ein Geschlecht empfindlicher auf eine bestimmte Priifsubstanz reagiert, konnen die Geschlechter unter-
schiedlichen Konzentrationsstufen ausgesetzt werden, um die Konzentrations-Wirkungs-Beziechung genauer zu
bestimmen (siche Nummer 15). Wenn fiir eine ,Nose-only-Exposition andere Nagetierarten als Ratten verwendet
werden, kann die maximale Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine
Expositionsdauer von weniger als 6 Stunden/Tag oder die Notwendigkeit einer Ganzkorperexpositionsstudie mit
Langzeitexposition (z. B. 22 Stunden/Tag) ist zu begriinden (siche GD 39 (2). Wihrend der Exposition sollte kein
Futter verabreicht werden, es sei denn die Exposition dauert linger als 6 Stunden. Wasser kann wihrend einer
Ganzkorperexposition jederzeit angeboten werden.

Die gewdhlten Zielkonzentrationen sollen es ermoglichen, die Zielorgane zu identifizieren und eine deutliche
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zu belegen:

— Die hohe Konzentrationsstufe sollte toxische Wirkungen hervorrufen, aber keine anhaltenden Symptome
oder Todesfille verursachen, die eine Auswertung der Ergebnisse beeintrichtigen wiirden.

— Der Abstand zwischen den mittleren Konzentrationsstufen muss eine Abstufung der toxischen Wirkungen
zwischen der niedrigen und der hohen Konzentration ermdglichen.

— Die untere Konzentrationsstufe sollte praktisch keine Toxizititszeichen hervorrufen.

Toétungen im Verlauf der Studie

Sollen im Verlauf des Versuchs Tiere getotet werden, so muss die Zahl der Tiere jeder Expositionsstufe um die
Zahl der Tiere erhoht werden, die schon vor Versuchsende getotet werden sollen. Totungen im Verlauf der Studie
sind zu begriinden und in den statistischen Analysen entsprechend zu beriicksichtigen.

Satellitenstudie (Reversibilitt)

Es kann eine Satellitenstudie durchgefithrt werden, um die Tiere fiir einen angemessenen Zeitraum nach der
Behandlung (mindestens 14 Tage) auf Reversibilitit, Persistenz oder ein verzogertes Auftreten von Toxizitit zu
beobachten. Satellitengruppen bestehen aus zehn ménnlichen und zehn weiblichen Tieren, die der Priifsubstanz
gleichzeitig mit den Versuchstieren der Hauptstudie ausgesetzt werden. Dabei sollten sie der Priifsubstanz auf der
hochsten Konzentrationsstufe ausgesetzt werden, und erforderlichenfalls sollte es gleichzeitige Luft- und/oder
Vehikelkontrollen geben (siche Nummer 18).

Kontrolltiere

Eine gleichzeitige negative (Luft-)Kontrollgruppe ist genauso zu behandeln wie die Priifgruppe, aufSer dass die
Tiere nicht der Priifsubstanz, sondern gefilterter Luft ausgesetzt werden. Wenn die Priifatmosphire mithilfe von
Wasser oder einem anderen Stoff erzeugt wird, ist statt der negativen (Luft-)Kontrollgruppe eine Vehikelkontroll-
gruppe zu verwenden. Wenn moglich sollte Wasser als Vehikel benutzt werden. In diesem Fall sind die Tiere Luft
mit derselben relativen Luftfeuchtigkeit auszusetzen wie die exponierten Gruppen. Das geeignete Vehikel ist auf
der Grundlage einer geeigneten Vorstudie oder von historischen Daten auszuwihlen. Ist die Toxizitit eines
Vehikels unklar, kann der Studienleiter beschlieen, sowohl eine negative (Luft-)Kontrolle als auch eine
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Vehikelkontrolle zu verwenden; hiervon wird jedoch dringend abgeraten. Wenn historische Daten belegen, dass
ein Vehikel nicht toxisch ist, besteht keine Notwendigkeit fiir eine negative (Luft-)Kontrollgruppe und es sollte
nur eine Vehikelgruppe verwendet werden. Ergibt eine Vorstudie einer in einem Vehikel formulierten Priifsub-
stanz, dass keine Toxizitdt vorliegt, ist das Vehikel folglich in der gepriiften Konzentration nicht toxisch, und
diese Vehikelkontrolle sollte verwendet werden.

EXPOSITIONSBEDINGUNGEN
Verabreichung der Konzentrationen

Die Tiere werden der Priifsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer Kombination dieser Formen
ausgesetzt. Der zu priiffende Aggregatzustand hingt von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priif-
substanz, den gewiahlten Konzentrationen und/oder der physikalischen Form ab, in der die Priifsubstanz bei der
Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und chemisch reaktive Priifsub-
stanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit gepriift werden. Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosions-
fihigen Konzentrationen erzeugt werden. Bei Partikeln kann die Partikelgroe durch mechanische Prozesse
verringert werden. GD 39 (2) enthilt nihere Hinweise.

Partikelgroflenverteilung

Bei allen Aerosolen und bei Dimpfen, die zu Aerosolen kondensieren konnen, sollte die Partikelgroffe bestimmt
werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der Priifsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere
aerodynamische Massendurchmesser (Mass Median Aerodynamic Diameter — MMAD) von 1 bis 3 pm mit einer
geometrischen Standardabweichung (o,) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (4). Wenngleich nach Moglichkeit versucht
werden sollte, diese Werte zu erreicﬁen, ist Fachwissen erforderlich, falls sie nicht erzielt werden konnen.
Metalldampfpartikel liegen z. B. unter diesen Werten, geladene Partikel und Fasern dagegen konnen diese Werte
tiberschreiten.

Vorbereitung der Priifsubstanz in einem Vehikel

Im Idealfall sollte die Priifsubstanz ohne ein Vehikel gepriift werden. Wenn fiir die Erzeugung einer geeigneten
Priifsubstanzkonzentration oder Partikelgrofe ein Vehikel verwendet werden muss, ist Wasser zu bevorzugen.
Wird eine Priifsubstanz in einem Vehikel gelost, so ist seine Stabilitit nachzuweisen.

UBERWACHUNG DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN
Luftstrom in der Inhalationskammer

Der Luftstrom durch die Kammer sollte wihrend jeder Exposition sorgfiltig geregelt, kontinuierlich tiberwacht
und mindestens stiindlich protokolliert werden. Die Echtzeit-Uberwachung der Konzentration (oder zeitlichen
Stabilitdt) der Priifatmosphire ist eine integrale Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die
Moglichkeit, alle relevanten dynamischen Inhalationsparameter zu messen. Wenn die Konzentration in Echtzeit
tiberwacht wird, kann die Frequenz der Messung der Luftstrome auf eine einzige Messung je Exposition und Tag
reduziert werden. Es sollte besonders darauf geachtet werden, das erneute Einatmen in ,Nose-only*-Expositions-
kammern zu vermeiden. Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 19 % betragen, und die Kohlendioxid-
konzentration sollte 1 % nicht iiberschreiten. Gibt es Grund zu der Annahme, dass diese Werte nicht eingehalten
werden konnen, sind die Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentrationen zu messen. Wenn die Messungen am
ersten Expositionstag die richtigen Werte dieser Gase bestdtigen, sollten keine weiteren Messungen erforderlich
sein.

Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in der Inhalationskammer

Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 * 3 °C betragen. Sowohl bei der Nose-only* als auch bei der
Ganzkorperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit im Atembereich der Tiere kontinuierlich iiberwacht und
wihrend jeder Exposition moglichst stiindlich dokumentiert werden. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte moglichst
zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch moglicherweise nicht erreichbar ist (z. B. bei der Priifung von
wasserbasierten Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit der Priifmethode nicht gemessen werden
kann.

Priifsubstanz: nominale Konzentration

Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte méglichst berechnet und protokolliert werden. Die
nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten Priifsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch
die Inhalationskammer geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet;
vielmehr gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsichlichen Konzentration Aufschluss iiber
die Effizienz des Priifsystems bei der Erzeugung der Priifkonzentration und kann daher fiir die Aufdeckung von
Problemen bei dieser Erzeugung verwendet werden.
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Priifsubstanz: tatsichliche Konzentration

Die tatsdchliche Konzentration ist die Konzentration der Priifsubstanz im Atembereich der Tiere in einer
Inhalationskammer. Die tatsichlichen Konzentrationen konnen entweder durch spezifische Methoden (z. B.
direkte Probenahme, adsorptive Methoden oder chemische Reaktionsverfahren mit anschlieender analytischer
Charakterisierung) oder durch unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die gravimetrische
Methode ist lediglich fiir Aerosole mit nur einem Bestandteil in Pulverform oder Aerosole von Fliissigkeiten mit
geringer Flichtigkeit akzeptabel und sollte sich auf geeignete, vor der Studie zu erstellende und fiir die Priif-
substanz spezifische Beschreibungen stiitzen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren Bestandteilen in
Pulverform kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu muss jedoch mit Analysedaten belegt werden,
dass die Schwebstoffe eine dhnliche Zusammensetzung haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben
nicht vor, muss die Priifsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) maoglicherweise im Verlauf der Studie in
regelmifligen Abstinden neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, die verdunsten oder sublimieren
konnen, sollte gezeigt werden, dass alle Phasen von der gewahlten Methode erfasst wurden.

Fiir die gesamte Dauer der Studie sollte moglichst eine Partie der Priifsubstanz verwendet werden; die Probe sollte
unter Bedingungen aufbewahrt werden, die ihre Reinheit, Homogenitit und Stabilitit gewahrleisten. Die Priif-
substanz sollte vor Beginn der Studie mit Angaben zur Reinheit und, falls technisch machbar, zur Identitit sowie
zu Mengen identifizierter Schadstoffe und Verunreinigungen beschrieben werden. Hierzu konnen unter anderem
die folgenden Daten verwendet werden: Retentionszeit und relative Peakfliche, durch Massenspektrometrie oder
Gaschromatographie bestimmtes Molekulargewicht oder andere Werte. Das Priiflabor ist zwar nicht fir die
Identitit der Probe verantwortlich, doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung des Auftraggebers
zumindest in gewissen Grenzen (z. B. Farbe, physikalische Beschaffenheit usw.) iiberpriift.

Die Expositionsatmosphire ist so konstant wie moglich zu halten. Um die Stabilitdt der Expositionsbedingungen
nachzuweisen, kann ein Echtzeitiiberwachungsgerdt verwendet werden, z. B. ein Aerosol-Photometer fiir Aero-
sole oder ein Gesamtkohlenwasserstoff-Analysator (THC) fiir Dampfe. Die tatsichliche Konzentration in der
Kammer sollte an jedem Expositionstag fiir jede Expositionsstufe mindestens dreimal gemessen werden. Falls
dies wegen geringer Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht mdglich ist, reicht eine Probe je
Expositionsperiode. Im Idealfall sollte diese Probe dann iiber die gesamte Expositionszeit gewonnen werden. Die
einzelnen Proben der Konzentration in der Kammer sollten bei Gasen und Dampfen nicht mehr als + 10 % und
bei Fliissig- oder Feststoffacrosolen nicht mehr als £ 20 % von der mittleren Kammerkonzentration abweichen.
Die Zeit bis zum Erreichen eines Gleichgewichts in der Kammer (tqs) ist zu berechnen und zu dokumentieren.
Die Expositionsdauer erstreckt sich tiber den Zeitraum, in dem die Priifsubstanz erzeugt wird. Dies schliefit die
Zeiten zur Erreichung des Gleichgewichts in der Kammer (to;5) und zum Abbau der Konzentrationen ein. GD 39
(2) enthalt Hinweise zur Einschdtzung von tys.

Bei sehr komplexen Mischungen aus Gasen/Diampfen und Aerosolen (z. B. Verbrennungsatmosphiren und
Prifsubstanzen, die aus hierzu bestimmten Endverbraucherprodukten/-geriten gespritht werden), kann sich
jede Phase in einer Inhalationskammer anders verhalten. Daher sollte mindestens eine Indikatorsubstanz (Analyt),
normalerweise der wichtigste Wirkstoff in der Mischung, von jeder Phase (Gas/Dampf und Aerosol) ausgewihlt
werden. Wenn die Priifsubstanz eine Mischung ist, sollte die Analysekonzentration fiir die gesamte Mischung und
nicht nur fiir den Wirkstoff oder die Indikatorsubstanz (Analyt) dokumentiert werden. Weitere Informationen zu
tatsichlichen Konzentrationen sind in GD 39 (2) zu finden.

Priifsubstanz: Partikelgroflenverteilung

Die Partikelgrofenverteilung von Aerosolen sollte auf jeder Konzentrationsstufe mindestens wochentlich mit
einem Kaskaden-Impaktor oder einem anderen Messgerit wie einem APS bestimmt werden. Kann nachgewiesen
werden, dass die mit einem Kaskaden-Impaktor und dem alternativen Messgerit erzielten Ergebnisse gleichwertig
sind, so kann das alternative Instrument wihrend der gesamten Studie verwendet werden.

Parallel zum Hauptinstrument ist ein zweites Gerdt wie ein Gravimetriefilter oder eine Gaswaschflasche zu
verwenden, um den Abscheidegrad des Hauptinstruments zu bestitigen. Die durch die Partikelgrofenanalyse
bestimmte Massenkonzentration sollte innerhalb vertretbarer Grenzen um die durch die Filteranalyse bestimmte
Massenkonzentration liegen [siche GD 39 (2)]. Wenn die Gleichwertigkeit bei allen gepriiften Konzentrationen
zu Beginn der Studie nachgewiesen werden kann, kann auf weitere bestitigende Messungen verzichtet werden.
Aus Tierschutzgriinden sollten Vorkehrungen getroffen werden, um unklare Daten zu minimieren, die dazu
fihren konnten, dass eine Exposition wiederholt werden muss.

Wenn die Moglichkeit besteht, dass Dampfkondensation zur Bildung eines Aerosols fithren kann, oder wenn in
einer Dampfatmosphire mit dem Potenzial fiir gemischte Phasen Partikel nachgewiesen werden, sollte eine
Partikelgrofenbestimmung fiir Dimpfe vorgenommen werden.
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BEOBACHTUNGEN

Die Tiere sollten vor, wihrend und nach der Exposition auf klinische Zeichen beobachtet werden. Je nach
Reaktion der Tiere wahrend der Exposition konnen hdufigere Beobachtungen angezeigt sein. Wenn die Be-
obachtung der Tiere durch die Verwendung von Restrainern, wegen schlecht beleuchteter Ganzkorperkammern
oder getriibter Atmosphdre erschwert ist, sind die Tiere nach der Exposition sorgfiltig zu beobachten. Durch
Beobachtungen vor der Exposition am folgenden Tag kann beurteilt werden, ob toxische Wirkungen sich
zuriickgebildet oder verschlimmert haben.

Samtliche Beobachtungen werden in Einzelprotokollen dokumentiert, die fiir jedes Tier gefithrt werden. Wenn
Tiere aus humanen Griinden getotet werden oder ihr Tod festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau
wie moglich registriert werden.

Die Beobachtungen der Tiere sollten sich insbesondere auf Verdnderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhauten,
des Atmungs- und Kreislaufsystems, des Nervensystems sowie auf Somatomotorik und Verhaltensmuster erstre-
cken. Besonderes Augenmerk ist auf Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrhd, Lethargie, Schlaf und Koma zu
richten. Die Messung der Rektaltemperatur kann zusitzliche Belege fiir mit der Behandlung oder Unterbringung
zusammenhingende Reflex-Bradypnoe oder Hypo-[Hyperthermie liefern. Dariiber hinaus konnen zusitzliche
Aspekte wie Kinetik, Biomonitoring, Lungenfunktion, Retention schlecht loslicher Stoffe, die im Lungengewebe
akkumulieren, und Verhaltensstorungen in das Studienprotokoll aufgenommen werden.

KORPERGEWICHT

Das Korpergewicht der einzelnen Tiere sollte kurz vor der ersten Exposition (Tag 0), danach zweimal wochent-
lich (z. B. freitags und montags, um die Erholung wihrend eines expositionsfreien Wochenendes nachzuweisen,
oder in einem Zeitintervall, das die Beurteilung der systemischen Toxizitit ermdglicht) und zum Zeitpunkt des
Todes oder der Totung dokumentiert werden. Treten in den ersten vier Wochen keine Wirkungen auf, kann das
Korpergewicht wihrend der restlichen Studiendauer wochentlich gemessen werden. Satellitentiere (Reversibilitéts-
prifung) (falls verwendet) sollten wihrend der gesamten Erholungsphase weiterhin wochentlich gewogen werden.
Am Ende der Studie sollten alle Tiere kurz vor der Tétung gewogen werden, um eine objektive Berechnung der
Organ-Korpergewicht-Verhiltnisse zu ermdglichen.

FUTTER- UND WASSERAUFNAHME

Die Futteraufnahme sollte wochentlich gemessen werden. Auch die Wasseraufnahme kann gemessen werden.

KLINISCHE PATHOLOGIE

An allen Tieren, auch an Kontroll- und Satellitentieren (Reversibilitatspriifung) sollten klinische Pathologieunter-
suchungen durchgefiihrt werden, wenn sie getotet werden. Der Zeitraum zwischen dem Ende der Exposition und
der Blutentnahme ist zu protokollieren, insbesondere wenn der betreffende Endpunkt rasch zu seinem urspriing-
lichen Wert zuriickkehrt. Fiir Parameter mit einer kurzen Plasmahalbwertszeit (z. B. COHb, CHE und MetHb) ist
die Probenahme nach Ende der Exposition angezeigt.

In Tabelle 1 sind die im Allgemeinen fir alle Toxikologiestudien erforderlichen klinischen Pathologieparameter
aufgefiihrt. In der Regel ist eine Urinanalyse nicht notwendig, kann aber durchgefithrt werden, wenn sie wegen
erwarteter oder festgestellter Toxizitét fur niitzlich gehalten wird. Der Studienleiter kann beschliefSen, zusatzliche
Parameter zu bestimmen, um die Toxizitdt einer Priifsubstanz genauer zu beschreiben (z. B. Cholinesterase,
Lipide, Hormone, Sdure-Basen-Gleichgewicht, Methimoglobin oder Heinz-Kérper, Creatin-Kinase, Verhiltnis von
myeloiden zu erythroiden Zellen, Troponin, arterielle Blutgase, Lactatdehydrogenase, Sorbitdehydrogenase, Glu-
tamatdehydrogenase und y-Glutamyltranspeptidase).

Tabelle 1

Klinische Standardpathologieparameter

Hamatologische Untersuchung

Erythrozytenzahl Gesamtleukozytenzahl
Hamatokrit Differentialleukozytenzahl
Hiamoglobinkonzentration Thrombozytenzahl

Mittleres korpuskuldres Himoglobin Gerinnungsfahigkeit (einen Wert wahlen):
Mittleres Erythrozyteneinzelvolumen — Prothrombinzeit

Mittlere korpuskuldre Himoglobinkonzentration — Blutgerinnungszeit

Retikulozyten — Partielle Thromboplastinzeit
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Klinische Chemie

Glucose (*) Alanin-Aminotransferase
Gesamtcholesterin Aspartat-Aminotransferase
Triglyceride Alkalische Phosphatase
Harnstoff-N Kalium

Gesamtbilirubin Natrium

Kreatinin Calcium

Gesamteiweifd Phosphor

Albumin Chlorid

Globulin

Urinuntersuchung (fakultativ)

Aussehen (Farbe und Triibung) Gesamtprotein
Menge Glucose
Spezifisches Gewicht oder Osmolaritit Blut/Blutzellen
pH-Wert

(*) Da ein lingerer Futterentzug die Glucosemessungen bei den behandelten gegeniiber den Kontrolltieren verzerren kann, sollte
der Studienleiter entscheiden, ob eine Futterkarenz angezeigt ist. Die Dauer des Futterentzugs muss auf die verwendete Art
abgestimmt sein; bei der Ratte kann sie 16 Stunden betragen (nichtliche Futterkarenz). Der Niichternglucosewert kann nach
ndchtlicher Futterkarenz in der letzten Expositionswoche oder nach nichtlicher Futterkarenz vor der Nekropsie (in letzterem
Fall zusammen mit allen anderen klinischen Pathologieparametern) bestimmt werden.

Gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass die unteren Atemwege (d. h. die Alveolen) die Hauptablagerungs- und
Retentionsorte sind, kann die bronchoalveoldre Lavage (BAL) die Methode der Wahl sein, um hypothesenbasierte
Dosis-Wirkungs-Parameter quantitativ zu analysieren, wobei Alveolitis, Lungenentziindung und Phospholipidose
im Vordergrund stehen. Auf diese Weise konnen Verdnderungen der Dosis-Wirkungs-Beziehung und des zeit-
lichen Verlaufs alveoldrer Lisionen angemessen untersucht werden. Die BAL-Flissigkeit kann auf Gesamt- und
Differenzialleukozytenzahl, Gesamtprotein und Laktatdehydrogenase analysiert werden. In Betracht gezogen
werden konnen auch Parameter, die auf lysosomale Schdden, Phospholipidose, Fibrose und reizende oder al-
lergische Entziindung hindeuten; dazu kann auch die Bestimmung entziindungsfordernder Zytokine/Chemokine
gehoren. BAL-Messungen dienen im Allgemeinen zur Ergidnzung der Ergebnisse histopathologischer Unter-
suchungen, konnen sie aber nicht ersetzen. GD 39 (2) enthilt eine Anleitung zur Durchfithrung der Lungen-
lavage.

OPHTHALMOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

Mit einem Ophthalmoskop oder einem gleichwertigen Gerdt werden vor der Verabreichung der Priifsubstanz bei
allen Tieren und nach Abschluss der Priifung bei allen Hochkonzentrations- und Kontrollgruppen der Augen-
hintergrund, die brechenden Medien, die Iris und die Bindehaut untersucht. Werden Verinderungen der Augen
festgestellt, sind alle Tiere in den anderen Gruppen, einschlieflich der Satellitengruppe (Reversibilitit) ebenfalls zu
untersuchen.

MAKROSKOPISCHE PATHOLOGIE UND ORGANGEWICHTE

Alle Versuchstiere, einschlieflich der Tiere, die wihrend der Priifung sterben oder aus Tierschutzgriinden getotet
und aus der Studie genommen werden, sind (falls moglich) vollstindig zu entbluten und auf makroskopische
Veranderungen zu untersuchen. Der Zeitabstand zwischen dem Ende der letzten Exposition des Tiers und seiner
Totung ist zu dokumentieren. Kann die Nekropsie nicht unmittelbar nach Auffinden eines toten Tieres erfolgen,
sollte der Korper auf eine Temperatur gekiihlt (nicht eingefroren) werden, die tief genug ist, um die Autolyse zu
minimieren. Die Nekropsie ist baldmaéglichst, in der Regel innerhalb von einem oder zwei Tagen durchzufithren.
Alle makroskopischen Verdnderungen sollten fiir jedes Tier protokolliert werden, wobei besonders auf Ver-
inderungen der Atemwege zu achten ist.

In Tabelle 2 sind die Organe und Gewebe aufgefiihrt, die bei der Sektion zur histopathologischen Untersuchung
in einem geeigneten Medium aufbewahrt werden sollten. Die Aufbewahrung der in [Klammern] gesetzten
Organe und Gewebe sowie aller sonstigen Organe und Gewebe liegt im Ermessen des Studienleiters. Die durch
Fettdruck hervorgehobenen Organe sind so bald wie mdglich nach der Sektion von anhaftendem Gewebe zu
befreien und feucht zu wiegen, um ein Austrocknen zu verhindern. Die Schilddriise und die Nebenhoden sind
nur zu wiegen, wenn dies notwendig ist, da ihre Befreiung von anhaftendem Gewebe die histopathologische
Bewertung erschweren kann. Gewebe und Organe sind unmittelbar nach der Nekropsie und je nach verwende-
tem Fixierungsmittel mindestens 24-48 Stunden vor der Befreiung von anhaftendem Gewebe in 10 %ig gepuf-
fertem Formalin oder einem anderen geeigneten Fixierungsmittel zu fixieren.
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Tabelle 2

Bei der Nekropsie aufbewahrte Organe und Gewebe

Nebennieren
Aorta
Knochenmark (undfoder frisches Aspirat)

Gehirn (mit Schnitten von Cerebrum, Cerebellum
und Medulla/Pons)

Caecum

Kolon

Duodenum

[Nebenhoden]

[Augen (Netzhaut, Sehnerv) und Lider]
Femur und Kniegelenk
Gallenblase (falls vorhanden)
[Hardersche Driisen]

Herz

lleum

Jejunum

Nieren

[Tranendriisen (extraorbital)]

Larynx (3 Ebenen einschlieSlich der Basis der Epiglot-
tis)

Leber

Lunge (alle Lungenlappen auf einer Ebene, einschlief3-
lich der Hauptbronchien)

Lymphknoten aus der Hilusregion der Lunge, ins-
besondere bei schlecht 16slichen Priifsubstanzen, die
in Partikelform vorliegen. Fir griindlichere Unter-
suchungen und/oder Studien mit immunologischem
Schwerpunkt konnen zusitzliche Lymphknoten in
Betracht gezogen werden, z. B. aus der mediastinalen,
der cervicalen/submandibuldren und/oder der auriku-
laren Region.

Lymphknoten (distal vom Eingangsort)

Brustdriisen (weibliche)

Muskel (Oberschenkel)

Nasopharyngeale Gewebe (mindestens 4 Ebenen; 1

Ebene muss den Nasen-Rachen-Gang und das Lymph-
gewebe des Nasen-Rachen-Raums (NALT) umfassen.

Speiserchre

[Riechkolben]
Ovarien

Pankreas
Nebenschilddriisen

Periphere Nerven (N. ischiadicus oder N. tibialis, vor-
zugsweise in der Nihe des Muskels)

Hypophyse
Prostata
Rectum
Speicheldriisen
Samenblischen
Haut

Riickenmark (zervical, mittlerer Thoraxbereich und
lumbar)

Milz
Brustbein
Magen
Zihne
Hoden
Thymus
Schilddriise
[Zunge]

Trachea (mindestens 2 Ebenen mit einem Lingsschnitt
durch die Carina und 1 Querschnitt)

[Harnleiter]
[Harnrohre]
Harnblase
Uterus
Zielorgane

Alle makroskopischen Lisionen und Massen

Die Lungen sind in intaktem Zustand zu entfernen, zu wiegen und mit einem geeigneten Fixierungsmittel bei
einem Druck von 20-30 cm Wasser zu behandeln, damit die Lungenstruktur erhalten bleibt (5). Die Schnitte
werden bei allen Lungenlappen auf einer Ebene einschlieflich der Hauptbronchien hergestellt; wenn eine Lun-
genlavage durchgefithrt wird, ist der nicht gewaschene Lappen jedoch auf drei Ebenen zu schneiden (keine

seriellen Schnitte).



19.3.2014

Amtsblatt der Europdischen Union

L 81/63

44,

45.

46.

47.

Mindestens vier Ebenen der nasopharyngealen Gewebe sind zu untersuchen; eine der Ebenen sollte den Nasen-
Rachen-Gang umfassen (5, 6, 7, 8, 9), damit das Plattenepithel, das (nicht Zilien-tragende respiratorische)
Ubergangsepithel, das (Zilien-tragende respiratorische) Flimmerepithel und das Riechepithel sowie das Lymph-
gewebe (NALT; 10,11) griindlich untersucht werden konnen. Drei Ebenen des Larynx sind zu untersuchen; eine
dieser Ebenen sollte die Basis der Epiglottis enthalten (12). Mindestens zwei Ebenen der Trachea sind zu unter-
suchen, darunter ein Lingsschnitt durch die Carina der Bifurkation der extrapulmonalen Bronchien und ein
Querschnitt.

HISTOPATHOLOGIE

Die in Tabelle 2 aufgefithrten Organe und Gewebe der Tiere in der Kontrollgruppe und der Gruppe mit der
héchsten Konzentration und aller wihrend der Studie gestorbenen oder getéteten Tiere sollten histopathologisch
untersucht werden. Besonderes Augenmerk ist auf Atemwege, Zielorgane und makroskopische Verdnderungen zu
richten. Die Organe und Gewebe, die in der Gruppe mit der hochsten Konzentration makroskopische Ver-
dnderungen aufweisen, sollten in allen Gruppen untersucht werden. Der Studienleiter kann beschliefen, histopa-
thologische Untersuchungen bei zusitzlichen Gruppen durchzufithren, um eine eindeutige Konzentrationswir-
kung nachzuweisen. Umfasst eine Priifung auch eine Satellitengruppe (Reversibilititspriifung), sind alle Gewebe
und Organe histopathologisch zu untersuchen, bei denen in den Behandlungsgruppen Wirkungen aufgetreten
sind. Treten in der Gruppe mit der hochsten Konzentration tibermafig viele frithzeitige Todesfille oder andere
Probleme auf, die die Signifikanz der Daten beeintrachtigen, so ist die ndchstniedrigere Konzentration histopa-
thologisch zu untersuchen. Man sollte versuchen, die makroskopischen Befunde mit den Ergebnissen der mi-
kroskopischen Untersuchung zu korrelieren.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

Korpergewichte, Futteraufnahme, Ergebnisse der klinischen Pathologie, makroskopische Befunde, Organgewichte
und Ergebnisse der Histopathologie sind fiir die einzelnen Tiere anzugeben. Die Daten der klinischen Beobach-
tung sollten in tabellarischer Form zusammengefasst werden. Daraus miissen fiir jede Priifgruppe die Anzahl der
verwendeten Tiere, die Anzahl der Tiere mit spezifischen Toxizititszeichen, die Anzahl der Tiere, die wihrend
der Priffung tot aufgefunden oder vorzeitig getotet wurden, der Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, eine Be-
schreibung und der zeitliche Verlauf der toxischen Wirkungen und deren Reversibilitit sowie die Sektionsbefunde
ersichtlich sein. Sowohl die quantitativen als auch die gelegentlich erzielten Ergebnisse sind anhand eines
geeigneten statistischen Verfahrens zu bewerten. Hierzu ist eine allgemein anerkannte Statistikmethode heran-
zuzichen; die Statistikmethoden sind bei der Auslegung der Studie festzulegen.

Priifbericht

Der Priifbericht sollte, soweit zutreffend, die folgenden Informationen enthalten:
Versuchstiere und Tierhaltung

— Beschreibung der Haltungsbedingungen mit Angaben zu Anzahl (oder Verinderung der Anzahl) der Tiere je
Kifig, Einstreu, Umgebungstemperatur und relativer Luftfeuchtigkeit, Photoperiode und Futter,

— Art/Stamm und Begriindung fiir die Verwendung einer anderen Art als der Ratte; Daten zur Herkunft der
Tiere und historische Daten konnen angegeben werden, wenn sie Tiere mit dhnlichen Expositions-, Unter-
bringungs- und Futterkarenzbedingungen betreffen,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,
— Randomisierungsmethode,

— Beschreibung etwaiger Vorbereitung vor der Priifung, einschlieflich Erndhrung, Quarantine und Behandlung
von Krankheiten.

Priifsubstanz

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn maflgeblich, physikalisch-chemische Eigenschaften (ein-
schlieBlich Isomerisierung),

— Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer (Chemical Abstract Services), falls bekannt.
Vehikel
— Begriindung fiir die Verwendung eines Vehikels sowie fiir die Wahl des Vehikels (falls nicht Wasser),

— historische oder parallel erzeugte Daten, die belegen, dass das Vehikel keinen Einfluss auf das Ergebnis der
Studie hat.
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Inhalationskammer
— ausfithrliche Beschreibung der Inhalationskammer mit Angabe des Volumens sowie ein Diagramm,

— Herkunft und Beschreibung der fiir die Exposition der Tiere sowie fiir die Erzeugung der Atmosphire
verwendeten Ausriistung,

— Ausriistung fiir die Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Partikelgrofe und tatsichlicher Konzentration,
— Herkunft der Luft und Klimatisierungssystem,

— fiir die Kalibrierung der Ausriistung verwendete Methoden, um eine homogene Priifatmosphire sicherzustel-
len,

— Druckunterschied (positiv oder negativ),

— Expositions-Offnungen je Kammer (Nose-only-Exposition); Anordnung der Tiere in der Kammer (Ganz-
korperexposition),

— Stabilitit der Priifatmosphire,

— Lage von Temperatur- und Feuchtigkeitssensoren und Ort der Probenahme der Priifatmosphire in der
Kammer,

— Behandlung der zugefithrten/entzogenen Luft,

— Luftdurchflussraten, Luftdurchflussrate/Expositions-Offnung (Nose-only-Exposition) oder Anzahl der Tiere je
Kammer (Ganzkorperexposition),

— Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts in der Inhalationskammer (tys),
— Zahl der Volumeninderungen pro Stunde,

— Messgerite (falls zutreffend).

Expositionsdaten

— Begriindung fiir die Wahl der Zielkonzentration in der Hauptstudie,

— nominale Konzentrationen (Gesamtmasse der in die Inhalationskammer eingeleiteten Priifsubstanz dividiert
durch das Volumen der durch die Kammer geleiteten Luft),

— im Atembereich der Tiere ermittelte tatsichliche Konzentrationen der Priifsubstanz; bei Gemischen mit
heterogenen physikalischen Formen (Gase, Dimpfe, Aerosole) kann jede Form getrennt analysiert werden,

— alle Luftkonzentrationen sollten in Masseneinheiten (z. B. mg/l, mg/m® usw.) und nicht in Volumeneinheiten
(z. B. ppm, ppb usw.) angegeben werden,

— Partikelgrofenverteilung, mittlerer aerodynamischer Massendurchmesser (MMAD) und geometrische Stan-
dardabweichung (og), einschliefSlich der Berechnungsmethoden. Einzelne Partikelgrofenanalysen sind zu pro-
tokollieren.

Priifbedingungen

— Angaben zur Vorbereitung der Priifsubstanz, einschlieflich Angaben zu den Verfahren zur Reduzierung der
Partikelgrofe von Feststoffen oder zur Herstellung von Losungen der Priifsubstanz,

— eine Beschreibung (moglichst mit Diagramm) der Ausriistung, die zur Erzeugung der Priifatmosphire und zur
Exposition der Tiere gegen die Priifatmosphire verwendet wurde,

— Angaben zur Ausriistung, die fiir die Uberwachung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der
Kammer verwendet wird (Erstellung einer Kalibrationskurve),

— Angaben zur Ausriistung, mit der die Proben zur Bestimmung der Konzentration in der Kammer und der
Partikelgrofenverteilung genommen werden,

— Angaben zur verwendeten chemischen Analysemethode und zur Validierung der Methode (einschlieRlich der
Effizienz der Wiederfindung der Priifsubstanz im Medium),
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— Randomisierungsmethode fiir die Einteilung der Tiere in Priif- und Kontrollgruppen,

— Angaben iiber Futter- und Wasserqualitit (einschlieflich Art/Herkunft des Futters, Wasserquelle),

— Begriindung fiir die Wahl der Priifkonzentrationen.

Ergebnisse

— tabellarische Darstellung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der Kammer,

— tabellarische Darstellung von Daten zur nominalen und tatsichlichen Konzentration in der Kammer,

— tabellarische Darstellung der PartikelgrofSendaten einschlieflich Daten zur analytischen Probenahme, Partikel-
groflenverteilung und Berechnung des MMAD und der o,

— tabellarische Erfassung der erhobenen Daten und der Konzentration fiir jedes einzelne Tier (d. h. Tiere, die
Anzeichen fur Toxizitdt zeigen, einschlieflich Mortalitdt, sowie Art, Schweregrad, Zeitpunkt des Einsetzens
und Dauer der Wirkungen),

— tabellarische Darstellung des Korpergewichts der einzelnen Tiere,

— tabellarische Darstellung der Futteraufnahme,

— tabellarische Darstellung der Klinischen Pathologieparameter,

— Sektionsbefunde und histopathologische Ergebnisse fiir jedes einzelne Tier, falls vorhanden.
Diskussion und Auswertung der Ergebnisse

— Besondere Aufmerksamkeit sollte der Beschreibung der Methoden gelten, die verwendet wurden, um die
Kriterien dieser Priifmethode zu erfillen, z. B. die Grenzkonzentration oder die Partikelgrofe.

— Die Lungengingigkeit von Partikeln vor dem Hintergrund der Gesamtbefunde sollte behandelt werden, ins-
besondere, wenn die Partikelgrofenkriterien nicht erfillt werden konnten.

— Die Kohdrenz der Methoden zur Bestimmung der nominalen und der tatsichlichen Konzentration sowie die
Bezichung der tatsichlichen Konzentration zur nominalen Konzentration sind in die Gesamtbewertung der
Studie aufzunehmen.

— Die wahrscheinliche Todesursache und die vorherrschende Wirkungsweise (systemisch oder lokal) sollten
behandelt werden.

— Falls Tiere, die unter Schmerzen litten oder Zeichen fiir schweres und anhaltendes Leiden aufwiesen, auf
humane Weise getotet werden mussten, ist eine Erklirung auf der Grundlage der Kriterien im OECD
Guidance Document on Humane Endpoints (3) zu geben.

— Die Zielorgane sollten identifiziert werden.

— Der NOAEL und der LOAEL sollten bestimmt werden.
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Anlage 1

DEFINITION

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.

B.30 PRUFUNGEN AUF CHRONISCHE TOXIZITAT

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 452 (2009). Die urspriingliche TG 452 wurde 1981
angenommen. Die Entwicklung dieser iiberarbeiteten Prifmethode B.30 wurde fiir notwendig gehalten, um
neueren Entwicklungen auf dem Gebiet des Tierschutzes sowie Regulierungsanforderungen Rechnung zu tragen
(1) 2) (3) (4). Diese Priifmethode B.30 wurde parallel zur Uberarbeitung von Kapitel B.32 dieses Anhang
JPritfungen auf Kanzerogenitdt' und Kapitel B.33 dieses Anhangs ,Kombinierte Studien zur Priifung auf chro-
nische Toxizitit und Kanzerogenitit' aktualisiert mit dem Ziel, zusitzliche Informationen von den in der
Untersuchung verwendeten Tieren und detailliertere Angaben zur Wahl der Dosis zu gewinnen. Diese Priif-
methode ist dazu ausgelegt, fiir die Priifung eines breiten Spektrums von chemischen Stoffen, einschlieSlich
Pestiziden und Industriechemikalien, verwendet zu werden.

Bei den meisten Priiffungen auf chronische Toxizitit werden Nagetierarten verwendet; diese Priifmethode gilt
daher hauptsichlich fur Priiffungen an diesen Arten. Wenn solche Priifungen an Nichtnagern erforderlich sind,
konnen die in dieser Priifmethode beschriebenen Grundsitze und Verfahren in Kombination mit denen des
Kapitels B.27 dieses Anhangs ,Priifung auf subchronische orale Toxizitit — 90-Tage-Toxizititsstudie mit wieder-
holter Verabreichung an Nicht-Nagetieren' (5), mit entsprechenden Anderungen, wie im OECD Guidance Do-
cument No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (6) beschrieben,
ebenfalls angewendet werden.

Bei Priifungen auf chronische Toxizitit finden im Wesentlichen die orale, die dermale und die inhalative Ver-
abreichung Anwendung. Die Wahl des Verabreichungswegs hingt von den physikalischen und chemischen
Eigenschaften der Priifsubstanz und der vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen ab. Zusitzliche
Informationen zur Wahl des Expositionswegs sind im OECD Guidance Document No. 116 (6) enthalten.

Bei dieser Priifmethode steht die Exposition auf oralem Weg im Vordergrund. Dies ist der bei Priifungen auf
chronische Toxizitdt am hiufigsten verwendete Expositionsweg. Zwar sind Priifungen auf Langzeittoxizitdt mit
Exposition iiber die Haut oder durch Inhalation moglicherweise auch notwendig, um das Risiko fiir die
menschliche Gesundheit zu beurteilen, und/oder im Rahmen bestimmter Regelungen vorgeschrieben, aber diese
beiden Expositionswege sind aus technischer Sicht auerordentlich komplex. Derartige Priifungen sind von Fall
zu Fall zu konzipieren, wobei die hier beschriebene Priifmethode fiir die Bewertung und Evaluierung chronischer
Toxizitit bei oraler Verabreichung allerdings mit Bezug auf Empfehlungen fiir Behandlungszeiten, klinische und
Pathologieparameter usw. als Grundlage fur ein Protokoll fir Inhalations- und/oder dermale Priifungen dienen
konnte. Es gibt OECD-Leitlinien fiir die Verabreichung von Priifsubstanzen durch Inhalation (6) (7) und iiber die
Haut (6). Bei der Konzeption linger dauernder Priifungen mit Exposition durch Inhalation sind insbesondere
Kapitel B.8 dieses Anhangs (8) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (9) sowie das OECD Guidance Document iiber
Priifungen auf akute Toxizitdt nach Inhalation (7) zu beriicksichtigen. Bei Priifungen mit dermaler Applikation
ist Kapitel B.9 dieses Anhangs (10) zu beachten.

Die Priifung auf chronische Toxizitit liefert Informationen tiber mogliche gesundheitliche Schidigungen, die
durch wiederholte Exposition iiber einen betrichtlichen Teil der Lebensdauer der verwendeten Art entstehen
konnen. Sie liefert Informationen iiber die toxischen Wirkungen der Priifsubstanz und gibt Hinweise auf Ziel-
organe und die Moglichkeit der Akkumulation. Auferdem kann sie zur Ableitung eines NOAEL-Werts (Dosis
ohne beobachtete schidigende Wirkung) beitragen, der zur Festlegung von Sicherheitskriterien fiir die Humanex-
position herangezogen werden kann. Ferner wird die Notwendigkeit sorgfiltiger klinischer Beobachtung der
Tiere hervorgehoben, damit so viele Informationen wie moglich gewonnen werden kénnen.

Zu den Zielen von Priifungen nach dieser Priifmethode gehoren

— die Feststellung der chronischen Toxizitit einer Priifsubstanz,

— die Identifizierung von Zielorganen,

— die Beschreibung der Dosis-Wirkungs-Beziehung,

— die Bestimmung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schidigende Wirkung) oder eines Ausgangs-
punkts fiir die Festlegung einer Benchmark-Dosis (BMD),

— die Vorhersage der Wirkungen chronischer Toxizitit beim Expositionsniveau von Menschen,

— die Gewinnung von Daten zur Priiffung von Hypothesen iiber die Wirkungsweise (6).
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AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Bei der Beurteilung und Bewertung der toxikologischen Eigenschaften einer Priifsubstanz sollte das Priiflabor vor
Durchfithrung der Studie alle verfigbaren Informationen tber die Priifsubstanz beriicksichtigen, damit die
Studienauslegung auf eine effizientere Priifung des Potenzials fir chronische Toxizitit ausgerichtet und die
Verwendung von Versuchstieren minimiert werden kann. Fiir die Auslegung der Studie kénnten u. a. Informa-
tionen wie die Identitdt, die chemische Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsub-
stanz, simtliche Informationen iiber die Wirkungsweise, Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitdts-
pritfungen, vorgesehene Verwendungen und die Moglichkeit der Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten und
toxikologische Daten iiber strukturverwandte Substanzen, toxikokinetische Daten (Kinetik bei Einzel- und Mehr-
fachdosierung) sowie Daten aus anderen Studien mit wiederholter Exposition herangezogen werden. Die chro-
nische Toxizitit sollte erst bestimmt werden, wenn erste Informationen iiber die Toxizitdt aus Toxizitétsprii-
fungen mit wiederholter Gabe tiber 28 Tage und/oder 90 Tage vorliegen. Im Rahmen der Gesamtbewertung der
potenziellen schidlichen Wirkungen einer bestimmten Priifsubstanz auf die Gesundheit sollte bei der Priifung
auf chronische Toxizitit etappenweise vorgegangen werden (11) (12) (13) (14).

Vor Beginn der Priifung ist festzulegen, welche Statistikmethoden angesichts der Versuchsauslegung und der
Ziele am besten fur die Analyse der Ergebnisse geeignet sind. Dabei ist unter anderem festzulegen, ob bei der
statistischen Auswertung Anpassungen in Bezug auf die Uberlebensrate zu beriicksichtigen sind und welche Art
der Analyse bei vorzeitigem Tod der Tiere einer oder mehrerer Gruppen durchzufithren ist. Hinweise zu den
geeigneten statistischen Analysen und wichtige Literaturverweise zu international anerkannten Statistikmethoden
sind im Guidance Document No. 116 (6) sowie im Guidance Document No. 35 on the analysis and evaluation
of chronic toxicity and carcinogenicity studies (15) zu finden.

Bei der Durchfithrung einer Pritfung auf chronische Toxizitit sind stets die im OECD Guidance Document No.
19 on the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals used
in safety evaluation (16), insbesondere in Absatz 62, genannten Grundsitze und Erwigungen zu befolgen. In
diesem Absatz heifst es: Wenn ein Tier in Studien mit wiederholter Verabreichung progressive klinische Anzeichen fiir eine
fortschreitende Verschlechterung seines Zustands aufweist, ist eine informierte Entscheidung zu treffen, ob das Tier tier-
schutzgerecht getotet werden sollte oder nicht. Bei dieser Entscheidung sind Faktoren wie der Wert der Informationen, die bei
Verbleiben des Tiers in der Studie gewonnen werden kinnen, und der allgemeine Gesundheitszustand des Tiers gegen-
einander abzuwdgen. Wird beschlossen, das Tier in der Studie zu belassen, ist es entsprechend den Erfordernissen héufiger zu
beobachten. Zur Linderung von Schmerzen oder Qualen kann auch die Verabreichung der Priifsubstanz unterbrochen oder
die Dosis verringert werden, sofern dabei der Zweck der Priifung nicht beeintrichtigt wird.

Ausfithrliche Informationen und eine Diskussion der Prinzipien der Dosiswahl bei Priifung auf chronische
Toxizitdt und Kanzerogenitit sind im Guidance Document No. 116 (6) sowie in zwei Veroffentlichungen des
International Life Sciences Institute (17) (18) zu finden. Die grundlegende Strategie der Dosiswahl hingt von den
Hauptzielen der Studie ab (Nummer 6). Bei der Auswahl der geeigneten Dosisstufen ist ein Gleichgewicht
zwischen Gefahrenidentifizierung einerseits und der Beschreibung von Wirkungen bei geringer Dosierung
und ihrer Relevanz andererseits herzustellen. Dieses Gleichgewicht ist bei einer kombinierten Studie zur Priifung
auf chronische Toxizitdt und auf Kanzerogenitit (Kapitel B.33 dieses Anhangs) besonders wichtig (Nummer 11).

Es sollte in Betracht gezogen werden, statt der getrennten Durchfithrung einer Priifung auf chronische Toxizitit
(diese Priifmethode B.30) und einer Priifung auf Kanzerogenitit (Kapitel B.32 dieses Anhangs) eher eine kom-
binierte Priifung auf chronische Toxizitit und Kanzerogenitit (Kapitel B.33 dieses Anhangs) durchzufiihren. Die
kombinierte Methode ist zeit- und kosteneffizienter als zwei getrennte Studien, ohne dass dabei die Qualitdt der
Daten der chronischen Komponente oder der Kanzerogenititskomponente beeintrachtigt wiirde. Bei Durch-
fihrung einer kombinierten Priifung auf chronische Toxizitit und Kanzerogenitit (Kapitel B.33 dieses Anhangs)
sind die Grundsitze der Dosiswahl (Nummer 9 und Nummern 20-25) jedoch genau zu beachten. Es wird
allerdings anerkannt, dass im Rahmen bestimmter Regelungen moglicherweise getrennte Priifungen vorgeschrie-
ben sind.

Die im Zusammenhang mit dieser Priifmethode verwendeten Begriffe werden am Ende dieses Kapitels und im
Guidance Document 116 (6) definiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priifsubstanz wird mehreren Gruppen von Versuchstieren tdglich in abgestuften Dosen verabreicht, und
zwar normalerweise iiber einen Zeitraum von 12 Monaten, wobei je nach Regulierungsanforderungen (siche
Nummer 33) auch eine lingere oder kiirzere Dauer gewdhlt werden kann. Die Dauer sollte ausreichend lang
sein, damit sich etwaige Wirkungen kumulativer Toxizit4t manifestieren konnen, ohne dass sich die verzerren-
den Wirkungen geriatrischer Verdnderungen bemerkbar machen. Abweichungen von der 12-monatigen Exposi-
tionsdauer sind zu begriinden, insbesondere wenn eine kiirzere Dauer gewihlt wird. Die Priifsubstanz wird in
der Regel oral verabreicht, aber auch die Verabreichung durch Inhalation oder auf dermalem Weg kann
angebracht sein. Die Studienauslegung kann auch eine oder mehrere zwischenzeitliche Tétungen vorsehen, z.
B. nach 3 und 6 Monaten; aufferdem konnen zu diesem Zweck auch zusitzliche Gruppen von Versuchstieren
aufgenommen werden (siche Nummer 19). Wihrend des Verabreichungszeitraums werden die Tiere sorgfaltig
auf Toxizitdtszeichen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Priifung sterben, und vorzeitig getotete Tiere werden
seziert; die nach Abschluss der Priifung iiberlebenden Tiere werden getotet und ebenfalls seziert.
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BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Diese Priifmethode betrifft hauptsichlich die Bewertung und Evaluierung chronischer Toxizitit bei Nagetieren
(Nummer 2). Bestimmte Regelungen konnen jedoch dhnliche Studien an Nichtnagern vorschreiben. Die Wahl
der Tierart ist zu begriinden. Wenn Priifungen auf chronische Toxizitit bei Nichtnagern erforderlich sind, sollten
Auslegung und Durchfithrung der Versuche auf den Grundsdtzen der vorliegenden Priifmethode sowie denen
von Kapitel B.27 dieses Anhangs — Priifung auf subchronische orale Toxizitit — 90-Tage-Toxizitdtsstudie mit
wiederholter Verabreichung an Nicht-Nagetieren (5) basieren. Zusitzliche Informationen zur Wahl der Tierart
und des Stamms sind im Guidance Document No. 116 (6) enthalten.

Bei dieser Priifmethode ist die Ratte die bevorzugte Nagetierart, doch konnen auch andere Nagetierarten, z. B.
die Maus, verwendet werden. Ratten und Mause sind wegen ihrer relativ kurzen Lebenszeit, der weit verbreiteten
Verwendung in pharmakologischen und toxikologischen Studien, ihrer Anfilligkeit fur die Entstehung von
Tumoren und der Verfiigbarkeit ausreichend beschriebener Stimme die bevorzugten Versuchsmodelle. Daher
liegen iiber ihre Physiologie und Pathologie umfangreiche Informationen vor. Es sind junge, gesunde, adulte
Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen zu verwenden. Fiir die Priifung auf chronische Toxizitit
sollten Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft verwendet werden wie fiir die kiirzere(n) Toxizitéts-
vorstudie(n). Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch trichtig sein.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Die Tiere konnen entweder einzeln oder in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen in Kafigen untergebracht
werden. Eine Einzelunterbringung ist nur in Betracht zu zichen, wenn sie wissenschaftlich gerechtfertigt ist (19)
(20) (21). Die Kafige sollten so angeordnet werden, dass etwaige Einflisse der Kifigplatzierung minimiert
werden. Die Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (£ 3 °C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte
mindestens 30 % betragen und — aufler beim Reinigen des Raums — 70 % nicht iiberschreiten. Angestrebt
werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und
Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkdmmliches
Laborfutter verfiittert werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu gewihrleisten. Das Futter
sollte den Nahrstoffbedarf der eingesetzten Tierart decken und moglichst wenig Schadstoffe wie z. B. Pestizid-
riickstinde, persistente organische Schadstoffe, Phytoostrogene, Schwermetalle und Mykotoxine enthalten, die
das Ergebnis der Priifung beeinflussen konnten. Das Futter ist regelmiflig, und zwar zumindest zu Beginn der
Priifung und bei Verwendung einer anderen Charge, auf den Nahrstoff- und Schadstoffgehalt hin zu analysieren;
die Ergebnisse sind im Abschlussbericht anzugeben. Ergebnisse von Analysen des in der Priifung verwendeten
Trinkwassers sind ebenfalls anzugeben. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch beeinflusst, dass eine
geeignete Beimischung einer Priifsubstanz und die Deckung des Nahrstoffbedarfs der Tiere sichergestellt werden
muss, wenn die Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht wird.

Vorbereitung der Tiere

Es sind gesunde Tiere zu verwenden, die mindestens sieben Tage an die Laborbedingungen gewohnt und zuvor
nicht fiir andere Experimente verwendet wurden. Bei Nagetieren sollte die Verabreichung so bald wie moglich
nach dem Absetzen und der Eingewohnung beginnen, vorzugsweise bevor die Tiere 8 Wochen alt sind. Art,
Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und Alter der Versuchstiere sind anzugeben. Bei Beginn der Studie
sollten die Gewichtsunterschiede bei den Tieren beider Geschlechter moglichst gering sein und 20 % des
geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts aller Tiere in der Studie nicht {iberschreiten. Die Tiere werden
nach dem Zufallsprinzip in Kontroll- und Behandlungsgruppen eingeteilt. Nach der Randomisierung sollte sich
das Durchschnittsgewicht der Tiere desselben Geschlechts von Gruppe zu Gruppe nicht signifikant unterschei-
den. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede, sollte die Randomisierung moglichst wiederholt werden. Jedes
Versuchstier erhilt zur sicheren Identifizierung eine eigene Nummer und wird durch Tatowierung, Mikrochipim-
plantat oder auf eine andere geeignete Weise mit dieser Nummer gekennzeichnet.

VERFAHREN
Zahl und Geschlecht der Versuchstiere

Es sind Tiere beider Geschlechter zu verwenden. Es sind so viele Tiere zu verwenden, dass am Ende der Studie in
jeder Gruppe genug Tiere fiir eine griindliche biologische und statistische Auswertung zur Verfiigung stehen. Bei
Nagern sind in der Regel auf jeder Dosisstufe je Gruppe mindestens je 20 Tiere beider Geschlechter zu ver-
wenden, bei Nichtnagern werden pro Gruppe mindestens je 4 Tiere beider Geschlechter empfohlen. Bei Studien
an Miusen werden in jeder Dosisgruppe moglicherweise zusitzliche Tiere bendtigt, um alle erforderlichen
hidmatologischen Bestimmungen vornehmen zu konnen.

Totungen im Verlauf der Studie, Satellitengruppen und Sentineltiere

Es kann vorgesehen werden, dass im Verlauf der Studie, z. B. nach sechs Monaten, Tiere getotet werden
(mindestens 10 Tiere/Geschlecht/Gruppe), um Erkenntnisse iiber den Fortgang toxikologischer Veridnderungen
und mechanistische Informationen zu gewinnen, falls dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Wenn diese Infor-
mationen bereits aus vorherigen Studien mit wiederholter Gabe der Priifsubstanz vorliegen, sind zwischen-
zeitliche Totungen moglicherweise wissenschaftlich nicht gerechtfertigt. Es konnen auch Satellitengruppen auf-
genommen werden, um die Reversibilitit etwaiger toxikologischer Verdnderungen zu beobachten, die durch die
Priifsubstanz hervorgerufen werden. Satellitengruppen sind normalerweise auf die hochste Dosisgruppe der
Studie zuziiglich einer Kontrolle beschrankt. Der Krankheitsstatus wahrend der Studie kann erforderlichenfalls
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auch mit einer zusitzlichen Gruppe von Sentineltieren (normalerweise je fiinf Tiere beider Geschlechter) iiber-
wacht werden (22). Sollen im Verlauf der Priifung Tiere getotet werden oder Satelliten- oder Sentinelgruppen
aufgenommen werden, ist die Zahl der Tiere in der Studienauslegung um die Zahl zu erhohen, die vor
Abschluss der Studie getotet werden sollen. Diese Tiere sind normalerweise in Bezug auf die Bestimmung
des Korpergewichts und der Futter-/Wasseraufnahme, hamatologische und klinisch-biochemische Bestimmungen
sowie pathologische Untersuchungen genauso zu behandeln wie die Tiere in der chronischen Toxizitdtsphase
der Hauptstudie; es kann allerdings vorgesehen werden, die Messungen (in den Gruppen mit im Verlauf der
Studie zu totenden Tieren) auf bestimmte Schliisselaspekte wie Neurotoxizitdt oder Immunotoxizitit zu be-
schranken.

Dosisgruppen und Dosierung

Das Guidance Document No. 116 (6) enthalt Hinweise zu allen Aspekten der Dosiswahl und zu den Abstinden
der Dosisstufen. Es sollten mindestens drei Dosisstufen und eine gleichzeitige Kontrolle verwendet werden, es sei
denn, ein Limit-Test wird durchgefiihrt (siche Nummer 27). Die Dosisstufen werden im Allgemeinen auf der
Grundlage der Ergebnisse von Studien mit kurzzeitiger wiederholter Verabreichung oder Dosisfindungsstudien
festgelegt und sollten alle vorliegenden toxikologischen und toxikokinetischen Daten fiir die Priifsubstanz oder
verwandte Stoffe beriicksichtigen.

Soweit keine Beschriankungen aufgrund der physikalisch-chemischen Beschaffenheit oder der biologischen Wir-
kungen der Priifsubstanz bestchen, ist die hochste Dosisstufe normalerweise so zu wihlen, dass zwar die
Hauptzielorgane und die toxischen Wirkungen identifiziert werden konnen, aber Leiden, schwere Toxizitit,
Morbiditit oder Tod der Tiere vermieden werden. Unter Beriicksichtigung der unter Nummer 22 beschriebenen
Faktoren ist die hochste Dosisstufe so zu wihlen, dass Anzeichen von Toxizitdt hervorgerufen werden, die sich
z. B. in einer verzogerten Korpergewichtsentwicklung duflern (etwa 10 %).

Je nach den Zielen der Studie (siche Nummer 6) kann jedoch eine Hochstdosis festgelegt werden, die unter der
zu Toxizitdtszeichen fithrenden Dosis liegt, z. B. wenn eine Dosis eine besorgniserregende Wirkung auslost, die
sich aber nur geringfiigig auf Lebensdauer oder Korpergewicht auswirkt. Die Hochstdosis darf 1 000 mg/kg
Korpergewicht/Tag nicht tibersteigen (Grenzdosis siche Nummer 27).

Die Dosisstufen und die Abstinde der Dosisstufen konnen so gewidhlt werden, dass auf der niedrigsten Dosis-
stufe eine Dosis-Wirkungs-Beziehung und ein NOAEL-Wert oder andere angestrebte Studienergebnisse, z. B. ein
BMD (siche Nummer 25), festgestellt werden konnen. Zu den Faktoren, die bei der Festlegung niedrigerer Dosen
zu beriicksichtigen sind, gehoren die voraussichtliche Steigung der Dosis-Wirkungs-Kurve, die Dosen, bei denen
wichtige Anderungen des Metabolismus oder der toxischen Wirkungsweise eintreten konnen, und das Niveau,
bei dem eine Schwelle oder ein Ausgangspunkt fir eine Extrapolation niedriger Dosen erwartet wird.

Welche Dosisstufenabstinde gewihlt werden, hingt von den Merkmalen der Priifsubstanz ab und kann in dieser
Priifmethode nicht vorgeschrieben werden. Abstinde mit einem Faktor von 2 bis 4 erweisen sich jedoch oft als
gut geeignet fiir die Festsetzung abnehmender Dosisstufen. AufSerdem ist es oft besser, statt der Verwendung
sehr grofer Intervalle (z. B. mit einem Faktor zwischen 6 und 10) zwischen den Dosierungen eine vierte
Priffgruppe einzurichten. Die Verwendung von Faktoren iiber 10 sollte im Allgemeinen vermieden bzw. gege-
benenfalls begriindet werden.

Entsprechend dem Guidance Document No. 116 (6) sind bei der Dosisfestlegung u. a. folgende Faktoren zu
berticksichtigen:

— bekannte oder vermutete Nichtlinearititen oder Wendepunkte der Dosis-Wirkungs-Kurve;

— Toxikokinetik und Dosisbereiche, bei denen die metabolische Induktion, die Sittigung oder die Nichtlinea-
ritidt zwischen externen und internen Dosen auftritt oder nicht auftritt;

— Vorlduferldsionen, Wirkungsmarker oder Indikatoren fiir den Ablauf zugrunde liegender biologischer Schliis-
selprozesse;

— wichtige (oder vermutete) Aspekte der Wirkungsweise, z. B. Dosen, ab denen Zytotoxizitit auftritt, Hormon-
spiegel beeinflusst werden, homoostatische Mechanismen gestort werden usw.;

— Bereiche der Dosis-Wirkungs-Kurve, bei denen eine besonders genaue Schitzung erforderlich ist, z. B. im
Bereich der voraussichtlichen BMD oder einer vermuteten Schwelle;

— Beriicksichtigung voraussichtlicher Expositionsniveaus von Menschen.

Die Kontrollgruppe ist eine unbehandelte Gruppe oder eine Vehikelkontrollgruppe, sofern ein Vehikel zur
Verabreichung der Priifsubstanz verwendet wird. Abgesehen von der Behandlung mit der Priifsubstanz sollten
die Tiere der Kontrollgruppe genauso behandelt werden wie die Tiere in den Priifgruppen. Wird ein Vehikel
verwendet, erhilt die Kontrollgruppe das Vehikel im hochsten bei den Dosisgruppen verwendeten Volumen.
Wird eine Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht, und fihrt dies aus geschmacklichen Griinden zu einer
verminderten Futteraufnahme, kann eine paarweise gefiitterte Kontrollgruppe niitzlich und eine bessere Kon-
trolle sein.
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Wenn aufgrund von Informationen aus Vorstudien davon ausgegangen werden kann, dass eine Priifung bei
einer einzigen Dosisstufe von mindestens 1 000 mg/kg Korpergewicht/Tag unter Anwendung der fur diese
Studie beschriebenen Verfahren wahrscheinlich keine schadlichen Wirkungen hervorrufen wird und wenn auf-
grund der Daten strukturverwandter Stoffe keine Toxizitdt zu erwarten ist, kann auf eine vollstindige Studie mit
drei Dosisstufen gegebenenfalls verzichtet werden. Sofern die Exposition des Menschen nicht die Priifung bei
einer hoheren Dosis erforderlich erscheinen ldsst, kann eine Grenze von 1000 mg/kg Korpergewicht/Tag
angewandt werden.

Zubereitung der Dosen und Verabreichung der Priifsubstanz

Die Priifsubstanz wird in der Regel oral, d. h. mit der Nahrung oder dem Trinkwasser, oder iiber eine
Schlundsonde verabreicht. Zusitzliche Informationen zu Verabreichungswegen und -methoden sind im Gui-
dance Document No. 116 (6) enthalten. Verabreichungsweg und -methode richten sich nach dem Zweck der
Studie, den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, ihrer Bioverfiigbarkeit und der vorherr-
schenden Art der Exposition beim Menschen. Der gewihlte Verabreichungsweg und die Methode sollten
begriindet werden. Aus Tierschutzgriinden sollte die Schlundsonde nur fiir Agenzien gewahlt werden, bei denen
dieser Weg und diese Methode der Verabreichung die potenzielle Humanexposition annidhernd reprisentieren (z.
B. Arzneimittel). Nahrungs- oder Umweltchemikalien einschlieflich Pestizide werden normalerweise mit dem
Futter oder dem Trinkwasser verabreicht. Fiir bestimmte Szenarios, z. B. berufliche Exposition, konnen andere
Applikationswege besser geeignet sein.

Bei Bedarf wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelost oder suspendiert. Zu beriicksichtigen sind
gegebenenfalls folgende Merkmale des Vehikels und anderer Additive: Auswirkungen auf die Resorption, die
Verteilung, den Stoffwechsel oder die Retention der Priifsubstanz, Auswirkungen auf die chemischen Eigen-
schaften der Priifsubstanz, die deren toxische Eigenschaften verandern konnen, und ferner Auswirkungen auf die
Futter- oder Wasseraufnahme oder den Erndhrungszustand der Versuchstiere. Es empfiehlt sich, nach Moglich-
keit zunichst die Verwendung einer wissrigen Losung/Suspenion, sodann eine Losung/Emulsion in Ol (z. B.
Maisol) und erst dann eine Losung in anderen Vehikeln in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln als Wasser
miissen deren toxische Merkmale bekannt sein. Es sollten Informationen iiber die Stabilitit der Priifsubstanz und
die Homogenitit der Losungen oder Futterrationen, die (je nach Fall) die Dosierung enthalten, unter den Ver-
abreichungsbedingungen (z. B. mit dem Futter) vorliegen.

Fiir mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichte Stoffe ist unbedingt sicherzustellen, dass die Mengen der
jeweiligen Priifsubstanz die normale Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeintrichtigen. Um
eine unausgewogene Erndhrung zu vermeiden, sollte die Konzentration der Priifsubstanz in Langzeittoxizitats-
studien mit Verabreichung iiber die Nahrung normalerweise eine Obergrenze von 5 % der Gesamtnahrung nicht
iibersteigen. Wenn die Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Futterkon-
zentration (mg/kg Futter oder ppm) oder eine konstante Dosierung in Relation zum Korpergewicht des Tiers
(mg/kg Korpergewicht), berechnet auf Wochenbasis, verwendet werden. Die jeweils gewahlte Verfahrensweise ist
anzugeben.

Bei oraler Verabreichung erhalten die Tiere die Priifsubstanz tiglich (sieben Tage in der Woche), in der Regel fiir
einen Zeitraum von 12 Monaten (siche auch Nummer 33); je nach Regulierungsanforderungen kann auch eine
langere Dauer erforderlich sein. Jede Abweichung von diesem Dosierungsplan, z. B. finf Tage pro Woche, ist zu
begriinden. Bei dermaler Applikation werden die Tiere, wie in Kapitel B.9 dieses Anhangs (10) beschrieben, fiir
einen Zeitraum von 12 Monaten an sieben Tagen in der Woche mindestens 6 Stunden pro Tag mit der
Priffsubstanz behandelt. Die Inhalationsexposition wird an sieben Tagen in der Woche fir 6 Stunden pro
Tag durchgefiihrt, aber auch finf Tage in der Woche sind moglich, wenn dies gerechtfertigt ist. Die Expositions-
dauer betrdgt normalerweise 12 Monate. Wenn fiir eine ,Nose-only*-Exposition andere Nagetierarten als Ratten
verwendet werden, kann die maximale Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu
minimieren. Eine Expositionsdauer von weniger als 6 Stunden pro Tag ist zu begriinden. Siche auch Kapitel
B.8 dieses Anhangs (8).

Wird die Priifsubstanz tiber eine Sonde verabreicht, so sollte dies unter Verwendung einer Schlundsonde oder
einer geeigneten Intubationskaniile jeweils zur gleichen Tageszeit erfolgen. Normalerweise wird einmal am Tag
eine einzige Dosis verabreicht; wenn es sich bei der Priifsubstanz z. B. um einen lokal reizenden Stoff handelt,
kann die Tagesdosis auf zwei Teilmengen aufgeteilt werden. Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem
Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hingt von der Grofe des Versuchstiers ab. Das Volumen sollte
so gering wie moglich sein und bei Nagetieren normalerweise 1 ml/100 g Korpergewicht nicht iiberschreiten
(22). Die Variabilitat der Priifvolumina sollte durch Anpassung der Konzentration auf ein konstantes Volumen
bei allen Dosen moglichst gering gehalten werden. Davon ausgenommen sind potenziell dtzende oder reizende
Stoffe, die zur Vermeidung schwerwiegender lokaler Wirkungen verdiinnt werden miissen. Die Priifung in
Konzentrationen, die wahrscheinlich eine dtzende oder reizende Wirkung fiir den Magen-Darm-Trakt haben,
ist zu vermeiden.

Versuchsdauer

Diese Priifmethode ist zwar hauptsichlich zur Priifung auf chronische Toxizitit iiber 12 Monate ausgelegt, aber
je nach den Anforderungen bestimmter Regulierungsregelungen oder fiir spezifische mechanistische Zwecke
sind auch kiirzere (z. B. 6 oder 9 Monate) oder lingere (z. B. 18 oder 24 Monate) Zeitraume moglich.
Abweichungen von der 12-monatigen Expositionsdauer sind zu begriinden, insbesondere wenn eine kiirzere
Dauer gewiahlt wird. Satellitengruppen zur Beobachtung der Reversibilitit von toxikologischen Veranderungen,
die durch die Priifsubstanz hervorgerufen werden, sollten nach Beendigung der Exposition noch fiir einen
Zeitraum von mindestens 4 Wochen, aber nicht linger als ein Drittel der Gesamtstudiendauer ohne Behandlung
beibehalten werden. Weitere Hinweise, insbesondere in Bezug auf das Uberleben der Versuchstiere, sind im
Guidance Document No. 116 (6) zu finden.
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BEOBACHTUNGEN

Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und an Feiertagen, auf
Anzeichen von Morbiditit und Mortalitdit hin zu untersuchen. Allgemeine klinische Beobachtungen sollten
mindestens einmal tiglich, vorzugsweise zur selben Tageszeit, unter Beriicksichtigung des Zeitraums, in dem
der Wirkungsgipfel nach Verabreichung der Dosis iiber eine Schlundsonde zu erwarten ist, vorgenommen
werden.

Bei allen Tieren sind mindestens einmal vor der ersten Exposition (fiir intraindividuelle Vergleiche), am Ende der
ersten Studienwoche und danach monatlich griindliche klinische Beobachtungen vorzunehmen. Das Beobach-
tungsprotokoll ist so zu gestalten, dass Abweichungen zwischen den Beobachtern minimiert werden und von
der Priifgruppe unabhingig stattfinden. Diese Beobachtungen sollten auflerhalb des Kifigs erfolgen, in dem die
Tiere gehalten werden, und zwar vorzugsweise in einem Standardgehege jeweils zu denselben Zeiten. Sie sind
sorgfiltig zu dokumentieren, am besten nach einer speziell vom Priiflabor entwickelten Bewertungsskala. Die
Beobachtungsbedingungen sollten moglichst konstant sein. Zu achten ist insbesondere auf Verinderungen an
Haut, Fell, Augen, Schleimhiuten, auf Sekrete und Exkrete sowie autonome Aktivititen (z. B. Trdnensekretion,
Piloerektion, Pupillengrofe, ungewohnliche Atemmuster). Gang- und Haltungsstorungen, ferner Reaktionen auf
den Umgang mit den Tieren sowie etwaige klonische oder tonische Bewegungen, Stercotypien (z. B. iiber-
mifliges Putzen, wiederholte Kreisbewegungen) oder abnormes Verhalten (z. B. Selbstverstimmelung, Riick-
wirtsgehen) sollten auch dokumentiert werden (24).

Alle Tiere sind vor der ersten Verabreichung der Priifsubstanz mit einem Ophthalmoskop oder einem anderen
geeigneten Instrument ophthalmologisch zu untersuchen. Am Ende der Studie ist diese Untersuchung maglichst
bei allen, aber mindestens bei der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe zu wiederholen. Wenn behand-
lungsbedingte Verdnderungen an den Augen beobachtet werden, sind alle Tiere zu untersuchen. Wenn eine
Strukturanalyse oder andere Informationen auf eine Toxizitit fiir die Augen hindeuten, ist die Frequenz der
Augenuntersuchungen zu erhéhen.

Bei Chemikalien, fiir die vorangegangene Toxizittspriifungen mit wiederholter Gabe iiber 28 und/oder 90 Tage
auf potenzielle neurotoxische Wirkungen hindeuten, kénnen vor Studienbeginn, in Abstidnden von drei Mona-
ten nach Beginn einer Studie von bis zu 12 Monaten einschlieflich sowie bei Beendigung der Studie (falls linger
als 12 Monate) fakultativ die sensorische Reaktivitit auf Reize verschiedener Art (24) (z. B. akustische, visuelle
und propriozeptive Reize) (25), (26), (27), die Greifkraft (28) und die motorische Aktivitit (29) bewertet werden.
Weitere Einzelheiten zu den moglichen Untersuchungen finden sich in der Literatur. Allerdings konnen auch
andere als dort genannte Verfahren angewendet werden.

Bei Chemikalien, fiir die vorangegangene Toxizitdtspriifungen mit wiederholter Gabe iiber 28 und/oder 90 Tage
auf potenzielle immunotoxische Wirkungen hindeuten, konnen bei Beendigung der Studie fakultativ weitere
Untersuchungen durchgefithrt werden.

Korpergewicht, Futter-/Wasseraufnahme und Futtereffizienz

Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens einmal wochentlich und
danach mindestens monatlich gewogen werden. Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13
Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die Trinkwasserauf-
nahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich gemessen
werden, wenn die Priifsubstanz mit dem Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten
der Tiere verdndert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden.

Himatologie und klinische Biochemie

Bei Priifungen an Nagetieren sind die hdmatologischen Untersuchungen bei mindestens zehn ménnlichen und
zehn weiblichen Tieren je Gruppe nach 3, 6 und 12 Monaten sowie bei Beendigung der Studie (falls sie linger
als 12 Monate dauert) durchzufithren, wobei immer dieselben Tiere zu verwenden sind. Bei Mdusen werden
moglicherweise Satellitentiere benétigt, um alle erforderlichen himatologischen Bestimmungen vornehmen zu
konnen (siche Nummer 18). Bei Priifungen an Nichtnagern werden die Proben wie bei Nagetieren beschrieben in
den Zwischenphasen und bei Beendigung der Studie von einer kleineren Anzahl Tieren (z. B. vier Tiere je
Geschlecht und je Gruppe in Hundestudien) genommen. Weder bei Nagern noch bei Nichtnagern brauchen
Messungen nach drei Monaten vorgenommen zu werden, wenn bei den himatologischen Parametern in einer
vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung erkennbar war. Die Blutproben
miissen unter Anisthesie an einer benannten Stelle, z. B. durch Herzpunktion oder aus dem retrobulbiren
Venenplexus entnommen werden.

Die folgenden Parameter sind zu bestimmen (30): Gesamt- und Differenzialleukozytenzahl, Erythrozytenzahl,
Thrombozytenzahl, Himoglobinkonzentration, Hamatokrit, mittleres Erythrozyteneinzelvolumen (MCV), mitt-
leres korpuskuldres Himoglobin (MCH), mittlere korpuskulidre Himoglobinkonzentration (MCHC), Prothrombin-
zeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit. Je nach Toxizitdt der Priifsubstanz konnen gegebenenfalls auch
weitere hidmatologische Parameter wie Heinz-Korper oder andere atypische Erythrozytenmorphologie oder
Methdmoglobin gemessen werden. Insgesamt ist je nach den beobachteten undfoder erwarteten Wirkungen
der Priifsubstanz mit der entsprechenden Flexibilitit vorzugehen. Wenn die Priifsubstanz Auswirkungen auf die
Hiamatopoese hat, konnen auch eine Bestimmung der Retikulozytenzahl und eine Knochenmarkzytologie ange-
zeigt sein; sie miissen aber nicht routinemifSig durchgefiithrt werden.
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Klinisch-biochemische Bestimmungen zur Untersuchung der wichtigsten toxischen Wirkungen in Geweben,
insbesondere der Wirkungen auf Nieren und Leber, sind an Blutproben durchzufithren, die von mindestens
zehn minnlichen und zehn weiblichen Tieren je Gruppe in den fiir die himatologischen Untersuchungen
angegebenen gleichen Zeitabstinden entnommen werden, wobei immer dieselben Tiere zu verwenden sind.
Bei Mdusen werden moglicherweise Satellitentiere benétigt, um alle erforderlichen klinisch-biochemischen Be-
stimmungen vornehmen zu konnen. Bei Priifungen an Nichtnagern werden die Proben wie bei Nagetieren
beschrieben in den Zwischenphasen und bei Beendigung der Studie von einer kleineren Anzahl Tieren (z. B.
vier Tiere je Geschlecht und je Gruppe in Hundestudien) genommen. Weder bei Nagern noch bei Nichtnagern
brauchen Messungen nach drei Monaten vorgenommen zu werden, wenn bei den klinisch-biochemischen
Parametern in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung erkennbar
war. Es empfiehlt sich eine Futterkarenz der Tiere (ausgenommen Mause) iiber Nacht, bevor die Blutproben
entnommen werden. Die folgenden Parameter sind zu bestimmen (30): Glucose, Harnstoff (Harnstoff-Stickstoff),
Kreatinin, Gesamtprotein, Albumin, Calcium, Natrium, Kalium, Gesamtcholesterin, mindestens zwei geeignete
Parameter fiir die hepatozelluldre Evaluierung (Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, Glutamat-
dehydrogenase, Gesamtgallensduren) (31) und mindestens zwei geeignete Parameter fiir die hepatobilidre Eva-
luierung (alkalische Phosphatase, y-Glutamyltransferase, 5-Nucleotidase, Gesamtbilirubin, Gesamtgallensiuren)
(31). Je nach Toxizitdt der Priifsubstanz konnen gegebenenfalls auch weitere klinisch-chemische Parameter wie
Niichtern-Triglyceride, spezifische Hormone und Cholinesterase bestimmt werden. Insgesamt ist je nach den
beobachteten und/oder erwarteten Wirkungen der Priifsubstanz mit der entsprechenden Flexibilitit vorzugehen.

An Proben, die von mindestens zehn minnlichen und zehn weiblichen Tieren je Gruppe in den gleichen
Abstinden entnommen wurden wie die Proben fiir die hdmatologische und die klinisch-chemische Unter-
suchung, sind Urinanalysen durchzufithren. Es brauchen keine Messungen nach drei Monaten vorgenommen
zu werden, wenn bei der Urinanalyse in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleichbaren Dosisstufen
keine Wirkung erkennbar war. Eine Empfehlung von Sachverstindigen zu klinischen Pathologiestudien (30)
enthilt die folgende Liste von Parametern: Aussehen, Volumen, Osmolalitit oder spezifisches Gewicht, pH-Wert,
Gesamteiweiff und Glucose. Auflerdem konnen Ketone, Urobilinogen, Bilirubin und okkultes Blut bestimmt
werden. Sofern erforderlich, konnen weitere Parameter verwendet werden, um die Untersuchung beobachteter
Wirkungen zu erweitern.

Bei Studien an Hunden werden im Allgemeinen Bestimmungen der Ausgangsdaten hidmatologischer und Kkli-
nisch-biochemischer Parameter fiir notwendig gehalten; bei Studien an Nagern miissen sie aber nicht bestimmt
werden (30). Wenn keine ausreichenden historischen Ausgangsdaten vorliegen (siche Nummer 50), sollten sie
jedoch bestimmt werden.

Pathologie
Makroskopische Untersuchung

Normalerweise sind alle an der Studie beteiligten Tiere einer vollstindigen, eingehenden makroskopischen
Untersuchung zu unterziehen, die die sorgfiltige Untersuchung der duferen Korperoberfliche, aller Korperoff-
nungen sowie der Schadel-, Brust- und Bauchhohlen und ihres Inhalts umfasst. Es kann jedoch auch vorgesehen
werden, die Untersuchungen (in den Gruppen der Tiere, die im Verlauf der Studie getotet werden sollen, und in
den Satellitengruppen) auf spezifische Schliisselaspekte wie Neurotoxizitit oder Immunotoxizitit zu beschrinken
(siche Nummer 19). Diese Tiere brauchen weder seziert noch den nachstehend beschriebenen Verfahren unter-
zogen zu werden. Sentineltiere konnen nach Ermessen des Studienleiters von Fall zu Fall seziert werden.

Die Organgewichte aller Tiere sind zu erfassen, aufler von denen, die gemafl dem letzten Teil von Nummer 45
ausgenommen sind. Nebennieren, Gehirn, Nebenhoden, Herz, Nieren, Leber, Ovarien, Milz, Hoden, Schilddriise
(nach Fixierung gewogen, mit Nebenschilddriisen) und Uterus (auffer von moribund aufgefundenen und/oder
zwischenzeitlich getoteten Tieren) sind in angemessener Form von anhaftendem Gewebe zu befreien, und ihr
Nassgewicht ist so rasch wie moglich nach der Sektion festzustellen, um ein Austrocknen zu verhindern. Bei
einer Studie an Miusen ist das Wiegen der Nebennieren fakultativ.

Die folgenden Gewebe sind in dem fiir die betreffende Gewebeart und die vorgesehene anschlieflende histopa-
thologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel aufzubewahren (32) (Gewebe in eckigen
Klammern sind fakultativ):

alle makroskopischen Ver- | Herz Pankreas Magen (Vormagen, Drii-
inderungen senmagen)

Nebennieren lleum Nebenschilddriise [Zdhne]

Aorta Jejunum periphere Nerven Hoden

Gehirn (mit Schnitten von | Nieren Hypophyse Thymus

Cerebrum, Cerebellum und

Medulla/Pons)

Caecum Trinendriise (exorbital) Prostata Schilddriise

Zervix Leber Rectum [Zunge]
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Koagulationsdriise Lunge Speicheldriise Trachea
Kolon Lymphknoten (sowohl Samenblidschen Harnblase
oberflichliche als auch
tiefe)
Duodenum Brustdriise (obligatorisch | Skelettmuskel Uterus (mit Zervix)
fir Weibchen und, falls
bei der Sektion erkenn-
bar, fiir Mannchen)
Nebenhoden [obere Atemwege, ein- Haut [Harnleiter]
schlieflich Nase, Nasen-
muscheln und Nasen-
nebenhohlen)]
Auge (mit Netzhaut) Speiserdhre Riickenmark (auf 3 Ebe- | [Harnrohre]
nen: zervical, mittlerer
Thoraxbereich und lum-
bar)
[Femur mit Gelenk] [Riechkolben] Milz Vagina
Gallenblase (bei anderen Ovarien [Brustbein] Knochenmarkschnitt und/
Arten als Ratten) oder ein frisches Kno-
chenmark-Aspirat
Hardersche Driise

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. Die klinischen und sons-
tigen Befunde konnen weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich machen. Auch Organe, die aufgrund der
bekannten Eigenschaften der Priifsubstanz als mogliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt wer-
den. In Studien mit dermaler Applikation sind die in der Liste fur orale Verabreichung aufgefithrten Organe
aufzubewahren; auflerdem sind Proben der Haut an der Applikationsstelle zu nehmen und aufzubewahren. Bei
Inhalationsstudien entspricht die Liste der aufzubewahrenden und zu untersuchenden Gewebe des Atemtrakts
den Empfehlungen von Kapitel B.8 dieses Anhangs (8) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (9). Was andere
Organe/Gewebe betrifft, so sollten (zusatzlich zu den speziell konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die
in der Liste fir die orale Verabreichung genannten Organe untersucht werden.

Histopathologie

Es gibt Leitlinien fir bewéhrte Praktiken bei der Durchfithrung toxikologischer Pathologiestudien (32). Histopa-
thologisch zu untersuchen sind mindestens

— alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe,
— alle Gewebe von wiahrend der Studie gestorbenen oder getéteten Tieren,
— alle Gewebe mit makroskopischen Abnormititen,

— Zielgewebe oder Gewebe, die in der Hochdosisgruppe behandlungsbedingte Veranderungen aufwiesen, von
allen Tieren in allen anderen Dosisgruppen,

— bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

Fiir alle bestimmten Parameter sollen Daten zu den einzelnen Tieren angegeben werden. Dariiber hinaus sollten
alle Daten in Form einer Tabelle zusammengefasst werden, aus der fiir jede Priifgruppe folgende Angaben
hervorgehen: die Zahl der Tiere bei Beginn der Priifung und die Zahl der wihrend der Priifung tot aufgefun-
denen oder aus Tierschutzgriinden getoteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Tétung, die Zahl der
Tiere, die Toxizititszeichen aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten Toxizitdtszeichen, einschlieflich des
Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads, die
Zahl der Tiere mit Lisionen, die Art der Lasionen und der Prozentsatz der von jeder Lision betroffenen Tiere.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen (fir kontinuierliche Versuchsdaten) von Tieren, die toxische Wir-
kungen oder Lisionen aufweisen, sind zusdtzlich zum Schweregrad der Lisionen in Ubersichtstabellen anzuge-
ben.
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Historische Kontrolldaten konnen die Auswertung der Studienergebnisse erleichtern, z. B. wenn die Daten der
gleichzeitigen Kontrollen erheblich von neueren Daten von Kontrolltieren aus derselben Versuchseinrichtung
abweichen. Wenn historische Kontrolldaten bewertet werden, sollten sie von demselben Labor stammen, sich
auf Tiere desselben Alters und Stamms beziehen und hochstens fiinf Jahre vor der fraglichen Studie erhoben
worden sein.

Wenn moglich, sind die numerischen Daten durch eine geeignete allgemein annehmbare statistische Methode
auszuwerten. Die statistischen Methoden und die zu analysierenden Daten sind bei der Planung der Studie
festzulegen (Nummer 8). Diese Auswahl sollte es ermdglichen, erforderlichenfalls Anpassungen je nach Uber-
lebensrate vorzunehmen.

Priifbericht

Der Priifbericht sollte folgende Informationen enthalten:

Priifsubstanz:

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften,
— Daten zur Identifikation,

— Herkunft des Stoffs,

— Chargennummer,

— Bescheinigung der chemischen Analyse.

Vehikel (wenn verwendet):

— Begriindung der Wahl des Vehikel, sofern anders als Wasser.
Versuchstiere:

— Art/Stamm und Begriindung fur die getroffene Wahl,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere bei Versuchsbeginn,

— Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.,

— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn.

Priifbedingungen:

— Begriindung fiir Verabreichungsweg und Festlegung der Dosis,

— gegebenenfalls die statistischen Methoden zur Analyse der Daten,

— Angaben zur Formulierung der Priifsubstanz/Futterzubereitung,

— Analysedaten iiber die erreichte Konzentration, Stabilitit und Homogenitit der Zubereitung,
— Verabreichungsweg und Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz,
— bei Inhalationsstudien: ,Nose-only*- oder Ganzkérperexposition,

— tatsichliche Dosen (mg/kg Korpergewicht/Tag) und, sofern zutreffend, Angaben zur Umrechnung der Kon-
zentration der Priifsubstanz im Futter|/Trinkwasser (mg/kg oder ppm) in die tatsichliche Dosis,

— Angaben zu Futter- und Wasserqualitit.
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Ergebnisse (zusammenfassende Ubersichtstabellen und Daten fiir die einzelnen Tiere):

— Uberlebensdaten,

— Korpergewicht/Anderungen des Korpergewichts,

— Futteraufnahme, gegebenenfalls Berechnungen der Futtereffizienz und der Wasseraufnahme, falls erfasst,
— Daten der toxischen Reaktionen nach Geschlecht und Dosis, einschlieflich Toxizititszeichen,

— Art, Inzidenz (und, falls bewertet, Schweregrad) sowie Dauer der klinischen Beobachtungen (sowohl voriiber-
gehend als auch dauerhaft),

— Ergebnisse der ophthalmologischen Untersuchung,

— himatologische Untersuchungen,

— klinisch-biochemische Untersuchungen,

— Urinuntersuchungen,

— Ergebnisse etwaiger Neurotoxizitits- oder Immunotoxizititsuntersuchungen,
— terminales Korpergewicht,

— Organgewichte (und gegebenenfalls Verhiltnis Organ-/Korpergewicht),

— Sektionsbefunde,

— ausfiithrliche Beschreibung aller behandlungsbedingten histopathologischen Befunde,
— Angaben zur Resorption, falls vorhanden.

Statistische Auswertung der Ergebnisse, soweit zutreffend

Diskussion der Ergebnisse einschlieflich

— Dosis-Wirkungs-Bezichungen,

— Priifung aller Informationen iiber die Wirkungsweise,

— Diskussion von Modellierungsansitzen,

— Bestimmung von BMD, NOAEL oder LOAEL,

— historische Kontrolldaten,

— Relevanz fiir Menschen.
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Anlage 1

DEFINITION

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.”

(6) Die Kapitel B.32 und B.33 erhalten folgende Fassung:

,B.32 PRUFUNGEN AUF KANZEROGENITAT

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 451 (2009). Die urspriingliche TG 451 tiber
Priifungen auf Kanzerogenitit wurde 1981 angenommen. Die Entwicklung dieser iiberarbeiteten Priifmethode
B.32 wurde fiir notwendig gehalten, um neueren Entwicklungen auf dem Gebiet des Tierschutzes sowie
Regulierungsanforderungen Rechnung zu tragen (2) (3) (4) (5) (6). Diese Priifmethode B.32 wurde parallel
zur Uberarbeitung von Kapitel B.30 dieses Anhangs ,Priifungen auf chronische Toxizitdt’ und Kapitel B.33
dieses Anhang ,Kombinierte Studien zur Priifung auf chronische Toxizitdt und Kanzerogenitdt' aktualisiert
mit dem Ziel, zusitzliche Informationen von den in der Untersuchung verwendeten Tieren und detailliertere
Angaben zur Wahl der Dosis zu gewinnen. Diese Priifmethode B.32 ist dazu ausgelegt, fir die Priifung eines
breiten Spektrums von chemischen Stoffen, einschlieSlich Pestiziden und Industriechemikalien, verwendet zu
werden. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass bestimmte Details und Anforderungen fiir Pharmazeutika
abweichen konnen (siche Internationale Harmonisierungskonferenz (ICH) Guidance S1B on Testing for Carci-
nogenicity of Pharmaceuticals).

Bei den meisten Priifungen auf Kanzerogenitit werden Nagetierarten verwendet; diese Priifmethode gilt daher
hauptsichlich fiir Priifungen, die an diesen Arten durchgefithrt werden. Wenn solche Priifungen an Nichtnagern
erforderlich sind, gelten die Grundsitze und Verfahren dieser Prifmethode in Kombination mit denen des
Kapitels B.27 dieses Anhangs ,Priifung auf subchronische orale Toxizitit — 90-Tage-Toxizitétsstudie mit wieder-
holter Verabreichung an Nicht-Nagetieren' (6) mit entsprechenden Anderungen. Weitere Hinweise sind dem
OECD Guidance Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity
Studies (7) zu entnehmen.

Bei Priifungen auf Kanzerogenitit finden im Wesentlichen die orale, die dermale und die inhalative Verabrei-
chung Anwendung. Die Wahl des Verabreichungswegs hangt von den physikalischen und chemischen Eigen-
schaften der Priifsubstanz und der vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen ab. Zusitzliche Infor-
mationen zur Wahl des Expositionswegs sind im Guidance Document No. 116 (7) enthalten.

Bei dieser Priifmethode steht die Exposition auf oralem Weg im Vordergrund. Dies ist der bei Priifungen auf
Kanzerogenitdt am haufigsten verwendete Expositionsweg. Zwar sind Priiffungen auf Kanzerogenitit mit Ex-
position iiber die Haut oder durch Inhalation moglicherweise auch notwendig, um das Risiko fir die mensch-
liche Gesundheit zu beurteilen, und/oder im Rahmen bestimmter Regelungen vorgeschrieben, aber diese beiden
Expositionswege sind aus technischer Sicht auerordentlich komplex. Derartige Priifungen sind von Fall zu Fall
zu konzipieren, wobei die hier beschriebene Priifmethode fiir die Bewertung und Evaluierung der Kanzerogenitat
bei oraler Verabreichung allerdings mit Bezug auf Empfehlungen fir Behandlungszeiten, klinische und Patho-
logieparameter usw. als Grundlage fiir ein Protokoll fiir Inhalations- und/oder dermale Priifungen dienen konnte.
Es gibt OECD-Leitlinien fiir die Verabreichung von Priifsubstanzen durch Inhalation (7) (8) und iiber die Haut
(7). Bei der Konzeption lingerfristiger Priifungen mit Exposition durch Inhalation sind insbesondere Kapitel B.8
dieses Anhangs (9) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (10) sowie das OECD Guidance Document iiber Priifungen
auf akute Toxizitdt nach Inhalation (8) zu beriicksichtigen. Bei Priifungen mit dermaler Applikation ist Kapitel
B.9 dieses Anhangs (11) zu beachten.

Die Priifung auf Kanzerogenitdt liefert Informationen tiber mogliche gesundheitliche Schadigungen, die durch
wiederholte Exposition iiber einen Zeitraum entstehen konnen, der sich iiber die gesamte Lebensdauer der
verwendeten Art erstrecken kann. Sie liefert Informationen iiber die toxischen Wirkungen der Priifsubstanz,
einschlieflich der potenziellen Kanzerogenitit, und kann Hinweise auf Zielorgane und die Moglichkeit der
Akkumulation geben. Aufferdem kann sie zur Ableitung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schidi-
gende Wirkung) fiir toxische Wirkungen und, im Fall von nicht genotoxischen Karzinogenen, fiir Tumorre-
aktionen beitragen, der zur Festlegung von Sicherheitskriterien fiir die Humanexposition herangezogen werden
kann. Ferner wird die Notwendigkeit sorgfaltiger klinischer Beobachtung der Tiere hervorgehoben, damit so viele
Informationen wie moglich gewonnen werden konnen.

Zu den Zielen von Priifungen auf Kanzerogenitit nach dieser Priifmethode gehoren

— die Identifizierung der kanzerogenen Eigenschaften einer Priifsubstanz, die im Vergleich zu gleichzeitigen
Kontrollgruppen zu einer erhohten Inzidenz von Neoplasmen, einem erhohten Anteil maligner Neoplasmen
oder einem schnelleren Auftreten von Neoplasmen fiihren,

— die Identifizierung des Zielorgans/der Zielorgane der Kanzerogenitit,

— die Ermittlung der Zeit bis zum Auftreten von Neoplasmen,
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11.

12.

— die Beschreibung der Bezichung zwischen der Dosis und der Tumorreaktion,

— die Bestimmung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schidigende Wirkung) oder eines Ausgangs-
punkts fiir die Festlegung einer Benchmark-Dosis (BMD),

— die Extrapolation kanzerogener Wirkungen auf Expositionsniveaus von Menschen bei geringer Dosis,
— die Gewinnung von Daten zur Priifung von Hypothesen iiber die Wirkungsweise (2) (7) (12) (13) (14) (15).

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Bei der Beurteilung und Bewertung des Kanzerogenitdtspotenzials einer Priifsubstanz sollte das Priiflabor vor
Durchfithrung der Studie alle verfigbaren Informationen tiber die Priifsubstanz beriicksichtigen, damit die
Studienauslegung auf eine effizientere Priifung des Kanzerogenititspotenzials ausgerichtet und die Verwendung
von Versuchstieren minimiert werden kann. Es ist wichtig, die Wirkungsweise eines vermutlichen Karzinogens
zu kennen und zu beriicksichtigen (2) (7) (12) (13) (14) (15), da die optimale Studienauslegung je nachdem, ob
die Priffsubstanz ein bekanntes oder vermutliches genotoxisches Karzinogen ist, unterschiedlich sein kann.
Nihere Hinweise zu Aspekten der Wirkungsweise sind im Guidance Document No. 116 (7) zu finden.

Fir die Auslegung der Studie konnten u. a. Informationen wie die Identitit, die chemische Struktur und die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitdts-
priffungen einschlieflich Genotoxizititspriifungen, vorgesehene Verwendungen und die Moglichkeit der Exposi-
tion des Menschen, (Q)SAR-Daten, Daten iiber Mutagenitit/Genotoxizitit, Kanzerogenitit und andere toxiko-
logische Daten iiber strukturverwandte Substanzen, toxikokinetische Daten (Kinetik bei Einzel- und Mehrfach-
dosierung) sowie Daten aus anderen Studien mit wiederholter Exposition herangezogen werden. Die Kanzero-
genitit sollte erst beurteilt werden, wenn erste Informationen iiber die Toxizitit aus Toxizitdtspriifungen mit
wiederholter Gabe tiber 28 Tage und/oder 90 Tage vorliegen. Auch Kurzzeitversuche zur Krebsinitiation-/pro-
motion konnen niitzliche Informationen liefern. Im Rahmen der Gesamtbewertung der potenziellen schidlichen
Wirkungen einer bestimmten Priifsubstanz auf die Gesundheit sollte bei der Priifung auf Kanzerogenitit etap-
penweise vorgegangen werden (16) (17) (18) (19).

Vor Beginn der Priifung ist festzulegen, welche Statistikmethoden angesichts der Versuchsauslegung und der
Ziele am besten fiir die Analyse der Ergebnisse geeignet sind. Dabei ist u. a. zu entscheiden, ob die Statistiken
Anpassungen in Bezug auf die Uberlebensrate, die Analyse kumulativer Tumorrisiken bezogen auf die Uber-
lebensdauer, die Analyse des Zeitraums bis zum Auftreten eines Tumors und die Analyse bei vorzeitigem Tod
der Tiere einer oder mehrerer Gruppen umfassen sollten. Hinweise zu den geeigneten statistischen Analysen und
wichtige Literaturverweise zu international anerkannten Statistikmethoden sind im Guidance Document No. 116
(7) sowie im Guidance Document No. 35 on the analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity
studies (20) zu finden.

Bei der Durchfithrung einer Priifung auf Kanzerogenitit sind stets die im OECD Guidance Document No. 19 on
the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals used in
safety evaluation (21), insbesondere in Absatz 62, genannten Grundsitze und Erwigungen zu befolgen. In
diesem Absatz heifSt es: Wenn ein Tier in Studien mit wiederholter Verabreichung progressive klinische Anzeichen fiir eine
fortschreitende Verschlechterung seines Zustands aufweist, ist eine informierte Entscheidung zu treffen, ob das Tier tier-
schutzgerecht getiitet werden sollte oder nicht. Bei dieser Entscheidung sind Faktoren wie der Wert der Informationen, die bei
Verbleiben des Tiers in der Studie gewonnen werden konnen, und der allgemeine Gesundheitszustand des Tiers gegen-
einander abzuwdgen. Wird beschlossen, das Tier in der Studie zu belassen, ist es entsprechend den Erfordernissen hdufiger
zu beobachten. Zur Linderung von Schmerzen oder Qualen kann auch die Verabreichung der Priifsubstanz unterbrochen
oder die Dosis verringert werden, sofern dabei der Zweck der Priifung nicht beeintrichtigt wird.

Ausfithrliche Informationen und eine Diskussion der Prinzipien der Dosiswahl bei Studien zur Priifung auf
chronische Toxizitit und Kanzerogenitit sind im Guidance Document No. 116 (7) sowie in zwei Veroffent-
lichungen des International Life Sciences Institute (22) (23) zu finden. Die grundlegende Strategie der Dosiswahl
hiangt von den Hauptzielen der Studie ab (Nummer 6). Bei der Auswahl der geeigneten Dosisstufen ist ein
Gleichgewicht zwischen Gefahrenidentifizierung einerseits und der Beschreibung von Wirkungen bei geringer
Dosierung und ihrer Relevanz andererseits herzustellen. Dieses Gleichgewicht ist bei einer kombinierten Studie
zur Priffung auf chronische Toxizitdt und auf Kanzerogenitit (Kapitel B.33 dieses Anhangs) besonders wichtig
(Nummer 12).

Es sollte in Betracht gezogen werden, statt einer getrennten Durchfithrung einer Priifung auf chronische
Toxizitdt (Kapitel B.30 dieses Anhangs) und einer Priifung auf Kanzerogenitit (diese Priifmethode B.32) eher
eine kombinierte Priifung auf chronische Toxizitit und Kanzerogenitdt (Kapitel B.33 dieses Anhangs) durch-
zufithren. Die kombinierte Methode ist zeit- und kosteneffizienter als zwei getrennte Studien, ohne dass dabei
die Qualitit der Daten der chronischen Komponente oder der Kanzerogenititskomponente beeintrichtigt wiirde.
Bei Durchfiihrung einer kombinierten Priifung auf chronische Toxizitdt und Kanzerogenitit (Kapitel B.33 dieses
Anhangs) sind die Grundsitze der Dosiswahl (Nummer 11 und Nummern 22-25) jedoch genau zu beachten. Es
wird allerdings anerkannt, dass im Rahmen bestimmter Regelungen mdglicherweise getrennte Priifungen vor-
geschrieben sind.
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Die im Zusammenhang mit dieser Priifmethode verwendeten Begriffe werden am Ende dieses Kapitels und im
Guidance Document 116 (7) definiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priifsubstanz wird mehreren Gruppen von Versuchstieren fiir den groeren Teil ihrer Lebenszeit taglich in
abgestuften Dosen in der Regel oral verabreicht. Die Verabreichung durch Inhalation oder auf dermalem Weg
kann ebenfalls angebracht sein. Die Tiere werden sorgfiltig auf Toxizitdtszeichen und das Auftreten neoplas-
tischer Veranderungen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Priifung sterben, und vorzeitig getotete Tiere werden
seziert; die nach Abschluss der Priifung tiberlebenden Tiere werden getotet und ebenfalls seziert.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Diese Priifmethode betrifft hauptsichlich die Bewertung und Evaluierung der Kanzerogenitit bei Nagetieren
(Nummer 2). Die Verwendung anderer Arten als Nagetiere kann in Betracht gezogen werden, wenn die vor-
liegenden Daten darauf hindeuten, dass sie fiir die Vorhersage gesundheitlicher Wirkungen beim Menschen von
groBerer Relevanz sind. Die Wahl der Tierart ist zu begriinden. Die bevorzugte Nagetierart ist die Ratte, doch
konnen auch andere Nagetierarten, z. B. die Maus, verwendet werden. Obwohl die Verwendung der Maus in
Priifungen auf Kanzerogenitit nur von begrenztem Nutzen sein mag (24) (25) (26), schreiben einige geltende
Regulierungsprogramme nach wie vor Kanzerogenititspriifungen an der Maus vor, sofern nicht gezeigt werden
kann, dass eine solche Studie wissenschaftlich nicht erforderlich ist. Ratten und Mause sind wegen ihrer relativ
kurzen Lebenszeit, der weit verbreiteten Verwendung in pharmakologischen und toxikologischen Studien, ihrer
Anfilligkeit fir die Entstehung von Tumoren und der Verfiigbarkeit ausreichend beschriebener Stimme die
bevorzugten Versuchsmodelle. Daher liegen iiber ihre Physiologie und Pathologie umfangreiche Informationen
vor. Zusitzliche Informationen zur Wahl der Tierart und des Stamms sind im Guidance Document No. 116 (7)
enthalten.

Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen zu verwenden. Fir die
Prisfung auf Kanzerogenitit sollten moglichst Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft verwendet
werden wie fiir die kiirzere(n) Toxizitdtsvorstudie(n). Wenn jedoch bekannt ist, dass Tiere dieses Stamms und
dieser Herkunft die allgemein anerkannten Uberlebenskriterien fiir Langzeitstudien [siche Guidance Document
No. 116 (7)] nicht erfiillen, ist die Verwendung eines Tierstamms mit ausreichender Uberlebensrate fiir die
Langzeitstudie in Betracht zu ziehen. Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch trichtig
sei.

Haltung und Fiitterung

Die Tiere konnen entweder einzeln oder in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen in Kifigen untergebracht
werden. Eine Einzelunterbringung ist nur in Betracht zu ziehen, wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist (27)
(28) (29). Die Kifige sollten so angeordnet werden, dass etwaige Einfliisse der Kafigplatzierung minimiert
werden. Die Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (¢ 3 °C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte
mindestens 30 % betragen und — aufler beim Reinigen des Raums — 70 % nicht tiberschreiten. Angestrebt
werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und
Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkommliches
Laborfutter verfiittert werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu gewihrleisten. Das Futter
sollte den Nahrstoffbedarf der eingesetzten Tierart decken und moglichst wenig Schadstoffe wie z. B. Pestizid-
riickstinde, persistente organische Schadstoffe, Phytoostrogene, Schwermetalle und Mykotoxine enthalten, die
das Ergebnis der Prifung beeinflussen konnten. Das Futter ist regelmaflig, und zwar zumindest zu Beginn der
Priifung und bei Verwendung einer anderen Charge, auf den Nahrstoff- und Schadstoffgehalt hin zu analysieren;
die Ergebnisse sind im Abschlussbericht anzugeben. Ergebnisse von Analysen des in der Priifung verwendeten
Trinkwassers sind ebenfalls anzugeben. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch beeinflusst, dass eine
geeignete Beimischung einer Priifsubstanz und die Deckung des Nahrstoffbedarfs der Tiere sichergestellt werden
muss, wenn die Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht wird.

Vorbereitung der Tiere

Es sind gesunde Tiere zu verwenden, die mindestens sieben Tage an die Laborbedingungen gewohnt und zuvor
nicht fiir andere Experimente verwendet wurden. Bei Nagetieren sollte die Verabreichung so bald wie moglich
nach dem Absetzen und der Eingewohnung beginnen, vorzugsweise bevor die Tiere 8 Wochen alt sind. Art,
Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und Alter der Versuchstiere sind anzugeben. Bei Beginn der Studie
sollten die Gewichtsunterschiede bei den Tieren beider Geschlechter moglichst gering sein und + 20 % des
geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts aller Tiere in der Studie nicht iiberschreiten. Die Tiere werden
nach dem Zufallsprinzip in Kontroll- und Behandlungsgruppen eingeteilt. Nach der Randomisierung sollte sich
das Durchschnittsgewicht der Tiere desselben Geschlechts von Gruppe zu Gruppe nicht signifikant unterschei-
den. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede, sollte die Randomisierung moglichst wiederholt werden. Jedes
Versuchstier erhilt zur sicheren Identifizierung eine eigene Nummer und wird durch Tatowierung, Mikrochipim-
plantat oder auf eine andere geeignete Weise mit dieser Nummer gekennzeichnet.
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VERFAHREN
Zahl und Geschlecht der Versuchstiere

Es sind Tiere beider Geschlechter zu verwenden. Es sollten so viele Tiere verwendet werden, dass eine griindliche
biologische und statistische Auswertung moglich ist. Jede Dosisgruppe und jede gleichzeitige Kontrollgruppe
sollte daher mindestens 50 Tiere je Geschlecht umfassen. Je nach Ziel der Studie kann die statistische Aussage-
kraft von Schliisselwerten durch ungleiche Verteilung der Tiere auf die verschiedenen Dosisgruppen erhoht
werden, wobei z. B. zur Einschitzung des karzinogenen Potenzials bei niedrigen Dosen mehr als 50 Tiere in
die Gruppen mit niedriger Dosis eingeteilt werden. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass eine mafige Erhohung
der Gruppengrofle nur zu einer relativ geringen Erhohung der statistischen Aussagekraft der Studie fiihrt.
Weitere Informationen zur statistischen Auslegung der Studie und zur Wahl der Dosisstufen zwecks Maximie-
rung der statistischen Aussagekraft sind im Guidance Document No. 116 (7) enthalten.

Tétungen im Verlauf der Studie und Satelliten-(Sentinel-)Gruppen

Es kann vorgesehen werden, dass Tiere im Verlauf der Studie, z. B. nach zwolf Monaten, getotet werden, um
Erkenntnisse iiber den Fortgang neoplastischer Verdnderungen und mechanistische Informationen zu gewinnen,
falls dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Wenn diese Informationen bereits aus vorherigen Toxizititsstudien
mit wiederholter Gabe der Priifsubstanz vorliegen, sind zwischenzeitliche Totungen maoglicherweise wissen-
schaftlich nicht gerechtfertigt. Wenn vorgesehen ist, dass Tiere im Verlauf der Studie getotet werden, betragt
die Zahl der fiir derartige Totungen vorgesehenen Tiere in jeder Dosisgruppe normalerweise je zehn Tiere beider
Geschlechter, und die Gesamtzahl der Tiere in der Studie sollte um die Zahl der Tiere erhoht werden, die vor
Beendigung der Studie getétet werden sollen. Der Krankheitsstatus wihrend der Studie kann erforderlichenfalls
mit einer zusitzlichen Gruppe von Sentineltieren (normalerweise je funf Tiere beider Geschlechter) {iberwacht
werden (30). Das Guidance Document No. 116 (7) enthilt nihere Hinweise.

Dosisgruppen und Dosierung

Das Guidance Document No. 116 (7) enthilt Hinweise zu allen Aspekten der Dosiswahl und zu den Abstinden
der Dosisstufen. Mindestens drei Dosisstufen und eine gleichzeitige Kontrolle sollten verwendet werden. Die
Dosisstufen werden im Allgemeinen auf der Grundlage der Ergebnisse von Studien mit kurzzeitiger wiederholter
Verabreichung oder Dosisfindungsstudien festgelegt und sollten alle vorliegenden toxikologischen und toxiko-
kinetischen Daten fiir die Priifsubstanz oder verwandte Stoffe beriicksichtigen.

Soweit keine Beschrinkungen aufgrund der physikalisch-chemischen Beschaffenheit oder der biologischen Wir-
kungen der Priifsubstanz bestehen, ist die hochste Dosisstufe so zu wihlen, dass zwar die Hauptzielorgane und
die toxischen Wirkungen identifiziert werden konnen, aber Leiden, schwere Toxizitdt, Morbiditit oder Tod der
Tiere vermieden werden. Unter Beriicksichtigung der unter Nummer 23 beschriebenen Faktoren ist die hochste
Dosisstufe normalerweise so zu wihlen, dass Anzeichen von Toxizitit hervorgerufen werden, die sich z. B. in
einer verzogerten Korpergewichtsentwicklung dufSern (etwa 10 %). Je nach den Zielen der Studie (siche Nummer
6) kann jedoch eine Hochstdosis festgelegt werden, die unter der zu Toxizititszeichen fithrenden Dosis liegt, z.
B. wenn eine Dosis eine besorgniserregende Wirkung auslost, die sich aber nur geringfiigig auf Lebensdauer oder
Korpergewicht auswirkt.

Die Dosisstufen und die Abstinde der Dosisstufen konnen so gewihlt werden, dass auf der niedrigsten Dosis-
stufe eine Dosis-Wirkungs-Bezichung und, je nach Wirkungsweise der Priifsubstanz, ein NOAEL-Wert oder
andere angestrebte Studienergebnisse, z. B. ein BMD (siche Nummer 25), festgestellt werden konnen. Zu den
Faktoren, die bei der Festlegung niedrigerer Dosen zu beriicksichtigen sind, gehoren die voraussichtliche Stei-
gung der Dosis-Wirkungs-Kurve, die Dosen, bei denen wichtige Anderungen des Metabolismus oder der toxi-
schen Wirkungsweise eintreten konnen, und das Niveau, bei dem eine Schwelle oder ein Ausgangspunkt fiir
eine Extrapolation niedriger Dosen erwartet wird.

Welche Dosisstufenabstinde gewihlt werden, hingt von den Merkmalen der Priifsubstanz ab und kann in dieser
Priifmethode nicht vorgeschrieben werden. Abstinde mit einem Faktor von 2 bis 4 erweisen sich jedoch oft als
gut geeignet fur die Festsetzung abnehmender Dosisstufen. Auferdem ist es oft besser, statt der Verwendung
sehr grofSer Intervalle (z. B. mit einem Faktor zwischen 6 und 10) zwischen den Dosierungen eine vierte
Priifgruppe einzurichten. Die Verwendung von Faktoren iiber 10 sollte im Allgemeinen vermieden bzw. gege-
benenfalls begriindet werden.

Entsprechend dem Guidance Document No. 116 (7) sind bei der Dosisfestlegung u. a. folgende Faktoren zu
beriicksichtigen:

— bekannte oder vermutete Nichtlinearititen oder Wendepunkte der Dosis-Wirkungs-Kurve;

— Toxikokinetik und Dosisbereiche, bei denen die metabolische Induktion, die Sittigung oder die Nichtlinea-
ritdt zwischen externen und internen Dosen auftritt oder nicht auftritt;

— Vorladuferlasionen, Wirkungsmarker oder Indikatoren fiir den Ablauf zugrunde liegender biologischer Schliis-
selprozesse;

— wichtige (oder vermutete) Aspekte der Wirkungsweise, z. B. Dosen, ab denen Zytotoxizitit auftritt, Hormon-
spiegel beeinflusst werden, homdostatische Mechanismen gestort werden usw.;
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— Bereiche der Dosis-Wirkungs-Kurve, bei denen eine besonders genaue Schitzung erforderlich ist, z. B. im
Bereich der vorgesehenen BMD oder einer vermuteten Schwelle;

— Beriicksichtigung voraussichtlicher Expositionsniveaus von Menschen.

Die Kontrollgruppe ist eine unbehandelte Gruppe oder eine Vehikelkontrollgruppe, sofern ein Vehikel zur
Verabreichung der Priifsubstanz verwendet wird. Abgesehen von der Behandlung mit der Priifsubstanz sollten
die Tiere der Kontrollgruppe genauso behandelt werden wie die Tiere in den Priifgruppen. Wird ein Vehikel
verwendet, erhalt die Kontrollgruppe das Vehikel im hochsten bei den Dosisgruppen verwendeten Volumen.
Wird eine Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht und fihrt dies aus geschmacklichen Griinden zu einer
verminderten Futteraufnahme, kann eine paarweise gefiitterte Kontrollgruppe niitzlich und eine bessere Kon-
trolle sein.

Zubereitung der Dosen und Verabreichung der Priifsubstanz

Die Prifsubstanz wird in der Regel oral, d. h. mit der Nahrung oder dem Trinkwasser, oder iiber eine
Schlundsonde verabreicht. Zusitzliche Informationen zu Verabreichungswegen und -methoden sind im Gui-
dance Document No. 116 (7) enthalten. Verabreichungsweg und -methode richten sich nach dem Zweck der
Studie, den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, ihrer Bioverfiigbarkeit und der vorherr-
schenden Art der Exposition beim Menschen. Der gewihlte Verabreichungsweg und die Methode sollten
begriindet werden. Aus Tierschutzgriinden sollte die Schlundsonde nur fiir Agenzien gewahlt werden, bei denen
dieser Weg und diese Methode der Verabreichung die potenzielle Humanexposition annahernd reprisentieren (z.
B. Arzneimittel). Nahrungs- oder Umweltchemikalien einschlieflich Pestizide werden normalerweise mit dem
Futter oder dem Trinkwasser verabreicht. Fiir bestimmte Szenarios, z. B. berufliche Exposition, konnen andere
Applikationswege besser geeignet sein.

Bei Bedarf wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelost oder suspendiert. Zu beriicksichtigen sind
gegebenenfalls folgende Merkmale des Vehikels und anderer Additive: Auswirkungen auf die Resorption, die
Verteilung, den Stoffwechsel oder die Retention der Priifsubstanz; Auswirkungen auf die chemischen Eigen-
schaften der Priifsubstanz, die deren toxische Eigenschaften verindern konnen, und ferner Auswirkungen auf die
Futter- oder Wasseraufnahme oder den Erndhrungszustand der Versuchstiere. Es empfiehlt sich, nach Maglich-
keit zunichst die Verwendung einer wissrigen Losung/Suspenion, sodann eine Losung/Emulsion in Ol (z. B.
Maisol) und erst dann eine Losung in anderen Vehikeln in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln als Wasser
miissen deren toxische Merkmale bekannt sein. Es sollten Informationen tiber die Stabilitdt der Priifsubstanz und
die Homogenitit der Losungen oder Futterrationen, die (je nach Fall) die Dosierung enthalten, unter den
Verabreichungsbedingungen (z. B. mit dem Futter) vorliegen.

Fiir mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichte Stoffe ist unbedingt sicherzustellen, dass die Mengen der
jeweiligen Priifsubstanz die normale Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeintrichtigen. Um
eine unausgewogene Erndhrung zu vermeiden, sollte die Konzentration der Priifsubstanz in Langzeittoxizitits-
studien mit Verabreichung iiber die Nahrung normalerweise eine Obergrenze von 5 % der Gesamtnahrung nicht
iibersteigen. Wenn die Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Futterkon-
zentration (mg/kg Futter oder ppm) oder eine konstante Dosierung in Relation zum Korpergewicht des Tiers
(mg/kg Korpergewicht), berechnet auf Wochenbasis, verwendet werden. Die jeweils gewahlte Verfahrensweise ist
anzugeben.

Bei oraler Verabreichung erhalten die Tiere die Priifsubstanz tiglich (sieben Tage in der Woche), im Fall von
Nagetieren in der Regel fiir einen Zeitraum von 24 Monaten (siche auch Nummer 32). Jede Abweichung von
diesem Dosierungsplan, z. B. fiinf Tage pro Woche, ist zu begriinden. Bei dermaler Applikation werden die
Tiere, wie in Kapitel B.9 dieses Anhangs (11) beschrieben, fiir einen Zeitraum von 24 Monaten an sieben Tagen
in der Woche mindestens 6 Stunden pro Tag mit der Priifsubstanz behandelt. Die Inhalationsexposition wird an
sieben Tagen in der Woche fir 6 Stunden pro Tag durchgefithrt, aber auch finf Tage in der Woche sind
moglich, wenn dies gerechtfertigt ist. Die Expositionsdauer betrdgt normalerweise 24 Monate. Wenn fiir eine
Nose-only-Exposition andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die maximale Expositionsdauer
angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine Expositionsdauer von weniger als 6 Stunden
pro Tag ist zu begriinden. Siche auch Kapitel B.8 dieses Anhangs (9).

Wird die Priifsubstanz iiber eine Sonde verabreicht, so sollte dies unter Verwendung einer Schlundsonde oder
einer geeigneten Intubationskaniile jeweils zur gleichen Tageszeit erfolgen. Normalerweise wird einmal téglich
eine Einzeldosis verabreicht. Wenn es sich bei der Priifsubstanz z. B. um einen lokal reizenden Stoff handelt,
kann die Tagesdosis auf zwei Teilmengen aufgeteilt werden. Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem
Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hingt von der Grofe des Versuchstiers ab. Das Volumen sollte
so gering wie moglich sein und bei Nagetieren normalerweise 1 ml/100 g Korpergewicht nicht iiberschreiten
(31). Die Variabilitdt der Priifvolumina sollte durch Anpassung der Konzentration auf ein konstantes Volumen
bei allen Dosen moglichst gering gehalten werden. Davon ausgenommen sind potenziell dtzende oder reizende
Stoffe, die zur Vermeidung schwerwiegender lokaler Wirkungen verdiinnt werden miissen. Die Priifung in
Konzentrationen, die wahrscheinlich eine veritzende oder reizende Wirkung fiir den Magen-Darm-Trakt haben,
ist zu vermeiden.
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Versuchsdauer

Die Studie dauert bei Nagetieren in der Regel 24 Monate, was dem grofiten Teil der normalen Lebenszeit der
verwendeten Tiere entspricht. Eine kiirzere oder lingere Studiendauer ist je nach Lebenszeit der in der Studie
verwendeten Tierart moglich, sollte aber begriindet werden. Bei bestimmten Stdimmen von Miusen, z. B. die
Stimme AKR[], C3H/] oder C57BL/6], ist eine Dauer von 18 Monaten moglicherweise besser geeignet. Im
Folgenden werden Hinweise zu Dauer und Beendigung der Studie und dem Uberleben der Tiere gegeben.
Weitere Hinweise, u. a. zu der Frage, wieweit ein aus der Uberlebensrate der Tiere resultierendes negatives
Ergebnis einer Kanzerogenititsstudie akzeptiert werden kann, sind im OECD Guidance Document No. 116 on
the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (7) zu finden.

— Wenn die Anzahl der iiberlebenden Tiere in den Gruppen mit niedrigerer Dosierung oder in der Kontroll-
gruppe unter 25 % sinkt, ist die Beendigung der Studie in Betracht zu zichen.

— Ist lediglich in der Hochdosisgruppe ein vorzeitiger Tod aufgrund von Toxizitdt festzustellen, muss dies nicht
zwangsldufig zur Beendigung der Studie fithren.

— Die Uberlebensrate sollte nach Geschlechtern getrennt ausgewertet werden.

— Die Studie sollte nicht iiber den Punkt hinaus fortgesetzt werden, an dem die Daten aus der Studie nicht
mehr ausreichen, um eine statistisch valide Bewertung vorzunehmen.

BEOBACHTUNGEN

Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und an Feiertagen, auf
Anzeichen von Morbiditit und Mortalitdt hin zu untersuchen. Dariiber hinaus sind die Tiere einmal am Tag auf
spezielle Anzeichen von toxikologischer Bedeutung zu untersuchen, wobei der Zeitpunkt zu beriicksichtigen ist,
zu dem nach Verabreichung per Schlundsonde mit den maximalen Wirkungen zu rechnen ist. Die Entwicklung
von Tumoren ist besonders aufmerksam zu verfolgen; dabei sind der Zeitpunkt der Entstehung, die Lokalisie-
rung, das Ausmaf, das Erscheinungsbild und die Progression jedes deutlich sichtbaren oder fithlbaren Tumors
festzuhalten.

Kérpergewicht, Futter-/Wasseraufnahme und Futtereffizienz

Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens einmal wochentlich und
danach mindestens monatlich gewogen werden. Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13
Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die Trinkwasserauf-
nahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich gemessen
werden, wenn die Priifsubstanz mit dem Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten
der Tiere verdndert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden.

Hamatologie, klinische Biochemie und sonstige Messungen

Um moglichst viele Informationen aus der Studie zu gewinnen, insbesondere in Bezug auf die Wirkungsweise
der Priifsubstanz, kénnen nach Ermessen des Studienleiters Blutproben fiir himatologische und klinisch-bio-
chemische Untersuchungen genommen werden. Urinuntersuchungen konnen ebenfalls angezeigt sein. Weitere
Hinweise zum Nutzen dieser Probenahmen im Rahmen einer Kanzerogenitatspriifung sind im Guidance Docu-
ment No. 116 (7) zu finden. Falls sie fiir angezeigt gehalten werden, konnen die Blutproben fiir himatologische
und Kklinisch-chemische Untersuchungen und Urinuntersuchungen im Rahmen einer Totung im Verlauf der
Studie (siche Nummer 20) oder bei Beendigung der Studie bei mindestens je zehn Tieren beider Geschlechter je
Gruppe genommen werden. Die Blutproben miissen unter Anisthesie an einer benannten Stelle, z. B. durch
Herzpunktion oder aus dem retrobulbdren Venenplexus entnommen und gegebenenfalls fachgerecht gelagert
werden. Es konnen auch Blutausstriche zur Untersuchung angefertigt werden, insbesondere wenn das Knochen-
mark das Zielorgan zu sein scheint. Der Nutzen dieser Untersuchung fiir die Einschitzung des karzinogenen/
onkogenen Potenzials ist jedoch fraglich (32).

PATHOLOGIE
Makroskopische Untersuchung

Alle an der Studie beteiligten Tiere, ausgenommen Sentineltiere (siehe Nummer 20) und andere Satellitentiere,
sind einer vollstandigen, eingehenden makroskopischen Untersuchung zu unterziehen, die die sorgfiltige Unter-
suchung der dufleren Korperoberfliche, aller Korperoffnungen sowie der Schidel-, Brust- und Bauchhéhlen und
ihres Inhalts umfasst. Sentineltiere und andere Satellitentiere konnen nach Ermessen des Studienleiters von Fall
zu Fall seziert werden. Organgewichte werden bei einer Priifung auf Kanzerogenitit normalerweise nicht erfasst,
da der Nutzen dieser Daten durch geriatrische Veranderungen und in spiteren Stadien durch die Entstehung von
Tumoren beeintrachtigt wird. Sie konnen jedoch fiir die Durchfithrung einer Weight-of-Evidence-Bewertung und
insbesondere fiir Fragen der Wirkungsweise von Bedeutung sein. Wenn sie Teil einer Satellitenstudie sind,
sollten sie nicht spdter als ein Jahr nach Studienbeginn erfasst werden.

Die folgenden Gewebe sind in dem fiir die betreffende Gewebeart und die vorgesehene anschliefende histopa-
thologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel aufzubewahren (33) (Gewebe in eckigen
Klammern sind fakultativ):
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38.

alle makroskopischen Ver- | Herz Pankreas Magen (Vormagen, Drii-
dnderungen senmagen)
Nebennieren Ileum Nebenschilddriise [Zdhne]
Aorta Jejunum periphere Nerven Hoden
Gehirn (mit Schnitten von | Nieren Hypophyse Thymus
Cerebrum, Cerebellum und
Medulla/Pons)
Caecum Trinendriise (exorbital) Prostata Schilddriise
Zervix Leber Rectum [Zunge]
Koagulationsdriise Lunge Speicheldriise Trachea
Kolon Lymphknoten (sowohl Samenbldschen Harnblase
oberflichliche als auch
tiefe)
Duodenum Brustdriise (obligatorisch | Skelettmuskel Uterus (mit Zervix)
fiir Weibchen und, falls
bei der Sektion erkenn-
bar, fiir Mannchen)
Nebenhoden [obere Atemwege, ein- Haut [Harnleiter]
schlieRlich Nase, Nasen-
muscheln und Nasen-
nebenhohlen]
Auge (mit Netzhaut) Speiserchre Riickenmark (auf 3 Ebe- | [Harnréhre]
nen: zervical, mittlerer
Thoraxbereich und lum-
bar)
[Femur mit Gelenk] [Riechkolben] Milz Vagina
Gallenblase (bei anderen Ovarien [Brustbein] Knochenmarkschnitt und/

Arten als Ratten)

oder ein frisches Kno-
chenmark-Aspirat

Hardersche Driise

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. Die klinischen und sons-
tigen Befunde konnen weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich machen. Auch Organe, die aufgrund der
bekannten Eigenschaften der Priifsubstanz als mogliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt wer-
den. In Studien mit dermaler Applikation sind die in der Liste fir orale Verabreichung aufgefithrten Organe
aufzubewahren; es sind Proben der Haut an der Applikationsstelle zu nehmen und aufzubewahren. Bei Inha-
lationsstudien sollte sich die Liste der aufzubewahrenden und zu untersuchenden Gewebe des Atemtrakts an den
Empfehlungen der Kapitel B.8 und B.29 dieses Anhangs orientieren. Was andere Organe/Gewebe betrifft, so
sollten (zusitzlich zu den speziell konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die in der Liste fiir die orale
Verabreichung genannten Organe untersucht werden.

Histopathologie

Es gibt Leitlinien fiir bewidhrte Praktiken bei der Durchfithrung toxikologischer Pathologiestudien (33). Zu
untersuchen sind mindestens folgende Gewebe:

— alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe,
— alle Gewebe von wihrend der Studie gestorbenen oder getoteten Tieren,
— alle Gewebe mit makroskopischen Abnormititen einschlieflich Tumoren,

— wenn behandlungsbedingte histopathologische Verinderungen in der Hochdosisgruppe festgestellt werden,
sind diese Gewebe von allen Tieren in allen anderen Dosisgruppen zu untersuchen,

— bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen.
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39.

40.

41.

42.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

Fir alle bestimmten Parameter sollen Daten zu den einzelnen Tieren angegeben werden. Dariiber hinaus sollten
alle Daten in Form einer Tabelle zusammengefasst werden, aus der fiir jede Priifgruppe folgende Angaben
hervorgehen: die Zahl der Tiere bei Beginn der Priifung und die Zahl der wihrend der Priifung tot aufgefun-
denen oder aus Tierschutzgriinden getoteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Tétung, die Zahl der
Tiere, die Toxizitdtszeichen aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten Toxizitétszeichen, einschlieflich des
Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads,
die Zahl der Tiere mit Lisionen, die Art der Lasionen und der Prozentsatz der von jeder Lision betroffenen
Tiere. Die Mittelwerte und Standardabweichungen (fiir kontinuierliche Versuchsdaten) von Tieren, die toxische
Wirkungen oder Lisionen aufweisen, sind zusitzlich zum Schweregrad der Lisionen in Ubersichtstabellen
anzugeben.

Historische Kontrolldaten konnen die Auswertung der Studienergebnisse erleichtern, z. B. wenn die Daten der
gleichzeitigen Kontrollen erheblich von neueren Daten von Kontrolltieren aus derselben Versuchseinrichtung
abweichen. Wenn historische Kontrolldaten bewertet werden, sollten sie von demselben Labor stammen, sich
auf Tiere desselben Alters und Stamms beziehen und hochstens fiinf Jahre vor der fraglichen Studie erhoben
worden sein.

Wenn moglich, sind die numerischen Daten durch eine geeignete allgemein annehmbare statistische Methode
auszuwerten. Die statistischen Methoden und die zu analysierenden Daten sind bei der Planung der Studie
festzulegen (Nummer 9). Diese Auswahl sollte es ermdglichen, erforderlichenfalls Anpassungen je nach Uber-
lebensrate vorzunehmen.

Priifbericht

Der Priifbericht sollte folgende Informationen enthalten:

Priifsubstanz:

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften,
— Daten zur Identifikation,

— Herkunft des Stoffs,

— Chargennummer,

— Bescheinigung der chemischen Analyse.

Vehikel (wenn verwendet):

— Begriindung der Wahl des Vehikel, sofern anders als Wasser.
Versuchstiere:

— Art/Stamm und Begriindung fur die getroffene Wahl,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere bei Versuchsbeginn,

— Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.,

— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn.

Priifbedingungen:

— Begriindung fiir Verabreichungsweg und Festlegung der Dosis,
— gegebenenfalls die statistischen Methoden zur Analyse der Daten,
— Angaben zur Formulierung der Priifsubstanz/Futterzubereitung,

— Analysedaten tiber die erreichte Konzentration, Stabilitit und Homogenitit der Zubereitung,
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— Verabreichungsweg und Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz,
— bei Inhalationsstudien: ,Nose-only- oder Ganzkorperexposition,

— tatsdchliche Dosen (mg/kg Korpergewicht/Tag) und, sofern zutreffend, Angaben zur Umrechnung der Kon-
zentration der Priifsubstanz im Futter/Trinkwasser (mg/kg oder ppm) in die tatsichliche Dosis,

— Angaben zur Futter- und Wasserqualitat.

Ergebnisse (zusammenfassende Ubersichtstabellen und Daten fiir die einzelnen Tiere):
Allgemeines

— Uberlebensdaten,

— Koérpergewicht/Anderungen des Korpergewichts,

— Futteraufnahme, gegebenenfalls Berechnungen der Futtereffizienz und der Wasseraufnahme, falls erfasst,
— toxikokinetische Daten, falls vorhanden,

— Ophthalmoskopie (falls zutreffend),

— Hamatologie (falls zutreffend),

— klinische Chemie (falls zutreffend).

Klinische Befunde

— Toxizititszeichen,

— Inzidenz (und, falls bewertet, Schweregrad) jeder Abnormitit,

— Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (sowohl voriibergehend als auch dauerhaft).
Nekropsiedaten

— terminales Korpergewicht,

— Organgewichte (und gegebenenfalls Verhiltnis Organ-/Korpergewicht),

— Sektionsbefunde; Inzidenz und Schweregrad von Abnormititen.
Histopathologie

— nicht neoplastische histopathologische Befunde,

— neoplastische histopathologische Befunde,

— Korrelation zwischen makroskopischen und mikroskopischen Befunden,

— ausfithrliche Beschreibung aller behandlungsbedingten histopathologischen Befunde mit Einstufung des
Schweregrads,
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— Bericht iiber eventuelle Peer-Reviews von Objekttragern.
Statistische Auswertung der Ergebnisse, soweit zutreffend
Diskussion der Ergebnisse einschlieflich

— Diskussion von Modellierungsansitzen,

— Dosis-Wirkungs-Beziehungen,

— historische Kontrolldaten,

— Pritfung aller Informationen iiber die Wirkungsweise,
— Bestimmung von BMD, NOAEL oder LOAEL,

— Relevanz fiirr Menschen.
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Anlage 1

DEFINITION

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.

B.33 KOMBINIERTE STUDIEN ZUR PRUFUNG AUF CHRONISCHE TOXIZITAT UND

KANZEROGENITAT

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 453 (2009). Die urspriingliche TG 453 wurde 1981
angenommen. Die Entwicklung dieser aktualisierten Priifmethode B.33 wurde fiir notwendig gehalten, um
neueren Entwicklungen auf dem Gebiet des Tierschutzes sowie Regulierungsanforderungen Rechnung zu tragen
(1) (2) (3) (4) (5). Diese Priifmethode B.33 wurde parallel zur Uberarbeitung von Kapitel B.32 dieses Anhang
Pritfungen auf Kanzerogenitit' und Kapitel B.30 dieses Anhangs Priifungen auf chronische Toxizitat' aktualisiert
mit dem Ziel, zusitzliche Informationen von den in der Untersuchung verwendeten Tieren und detailliertere
Angaben zur Wahl der Dosis zu gewinnen. Diese Priifmethode ist dazu ausgelegt, fiir die Priifung eines breiten
Spektrums von chemischen Stoffen, einschlieflich Pestiziden und Industriechemikalien, verwendet zu werden. Es
ist jedoch darauf hinzuweisen, dass bestimmte Details und Anforderungen fiir Pharmazeutika abweichen konnen
[siche Internationale Harmonisierungskonferenz (ICH) Guidance S1B on Testing for Carcinogenicity of Pharma-
ceuticals].

Bei den meisten Priifungen auf chronische Toxizitdt und Kanzerogenitit werden Nagetierarten verwendet; diese
Priifmethode gilt daher hauptsichlich fiir Priifungen, die an diesen Arten durchgefithrt werden. Wenn solche
Priifungen an Nichtnagern erforderlich sind, konnen die beschriebenen Grundsitze und Verfahren mit ent-
sprechenden Anderungen in Kombination mit denen des Kapitels B.27 dieses Anhangs ,Priifung auf subchro-
nische orale Toxizitit — 90-Tage-Toxizitdtsstudie mit wiederholter Verabreichung an Nicht-Nagetieren' (6), wie
im OECD Guidance Document No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity
Studies (7) beschrieben, ebenfalls angewendet werden.

Bei Priifungen auf chronische Toxizitdt/Kanzerogenitit finden im Wesentlichen die orale, die dermale und die
inhalative Verabreichung Anwendung. Die Wahl des Verabreichungswegs hingt von den physikalischen und
chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz und der vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen ab.
Zusitzliche Informationen zur Wahl des Expositionswegs sind im Guidance Document No. 116 (7) enthalten.

Bei dieser Priifmethode steht die Exposition auf oralem Weg im Vordergrund. Dies ist der bei Priifungen auf
chronische Toxizitdt und Kanzerogenitit am haufigsten verwendete Expositionsweg. Zwar sind Langzeitpriifun-
gen mit Exposition iiber die Haut oder durch Inhalation moglicherweise auch notwendig, um das Risiko fiir die
menschliche Gesundheit zu beurteilen, und/oder im Rahmen bestimmter Regelungen vorgeschrieben, aber diese
beiden Expositionswege sind aus technischer Sicht auerordentlich komplex. Derartige Priifungen sind von Fall
zu Fall zu konzipieren, wobei die hier beschriebene Priifmethode fiir die Bewertung und Evaluierung von
Kanzerogenitit und chronischer Toxizitdt bei oraler Verabreichung allerdings mit Bezug auf Empfehlungen
fir Behandlungszeiten, klinische und Pathologieparameter usw. als Grundlage fiir ein Protokoll fiir Inhalations-
und/oder dermale Priifungen dienen konnte. Es gibt OECD-Leitlinien fiir die Verabreichung von Priifsubstanzen
durch Inhalation (7) (8) und iiber die Haut (7). Bei der Konzeption lingerfristiger Priifungen mit Exposition
durch Inhalation sind insbesondere Kapitel B.8 dieses Anhangs (9) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (10) sowie
das OECD Guidance (8) zu beriicksichtigen. Bei Priifungen mit dermaler Applikation ist Kapitel B.9 dieses
Anhangs (11) zu beachten.

Die kombinierte Studie zur Priifung auf chronische Toxizitit/Kanzerogenitit liefert Informationen iiber mogliche
gesundheitliche Schadigungen, die durch wiederholte Exposition iiber einen Zeitraum entstehen konnen, der sich
iiber die gesamte Lebensdauer der verwendeten Art erstrecken kann. Sie liefert Informationen tiber die toxischen
Wirkungen der Priifsubstanz, einschlieflich der potenziellen Kanzerogenitit, und gibt Hinweise auf Zielorgane
und die Moglichkeit der Akkumulation. Auflerdem kann sie zur Ableitung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne
beobachtete schidigende Wirkung) fiir toxische Wirkungen und, im Fall von nicht genotoxischen Karzinogenen,
fir Tumorreaktionen beitragen, der zur Festlegung von Sicherheitskriterien fiir die Humanexposition heran-
gezogen werden kann. Ferner wird die Notwendigkeit sorgfaltiger klinischer Beobachtung der Tiere hervor-
gehoben, damit so viele Informationen wie moglich gewonnen werden konnen.

Zu den Zielen von Priifungen auf chronische Toxizitit/Kanzerogenitit nach dieser Priifmethode gehoren

— die Identifizierung der kanzerogenen Eigenschaften einer Priifsubstanz, die im Vergleich zu gleichzeitigen
Kontrollgruppen zu einer erhohten Inzidenz von Neoplasmen, einem erhohten Anteil maligner Neoplasmen
oder einem schnelleren Auftreten von Neoplasmen fithren,

— die Ermittlung der Zeit bis zum Auftreten von Neoplasmen,

— die Feststellung der chronischen Toxizitit der Priifsubstanz,
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10.

11.

— die Identifizierung des Zielorgans/der Zielorgane der chronischen Toxizitit und der Kanzerogenitit,

— die Beschreibung der Dosis-Wirkungs-Beziehung,

— die Bestimmung eines NOAEL-Werts (Dosis ohne beobachtete schidigende Wirkung) oder eines Ausgangs-
punkts fiir die Festlegung einer Benchmark-Dosis (BMD),

— die Extrapolation kanzerogener Wirkungen auf Expositionsniveaus von Menschen bei geringer Dosis,

— die Vorhersage der Wirkungen chronischer Toxizitit beim Expositionsniveau von Menschen,

— die Gewinnung von Daten zur Priifung von Hypothesen iiber die Wirkungsweise (2) (7) (12) (13) (14) (15).

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Bei der Beurteilung und Bewertung des Kanzerogenitdtspotenzials und der chronischen Toxizitdt einer Priif-
substanz sollte das Priiflabor vor Durchfithrung der Studie alle verfiigbaren Informationen tiber die Priifsubstanz
berticksichtigen, damit die Studienauslegung auf eine effizientere Priifung ihrer toxikologischen Eigenschaften
ausgerichtet und die Verwendung von Versuchstieren minimiert werden kann. Es ist wichtig, die Wirkungsweise
eines vermutlichen Karzinogens zu kennen und zu beriicksichtigen (2) (7) (12) (13) (14) (15), da die optimale
Studienauslegung je nachdem, ob die Priifsubstanz ein bekanntes oder vermutliches genotoxisches Karzinogen
ist, unterschiedlich sein kann. Ndhere Hinweise zu Aspekten der Wirkungsweise sind im Guidance Document
No. 116 (7) zu finden.

Fir die Auslegung der Studie konnten u. a. Informationen wie die Identitit, die chemische Struktur und die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, simtliche Informationen iiber die Wirkungsweise,
Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-vivo-Toxizitdtspriifungen einschlieflich Genotoxizititspriifungen, vorgese-
hene Verwendungen und die Moglichkeit der Exposition des Menschen, (Q)SAR-Daten, Daten iiber Mutagenitit/
Genotoxizitit, Kanzerogenitit und andere toxikologische Daten iiber strukturverwandte Substanzen, toxikoki-
netische Daten (Kinetik bei Einzel- und Mehrfachdosierung) sowie Daten aus anderen Studien mit wiederholter
Exposition herangezogen werden. Die chronische Toxizitit/Kanzerogenitit sollte erst bestimmt werden, wenn
erste Informationen iiber die Toxizitdt aus Toxizititsprifungen mit wiederholter Gabe tiber 28 Tage und/oder
90 Tage vorliegen. Auch Kurzzeitversuche zur Krebsinitiation-/promotion konnen niitzliche Informationen
liefern. Im Rahmen der Gesamtbewertung der potenziellen schidlichen Wirkungen einer bestimmten Priifsub-
stanz auf die Gesundheit sollte bei der Priifung auf Kanzerogenitit etappenweise vorgegangen werden (16) (17)
(18) (19).

Vor Beginn der Priifung ist festzulegen, welche Statistikmethoden angesichts der Versuchsauslegung und der
Ziele am besten fiir die Analyse der Ergebnisse geeignet sind. Dabei ist u. a. zu entscheiden, ob die Statistiken
Anpassungen in Bezug auf die Uberlebensrate, die Analyse kumulativer Tumorrisiken bezogen auf die Uber-
lebensdauer, die Analyse des Zeitraums bis zum Auftreten eines Tumors und die Analyse bei vorzeitigem Tod
der Tiere einer oder mehrerer Gruppen umfassen sollten. Hinweise zu den geeigneten statistischen Analysen und
wichtige Literaturverweise zu international anerkannten Statistikmethoden sind im Guidance Document No. 116
(7) sowie im Guidance Document No. 35 on the analysis and evaluation of chronic toxicity and carcinogenicity
studies (20) zu finden.

Bei der Durchfithrung einer Priifung auf Kanzerogenitit sind stets die im OECD Guidance Document No. 19 on
the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals used in
safety evaluation (21), insbesondere in Absatz 62, genannten Grundsitze und Erwidgungen zu befolgen. In
diesem Absatz heifst es: Wenn ein Tier in Studien mit wiederholter Verabreichung progressive klinische Anzeichen fiir eine
fortschreitende Verschlechterung seines Zustands aufweist, ist eine informierte Entscheidung zu treffen, ob das Tier tier-
schutzgerecht getotet werden sollte oder nicht. Bei dieser Entscheidung sind Faktoren wie der Wert der Informationen, die bei
Verbleiben des Tiers in der Studie gewonnen werden kinnen, und der allgemeine Gesundheitszustand des Tiers gegen-
einander abzuwdgen. Wird beschlossen, das Tier in der Studie zu belassen, ist es entsprechend den Erfordernissen héufiger zu
beobachten. Zur Linderung von Schmerzen oder Qualen kann auch die Verabreichung der Priifsubstanz unterbrochen oder
die Dosis verringert werden, sofern dabei der Zweck der Priifung nicht beeintrdchtigt wird.

Ausfithrliche Informationen und eine Diskussion der Prinzipien der Dosiswahl bei Studien zur Priifung auf
chronische Toxizitit und Kanzerogenitit sind im Guidance Document No. 116 (7) sowie in zwei Veroffent-
lichungen des International Life Sciences Institute (22) (23) zu finden. Die grundlegende Strategie der Dosiswahl
hingt von den Hauptzielen der Studie ab (Nummer 6). Bei der Auswahl der geeigneten Dosisstufen ist ein
Gleichgewicht zwischen Gefahrenidentifizierung einerseits und der Beschreibung von Wirkungen bei geringer
Dosierung und ihrer Relevanz andererseits herzustellen. Dieses Gleichgewicht ist bei einer kombinierten Studie
zur Priifung auf chronische Toxizitdt und auf Kanzerogenitit besonders wichtig.
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Es sollte in Betracht gezogen werden, statt einer getrennten Durchfithrung einer Priifung auf chronische
Toxizitit (Kapitel B.30 dieses Anhangs) und einer Priifung auf Kanzerogenitit (Kapitel B.32 dieses Anhangs)
cher diese kombinierte Priiffung auf chronische Toxizitit und Kanzerogenitit durchzufithren. Die kombinierte
Methode ist zeit- und kosteneffizienter und benotigt weniger Versuchstiere als zwei getrennte Studien, ohne dass
dabei die Qualitit der Daten der chronischen Komponente oder der Kanzerogenititskomponente beeintrachtigt
wiirde. Bei Durchfithrung einer kombinierten Priffung auf chronische Toxizitit und Kanzerogenitit sind die
Grundsitze der Dosiswahl (Nummer 11 und Nummern 22-26) jedoch genau zu beachten. Es wird allerdings
anerkannt, dass im Rahmen bestimmter Regelungen moglicherweise getrennte Priifungen vorgeschrieben sind.
Weitere Hinweise zur Planung der kombinierten Studie zur Priifung auf chronische Toxizitdt und Kanzerogenitit
mit dem Ziel, die Effizienz der Studie zu maximieren, indem moglichst wenig Tiere verwendet und die ver-
schiedenen Versuchsverfahren gestrafft werden, sind im Guidance Document No. 116 (7) zu finden.

Die im Zusammenhang mit dieser Priiffmethode verwendeten Begriffe werden am Ende dieses Kapitels und im
Guidance Document No. 116 (7) definiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Studie umfasst zwei parallele Phasen: eine chronische Phase und eine Kanzerogenititsphase (zur jeweiligen
Dauer siche Nummern 34 bzw. 35). Die Priifsubstanz wird in der Regel oral verabreicht, aber auch die Ver-
abreichung durch Inhalation oder auf dermalem Weg kann angebracht sein. In der chronischen Phase wird die
Priifsubstanz mehreren Gruppen von Versuchstieren tiglich in abgestuften Dosen verabreicht, eine Dosisstufe je
Gruppe, und zwar normalerweise iiber einen Zeitraum von 12 Monaten, wobei je nach Regulierungsanforde-
rungen (siche Nummer 34) auch eine lingere oder kiirzere Dauer gewidhlt werden kann. Die Dauer sollte
ausreichend lang sein, damit sich etwaige Wirkungen kumulativer Toxizitdt manifestieren konnen, ohne dass
sich die verzerrenden Wirkungen geriatrischer Verdnderungen bemerkbar machen. Die Studienauslegung kann
auch eine oder mehrere zwischenzeitliche Totungen vorsehen, z. B. nach 3 und 6 Monaten; aufferdem konnen
zu diesem Zweck auch zusitzliche Gruppen von Versuchstieren aufgenommen werden (siche Nummer 20). In
der Kanzerogenititsphase wird die Priifsubstanz mehreren Gruppen von Versuchstieren fiir den groferen Teil
ihrer Lebenszeit taglich verabreicht. In beiden Phasen werden die Tiere sorgfiltig auf Toxizitdtszeichen und das
Auftreten neoplastischer Verinderungen beobachtet. Tiere, die im Verlauf der Priifung sterben, und vorzeitig
getotete Tiere werden seziert; die nach Abschluss der Priifung tiberlebenden Tiere werden getotet und ebenfalls
seziert.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Diese Priifmethode betrifft hauptsichlich die Bewertung und Evaluierung der chronischen Toxizitdt und der
Kanzerogenitit bei Nagetieren (Nummer 2). Die Verwendung anderer Arten als Nagetiere kann in Betracht
gezogen werden, wenn die vorliegenden Daten darauf hindeuten, dass sie fiir die Vorhersage gesundheitlicher
Wirkungen beim Menschen von groferer Relevanz sind. Die Wahl der Tierart ist zu begriinden. Die bevorzugte
Nagetierart ist die Ratte, doch konnen auch andere Nagetierarten, z. B. die Maus, verwendet werden. Obwohl die
Verwendung der Maus in Priifungen auf Kanzerogenitit nur von begrenztem Nutzen sein mag (24) (25) (26),
schreiben einige geltende Regulierungsprogramme nach wie vor Kanzerogenititspriifungen an der Maus vor,
sofern nicht gezeigt werden kann, dass eine solche Studie wissenschaftlich nicht erforderlich ist. Ratten und
Mause sind wegen ihrer relativ kurzen Lebenszeit, der weit verbreiteten Verwendung in pharmakologischen und
toxikologischen Studien, ihrer Anfilligkeit fir die Entstehung von Tumoren und der Verfiigbarkeit ausreichend
beschriebener Stimme die bevorzugten Versuchsmodelle. Daher liegen iiber ihre Physiologie und Pathologie
umfangreiche Informationen vor. Wenn Priifungen auf chronische Toxizitit/Kanzerogenitit bei Nichtnagern
erforderlich sind, sollten Auslegung und Durchfithrung der Versuche auf den Grundsitzen der vorliegenden
Priifmethode sowie denen von Kapitel B.27 dieses Anhangs — Priifung auf subchronische orale Toxizitit — 90-
Tage-Toxizitdtsstudie mit wiederholter Verabreichung an Nicht-Nagetieren (6) basieren. Zusitzliche Informatio-
nen zur Wahl der Tierart und des Stamms sind im Guidance Document No. 116 (7) enthalten.

Es sind junge, gesunde, adulte Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen zu verwenden. Fiir die
kombinierte Priffung auf chronische Toxizitit/Kanzerogenitit sollten Tiere desselben Stamms und derselben
Herkunft verwendet werden wie fir die kiirzere(n) Toxizitdtsvorstudie(n). Wenn jedoch bekannt ist, dass Tiere
dieses Stamms und dieser Herkunft die allgemein anerkannten Uberlebenskriterien fiir Langzeitstudien [siehe
Guidance Document No. 116 (7)] nicht erfiillen, ist die Verwendung eines Tierstamms mit ausreichender
Uberlebensrate fiir die Langzeitstudie in Betracht zu ziehen. Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen
haben noch trichtig sein.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Die Tiere konnen entweder einzeln oder in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen in Kifigen untergebracht
werden. Eine Einzelunterbringung ist nur in Betracht zu ziehen, wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist (27)
(28) (29). Die Kifige sollten so angeordnet werden, dass etwaige Einfliisse der Kafigplatzierung minimiert
werden. Die Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (¢ 3 °C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte
mindestens 30 % betragen und — aufler beim Reinigen des Raums — 70 % nicht iiberschreiten. Angestrebt
werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und
Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkémmliches
Laborfutter verfiittert werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu gewihrleisten. Das Futter
sollte den Nahrstoffbedarf der eingesetzten Tierart decken und moglichst wenig Schadstoffe wie z. B. Pestizid-
riickstinde, persistente organische Schadstoffe, Phytoostrogene, Schwermetalle und Mykotoxine enthalten, die
das Ergebnis der Priifung beeinflussen konnten. Das Futter ist regelmédfig, und zwar zumindest zu Beginn der
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Priifung und bei Verwendung einer anderen Charge, auf den Nahrstoff- und Schadstoffgehalt hin zu analysieren;
die Ergebnisse sind im Abschlussbericht anzugeben. Ergebnisse von Analysen des in der Priifung verwendeten
Trinkwassers sind ebenfalls anzugeben. Die Auswahl des Futters wird eventuell dadurch beeinflusst, dass eine
geeignete Beimischung einer Priifsubstanz und die Deckung des Nahrstoffbedarfs der Tiere sichergestellt werden
muss, wenn die Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht wird.

Vorbereitung der Tiere

Es sind gesunde Tiere zu verwenden, die mindestens sieben Tage an die Laborbedingungen gewohnt und zuvor
nicht fiir andere Experimente verwendet wurden. Bei Nagetieren sollte die Verabreichung so bald wie moglich
nach dem Absetzen und der EingewShnung beginnen, vorzugsweise bevor die Tiere 8 Wochen alt sind. Art,
Stamm, Herkunft, Geschlecht, Gewicht und Alter der Versuchstiere sind anzugeben. Bei Beginn der Studie
sollten die Gewichtsunterschiede bei den Tieren beider Geschlechter maoglichst gering sein und * 20 % des
geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts aller Tiere in der Studie nicht tiberschreiten. Die Tiere werden
nach dem Zufallsprinzip in Kontroll- und Behandlungsgruppen eingeteilt. Nach der Randomisierung sollte sich
das Durchschnittsgewicht der Tiere desselben Geschlechts von Gruppe zu Gruppe nicht signifikant unterschei-
den. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede, sollte die Randomisierung moglichst wiederholt werden. Jedes
Versuchstier erhdlt zur sicheren Identifizierung eine eigene Nummer und wird durch Tatowierung, Mikrochipim-
plantat oder auf eine andere geeignete Weise mit dieser Nummer gekennzeichnet.

VERFAHREN
Zahl und Geschlecht der Versuchstiere

Es sind Tiere beider Geschlechter zu verwenden. Es sollten so vicle Tiere verwendet werden, dass eine griindliche
biologische und statistische Auswertung moglich ist. Bei Nagetieren sollte daher jede Dosisgruppe (siche Num-
mer 22) und jede gleichzeitige Kontrollgruppe fiir die Kanzerogenititsphase der Studie mindestens je 50 Tiere
beider Geschlechter umfassen. Je nach Ziel der Studie kann die statistische Aussagekraft von Schliisselwerten
durch ungleiche Verteilung der Tiere auf die verschiedenen Dosisgruppen erhcht werden, wobei z. B. zur
Einschitzung des karzinogenen Potenzials bei niedrigen Dosen mehr als 50 Tiere in die Gruppen mit niedriger
Dosis eingeteilt werden. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass eine mifige Erhohung der Gruppengrofe nur zu
einer relativ geringen Erhohung der statistischen Aussagekraft der Studie fithrt. Bei Nagetieren sollte jede
Dosisgruppe (siche Nummer 22) und jede gleichzeitige Kontrollgruppe fiir die chronische Toxizitdtsphase der
Studie mindestens je 10 Tiere beider Geschlechter umfassen. Dies sind weniger Tiere als in der Studie zur
Priifung auf chronische Toxizitdt (Kapitel B.30 dieses Anhangs). Die Auswertung der Daten von der geringeren
Anzahl Tiere je Gruppe in der chronischen Toxizititsphase dieser kombinierten Studie wird jedoch durch die
Daten von der groferen Anzahl Tiere in der Kanzerogenititsphase unterstiitzt. Bei Studien an Mausen sind in
jeder Dosisgruppe der chronischen Toxizititsphase moglicherweise zusitzliche Tiere nétig, um alle erforderli-
chen himatologischen Bestimmungen vornehmen zu kénnen. Weitere Informationen zur statistischen Aus-
legung der Studie und zur Wahl der Dosisstufen zwecks Maximierung der statistischen Aussagekraft sind im
Guidance Document No. 116 (7) enthalten.

Toétungen im Verlauf der Studie, Satellitengruppen und Sentineltiere

Es kann vorgesehen werden, dass Tiere im Verlauf der Studie fiir die chronische Toxizitdtsphase, z. B. nach sechs
Monaten, getotet werden, um Erkenntnisse iiber den Fortgang nicht neoplastischer Veranderungen und mecha-
nistische Informationen zu gewinnen, falls dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Wenn diese Informationen
bereits aus vorherigen Toxizitdtsstudien mit wiederholter Gabe der Priifsubstanz vorliegen, sind zwischenzeit-
liche Totungen maoglicherweise wissenschaftlich nicht gerechtfertigt. Die Tiere, die in der normalerweise 12
Monate dauernden chronischen Toxizititsphase der Studie verwendet werden (Nummer 34) liefern Daten iiber
zwischenzeitliche Totungen fiir die Kanzerogenititsphase, so dass insgesamt weniger Tiere verwendet werden
miissen. In der chronischen Toxizitdtsphase der Studie kann die Reversibilitit toxikologischer Veranderungen,
die durch die Prifsubstanz hervorgerufen werden, auch mithilfe von Satellitengruppen iiberwacht werden. Diese
konnen auf die hochste Dosisgruppe der Studie zuziiglich einer Kontrolle beschrankt werden. Der Krankheits-
status wahrend der Studie kann erforderlichenfalls mit einer zusitzlichen Gruppe von Sentineltieren (normaler-
weise je funf Tiere beider Geschlechter) iiberwacht werden (30). Weitere Hinweise zur Planung der Studie in
Bezug auf die Aufnahme von Tieren, die im Verlauf der Studie getotet werden sollen, sowie von Satelliten- und
Sentineltieren unter gleichzeitiger Minimierung der Zahl der insgesamt verwendeten Tiere sind im Guidance
Document No. 116 (7) zu finden.

Wenn Satellitentiere und/oder Totungen von Tieren im Verlauf der Studie vorgesehen sind, betragt die Zahl der
fir diese Zwecke aufgenommenen Tiere in jeder Dosisgruppe normalerweise je zehn Tiere beider Geschlechter,
und die Gesamtzahl der Tiere in der Studie sollte um die Zahl der Tiere erhoht werden, die vor Beendigung der
Studie getotet werden sollen. Tiere, die im Verlauf der Studie getotet werden sollen, und Satellitentiere sind
normalerweise in Bezug auf die Bestimmung des Korpergewichts und der Futter-/Wasseraufnahme, himatolo-
gische und klinisch-biochemische Bestimmungen sowie pathologische Untersuchungen genauso zu behandeln
wie die Tiere in der chronischen Toxizititsphase der Hauptstudie; es kann allerdings vorgesehen werden, die
Messungen (in den Gruppen mit im Verlauf der Studie zu totenden Tieren) auf bestimmte Schliisselaspekte wie
Neurotoxizitit oder Immunotoxizitit zu beschrinken.

Dosisgruppen und Dosierung

Das Guidance Document No. 116 (7) enthilt Hinweise zu allen Aspekten der Dosiswahl und zu den Abstinden
der Dosisstufen. Sowohl fiir die chronische als auch fiir die Kanzerogenititsphase werden mindestens drei
Dosisstufen und eine gleichzeitige Kontrolle verwendet. Die Dosisstufen werden im Allgemeinen auf der Grund-
lage der Ergebnisse von Studien mit kurzzeitiger wiederholter Verabreichung oder Dosisfindungsstudien fest-
gelegt und sollten alle vorliegenden toxikologischen und toxikokinetischen Daten fiir die Priifsubstanz oder
verwandte Stoffe beriicksichtigen.
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Fiir die chronische Toxizitdtsphase der Studie ist u. U. keine vollstindige Priiffung mit drei Dosisstufen erfor-
derlich, wenn davon ausgegangen werden kann, dass ein Versuch mit einer Dosisstufe, die mindestens
1 000 mg/kg Korpergewicht/Tag entspricht, wahrscheinlich keine schidlichen Wirkungen hervorruft. Die Ent-
scheidung sollte sich auf Informationen aus Vorstudien stiitzen und darauf, dass angesichts der Daten fiir
strukturverwandte Stoffe keine Toxizitdt zu erwarten ist. Sofern die Exposition des Menschen nicht die Priifung
bei einer hoheren Dosis erforderlich erscheinen lasst, kann eine Grenze von 1 000 mgfkg Korpergewicht/Tag
angewandt werden.

Soweit keine Beschriankungen aufgrund der physikalisch-chemischen Beschaffenheit oder der biologischen Wir-
kungen der Priifsubstanz bestehen, ist die hochste Dosisstufe so zu wihlen, dass zwar die Hauptzielorgane und
die toxischen Wirkungen identifiziert werden konnen, aber Leiden, schwere Toxizitit, Morbiditit oder Tod der
Tiere vermieden werden. Die hochste Dosisstufe ist normalerweise so zu wihlen, dass Anzeichen von Toxizitit
hervorgerufen werden, die sich z. B. in einer verzogerten Kérpergewichtsentwicklung duflern (etwa 10 %). Je
nach den Zielen der Studie (siche Nummer 6) kann jedoch eine Hochstdosis festgelegt werden, die unter der zu
Toxizititszeichen fithrenden Dosis liegt, z. B. wenn eine Dosis eine besorgniserregende Wirkung auslost, die sich
aber nur geringfiigig auf Lebensdauer oder Korpergewicht auswirkt.

Die Dosisstufen und die Abstinde der Dosisstufen konnen so gewidhlt werden, dass eine Dosis-Wirkungs-
Bezichung und, je nach Wirkungsweise der Priifsubstanz, ein NOAEL-Wert oder andere angestrebte Studien-
ergebnisse, z. B. ein BMD (siche Nummer 27), festgestellt werden konnen. Zu den Faktoren, die bei der
Festlegung niedrigerer Dosen zu beriicksichtigen sind, gehéren die voraussichtliche Steigung der Dosis-Wir-
kungs-Kurve, die Dosen, bei denen wichtige Anderungen des Metabolismus oder der toxischen Wirkungsweise
eintreten konnen, und das Niveau, bei dem eine Schwelle oder ein Ausgangspunkt fiir eine Extrapolation
niedriger Dosen erwartet wird. Bei Durchfithrung einer kombinierten Priffung auf Kanzerogenitit und chro-
nische Toxizitdt liegt der Schwerpunkt auf der Gewinnung von Informationen fiir die Einschitzung des Kan-
zerogenititsrisikos, wahrend die Gewinnung von Informationen iiber die chronische Toxizitit normalerweise ein
nachrangiges Ziel ist. Dies ist zu beriicksichtigen, wenn die Dosisstufen und ihre Abstinde fir die Studie
festgelegt werden.

Welche Dosisstufenabstinde gewihlt werden, hingt von den Zielen der Studie und den Merkmalen der Priif-
substanz ab und kann in dieser Priifmethode nicht im Einzelnen vorgeschrieben werden. Abstinde mit einem
Faktor von 2 bis 4 erweisen sich jedoch oft als gut geeignet fiir die Festsetzung abnehmender Dosisstufen.
Auflerdem ist es oft besser, statt der Verwendung sehr grofer Intervalle (z. B. mit einem Faktor zwischen 6 und
10) zwischen den Dosierungen eine vierte Priifgruppe einzurichten. Die Verwendung von Faktoren iiber 10
sollte im Allgemeinen vermieden bzw. gegebenenfalls begriindet werden.

Entsprechend dem Guidance Document No. 116 (7) sind bei der Dosisfestlegung u. a. folgende Faktoren zu
beriicksichtigen:

— bekannte oder vermutete Nichtlinearititen oder Wendepunkte der Dosis-Wirkungs-Kurve;

— Toxikokinetik und Dosisbereiche, bei denen die metabolische Induktion, die Sittigung oder die Nichtlinea-
ritit zwischen externen und internen Dosen auftritt oder nicht auftritt;

— Vorlauferldsionen, Wirkungsmarker oder Indikatoren fiir den Ablauf zugrunde liegender biologischer Schliis-
selprozesse;

— wichtige (oder vermutete) Aspekte der Wirkungsweise, z. B. Dosen, ab denen Zytotoxizitdt auftritt, Hormon-
spiegel beeinflusst werden, homoostatische Mechanismen gestort werden usw.;

— Bereiche der Dosis-Wirkungs-Kurve, bei denen eine besonders genaue Schitzung erforderlich ist, z. B. im
Bereich der vorgesehenen BMD oder einer vermuteten Schwelle;

— Beriicksichtigung der voraussichtlichen Expositionsniveaus von Menschen, insbesondere bei der Wahl mitt-
lerer und niedriger Dosen.

Die Kontrollgruppe ist eine unbehandelte Gruppe oder eine Vehikelkontrollgruppe, sofern ein Vehikel zur
Verabreichung der Priifsubstanz verwendet wird. Abgesehen von der Behandlung mit der Priifsubstanz sollten
die Tiere der Kontrollgruppe genauso behandelt werden wie die Tiere in den Priifgruppen. Wird ein Vehikel
verwendet, erhilt die Kontrollgruppe das Vehikel im hochsten bei den Dosisgruppen verwendeten Volumen.
Wird eine Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht, und fithrt dies aus geschmacklichen Griinden zu einer
verminderten Futteraufnahme, kann eine paarweise gefiitterte Kontrollgruppe niitzlich und eine bessere Kon-
trolle sein.

Zubereitung der Dosen und Verabreichung der Priifsubstanz

Die Priifsubstanz wird in der Regel oral, d. h. mit der Nahrung oder dem Trinkwasser, oder iiber eine
Schlundsonde verabreicht. Zusitzliche Informationen zu Verabreichungswegen und -methoden sind im Gui-
dance Document No. 116 (7) enthalten. Verabreichungsweg und -methode richten sich nach dem Zweck der
Studie, den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, ihrer Bioverfiigbarkeit und der vorherr-
schenden Art der Exposition beim Menschen. Der gewihlte Verabreichungsweg und die Methode sollten
begriindet werden. Aus Tierschutzgriinden sollte die Schlundsonde nur fiir Agenzien gewéhlt werden, bei denen
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dieser Weg und diese Methode der Verabreichung die potenzielle Humanexposition anniahernd reprisentieren (z.
B. Arzneimittel). Nahrungs- oder Umweltchemikalien einschliefSlich Pestizide werden normalerweise mit dem
Futter oder dem Trinkwasser verabreicht. Fiir bestimmte Szenarios, z. B. berufliche Exposition, kénnen andere
Applikationswege besser geeignet sein.

Bei Bedarf wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Vehikel gelost oder suspendiert. Zu beriicksichtigen sind
gegebenenfalls folgende Merkmale des Vehikels und anderer Additive: Auswirkungen auf die Resorption, die
Verteilung, den Stoffwechsel oder die Retention der Priifsubstanz; Auswirkungen auf die chemischen Eigen-
schaften der Priifsubstanz, die deren toxische Eigenschaften verindern konnen, und ferner Auswirkungen auf die
Futter- oder Wasseraufnahme oder den Erndhrungszustand der Versuchstiere. Es empfiehlt sich, nach Moglich-
keit zunichst die Verwendung einer wissrigen Losung/Suspension, dann eine Losung/Emulsion in Ol (z. B.
Maisol) und erst dann eine Losung in einem anderen Vehikel in Betracht zu zichen. Bei anderen Vehikeln als
Wasser miissen deren toxische Merkmale bekannt sein. Es sollten Informationen iiber die Stabilitit der Priif-
substanz und die Homogenitdt der Losungen oder Futterrationen, die (je nach Fall) die Dosierung enthalten,
unter den Verabreichungsbedingungen (z. B. mit dem Futter) vorliegen.

Fiir mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichte Stoffe ist unbedingt sicherzustellen, dass die Mengen der
jeweiligen Priifsubstanz die normale Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeintrichtigen. Um
eine unausgewogene Erndhrung zu vermeiden, sollte die Konzentration der Priifsubstanz in Langzeittoxizitdts-
studien mit Verabreichung iiber die Nahrung normalerweise eine Obergrenze von 5 % der Gesamtnahrung nicht
iibersteigen. Wenn die Priifsubstanz mit dem Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Futterkon-
zentration (mg/kg Futter oder ppm) oder eine konstante Dosierung in Relation zum Korpergewicht des Tiers
(mgfkg Korpergewicht), berechnet auf Wochenbasis, verwendet werden. Die jeweils gewihlte Verfahrensweise ist
anzugeben.

Bei oraler Verabreichung erhalten die Tiere die Priifsubstanz tiglich (sieben Tage in der Woche) fiir einen
Zeitraum von 12 Monaten (chronische Phase) oder 24 Monaten (Kanzerogenititsphase), siche auch Nummern
33 und 34. Jede Abweichung von diesem Dosierungsplan, z. B. fiinf Tage pro Woche, ist zu begriinden. Bei
dermaler Applikation werden die Tiere, wie in Kapitel B.9 dieses Anhangs (11) beschrieben, fiir einen Zeitraum
von 12 Monaten (chronische Phase) oder 24 Monaten (Kanzerogenititsphase) an sieben Tagen in der Woche
mindestens 6 Stunden pro Tag mit der Priifsubstanz behandelt. Die Inhalationsexposition wird an sieben Tagen
in der Woche fiir 6 Stunden pro Tag durchgefiihrt, aber auch fiinf Tage in der Woche sind méglich, wenn dies
gerechtfertigt ist. Die Expositionsdauer betrigt normalerweise 12 Monate (chronische Phase) oder 24 Monate
(Kanzerogenitdtsphase). Wenn fiir eine ,Nose-only*-Exposition andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden,
kann die maximale Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Eine Ex-
positionsdauer von weniger als 6 Stunden pro Tag ist zu begriinden. Siehe auch Kapitel B.8 dieses Anhangs (9).

Wird die Priifsubstanz iiber eine Sonde verabreicht, so sollte dies unter Verwendung einer Schlundsonde oder
einer geeigneten Intubationskaniile jeweils zur gleichen Tageszeit erfolgen. Normalerweise wird einmal am Tag
eine einzige Dosis verabreicht; wenn es sich bei der Priifsubstanz z. B. um einen lokal reizenden Stoff handelt,
kann die Tagesdosis auf zwei Teilmengen aufgeteilt werden. Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem
Versuchstier jeweils verabreicht werden kann, hingt von der Grofe des Versuchstiers ab. Das Volumen sollte
so gering wie moglich sein und bei Nagetieren normalerweise 1 ml/100 g Korpergewicht nicht iiberschreiten
(31). Die Variabilitit der Priifvolumina sollte durch Anpassung der Konzentration auf ein konstantes Volumen
bei allen Dosen moglichst gering gehalten werden. Davon ausgenommen sind potenziell dtzende oder reizende
Stoffe, die zur Vermeidung schwerwiegender lokaler Wirkungen verdiinnt werden miissen. Die Priifung in
Konzentrationen, die wahrscheinlich eine verdtzende oder reizende Wirkung fiir den Magen-Darm-Trakt haben,
ist zu vermeiden.

Versuchsdauer

Dosierungszeitraum und Dauer der chronischen Phase dieser Studie betragen normalerweise 12 Monate, aber je
nach den Anforderungen bestimmter Regulierungsregelungen oder fiir spezifische mechanistische Zwecke sind
auch kiirzere (z. B. 6 oder 9 Monate) oder lingere (z. B. 18 oder 24 Monate) Zeitriume maoglich. Abweichungen
von der 12-monatigen Expositionsdauer sind zu begriinden, insbesondere wenn eine kiirzere Dauer gewihlt
wird. Zur Bewertung der chronischen Toxizitdt und nicht neoplastischer pathologischer Lisionen wird die
Behandlung aller Dosisgruppen dieser Phase zum festgelegten Zeitpunkt beendet. Satellitengruppen zur Be-
obachtung der Reversibilitit von toxikologischen Veranderungen, die durch die Priifsubstanz hervorgerufen
werden, sollten nach Beendigung der Exposition noch fiir einen Zeitraum von mindestens 4 Wochen, aber
nicht linger als ein Drittel der Gesamtstudiendauer ohne Behandlung beibehalten werden.

Die Kanzerogenititsphase dieser Studie dauert bei Nagetieren in der Regel 24 Monate, was dem groften Teil der
normalen Lebenszeit der verwendeten Tiere entspricht. Eine kiirzere oder lingere Studiendauer ist je nach
Lebenszeit der in der Studie verwendeten Tierart moglich, sollte aber begriindet werden. Bei bestimmten
Stimmen von Mdusen, z. B. die Stimme AKR/], C3H[] oder C57BL/6], ist eine Dauer von 18 Monaten
moglicherweise besser geeignet. Im Folgenden werden Hinweise zu Dauer und Beendigung der Studie und
dem Uberleben
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der Tiere gegeben. Weitere Hinweise, u. a. zu der Frage, wieweit ein aus der Uberlebensrate der Tiere resultie-
rendes negatives Ergebnis einer Kanzerogenititsstudie akzeptiert werden kann, sind im OECD Guidance Docu-
ment No. 116 on the Design and Conduct of Chronic Toxicity and Carcinogenicity Studies (7) zu finden.

— Wenn die Anzahl der iiberlebenden Tiere in den Gruppen mit niedrigerer Dosierung oder in der Kontroll-
gruppe unter 25 % sinkt, ist die Beendigung der Studie in Betracht zu ziehen.

— Ist lediglich in der Hochdosisgruppe ein vorzeitiger Tod aufgrund von Toxizitit festzustellen, muss dies nicht
zwangsldufig zur Beendigung der Studie fithren.

— Die Uberlebensrate sollte nach Geschlechtern getrennt ausgewertet werden.

— Die Studie sollte nicht iiber den Punkt hinaus fortgefithrt werden, an dem die Daten aus der Studie nicht
mehr ausreichen, um eine statistisch valide Bewertung vorzunehmen.

BEOBACHTUNGEN (CHRONISCHE TOXIZITATSPHASE)

Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und an Feiertagen, auf
Anzeichen von Morbiditit und Mortalitdt hin zu untersuchen. Allgemeine klinische Beobachtungen sollten
mindestens einmal taglich, vorzugsweise zur selben Tageszeit, unter Beriicksichtigung des Zeitraums, in dem
der Wirkungsgipfel nach Verabreichung der Dosis iiber eine Schlundsonde zu erwarten ist, vorgenommen
werden.

Bei allen Tieren sind mindestens einmal vor der ersten Exposition (fur intraindividuelle Vergleiche), am Ende der
ersten Studienwoche und danach monatlich griindliche klinische Beobachtungen vorzunehmen. Das Beobach-
tungsprotokoll ist so zu gestalten, dass Abweichungen zwischen den Beobachtern minimiert werden und von
der Priifgruppe unabhingig sind. Diese Beobachtungen sollten auflerhalb des Kifigs erfolgen, in dem die Tiere
gehalten werden, und zwar vorzugsweise in einem Standardgehege jeweils zu denselben Zeiten. Sie sind sorg-
faltig zu dokumentieren, am besten nach einer speziell vom Priiflabor entwickelten Bewertungsskala. Die
Beobachtungsbedingungen sollten maoglichst konstant sein. Zu achten ist insbesondere auf Verinderungen an
Haut, Fell, Augen, Schleimhduten, auf Sekrete und Exkrete sowie autonome Aktivititen (z. B. Trinensekretion,
Piloerektion, PupillengrofSe, ungewohnliche Atemmuster). Gang- und Haltungsstérungen, ferner Reaktionen auf
den Umgang mit den Tieren sowie etwaige klonische oder tonische Bewegungen, Stereotypien (z. B. iiber-
mifiges Putzen, wiederholte Kreisbewegungen) oder abnormes Verhalten (z. B. Selbstverstimmelung, Riick-
wirtsgehen) sollten auch dokumentiert werden (32).

Alle Tiere sind vor der ersten Verabreichung der Priifsubstanz mit einem Ophthalmoskop oder einem anderen
geeigneten Instrument ophthalmologisch zu untersuchen. Am Ende der Studie ist diese Untersuchung moglichst
bei allen Tieren, aber mindestens bei der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe zu wiederholen. Wenn
behandlungsbedingte Veranderungen an den Augen beobachtet werden, sind alle Tiere zu untersuchen. Wenn
eine Strukturanalyse oder andere Informationen auf eine Toxizitit fiir die Augen hindeuten, ist die Frequenz der
Augenuntersuchungen zu erhohen.

Bei Chemikalien, fiir die vorangegangene Toxizititspriifungen mit wiederholter Gabe iiber 28 und/oder 90 Tage
auf potenzielle neurotoxische Wirkungen hindeuten, kénnen vor Studienbeginn, in Abstinden von drei Mona-
ten nach Beginn einer Studie von bis zu 12 Monaten einschlieflich sowie bei Beendigung der Studie (falls langer
als 12 Monate) fakultativ die sensorische Reaktivitdt auf Reize verschiedener Art (32) (z. B. akustische, visuelle
und propriozeptive Reize) (33), (34), (35), die Greifkraft (36) und die motorische Aktivitit (37) bewertet werden.
Weitere Einzelheiten zu den mdglichen Untersuchungen finden sich in der Literatur. Allerdings konnen auch
andere als dort genannte Verfahren angewendet werden.

Bei Chemikalien, fiir die vorangegangene Toxizititspriifungen mit wiederholter Gabe iiber 28 und/oder 90 Tage
auf potenzielle immunotoxische Wirkungen hindeuten, kénnen bei Beendigung der Studie fakultativ weitere
Untersuchungen dieses Endpunkts durchgefiihrt werden.

Korpergewicht, Futter-/Wasseraufnahme und Futtereffizienz

Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens einmal wochentlich und
danach mindestens monatlich gewogen werden. Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13
Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die Trinkwasserauf-
nahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich gemessen
werden, wenn die Priifsubstanz mit dem Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten
der Tiere verdndert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden.
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42. Bei Priffungen an Nagetieren sind die himatologischen Untersuchungen an allen Versuchstieren (10 mannliche
und 10 weibliche Tiere je Gruppe) nach 3, 6 und 12 Monaten sowie bei Beendigung der Studie (falls sie linger
als 12 Monate dauert) durchzufithren. Bei Mausen werden moglicherweise Satellitentiere benétigt, um alle
erforderlichen hdmatologischen Bestimmungen vornehmen zu konnen (siehe Nummer 19). Bei Priifungen an
Nichtnagern werden die Proben wie bei Nagetieren beschrieben in den Zwischenphasen und bei Beendigung der
Studie von einer kleineren Anzahl Tiere (z. B. vier Tiere je Geschlecht und je Gruppe in Hundestudien)
genommen. Weder bei Nagern noch bei Nichtnagern brauchen Messungen nach drei Monaten vorgenommen
zu werden, wenn bei den hidmatologischen Parametern in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleich-
baren Dosisstufen keine Wirkung erkennbar war. Die Blutproben miissen unter Anisthesie an einer benannten
Stelle, z. B. durch Herzpunktion oder aus dem retrobulbdren Venenplexus entnommen werden.

43. Die folgenden Parameter sind zu bestimmen (38): Gesamt- und Differenzialleukozytenzahl, Erythrozytenzahl,
Thrombozytenzahl, Himoglobinkonzentration, Hamatokrit, mittleres Erythrozyteneinzelvolumen (MCV), mitt-
leres korpuskulires Himoglobin (MCH), mittlere korpuskuldre Himoglobinkonzentration (MCHC), Prothrombin-
zeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit. Je nach Toxizitdt der Priifsubstanz konnen gegebenenfalls auch
weitere himatologische Parameter wie Heinz-Korper oder andere atypische Erythrozytenmorphologie oder
Methidmoglobin gemessen werden. Insgesamt ist je nach den beobachteten und/oder erwarteten Wirkungen
der Priifsubstanz mit der entsprechenden Flexibilitdt vorzugehen. Wenn die Priifsubstanz Auswirkungen auf die
Himatopoese hat, konnen auch eine Bestimmung der Retikulozytenzahl und eine Knochenmarkzytologie ange-
zeigt sein; sie miissen aber nicht routinemifSig durchgefiihrt werden.

44. Klinisch-biochemische Bestimmungen zur Untersuchung der wichtigsten toxischen Wirkungen in Geweben,
insbesondere der Wirkungen auf Nieren und Leber, sind an Blutproben durchzufiihren, die von jedem Versuchs-
tier (10 ménnliche und 10 weibliche Tiere je Gruppe) in den fiir die himatologischen Untersuchungen ange-
gebenen gleichen Zeitabstinden entnommen werden. Bei Mdusen werden maoglicherweise Satellitentiere beno-
tigt, um alle erforderlichen klinisch-biochemischen Bestimmungen vornehmen zu konnen. Bei Priifungen an
Nichtnagern werden die Proben wie bei Nagetieren beschrieben in den Zwischenphasen und bei Beendigung der
Studie von einer kleineren Anzahl Tiere (z. B. vier Tiere je Geschlecht und je Gruppe in Hundestudien)
genommen. Weder bei Nagern noch bei Nichtnagern brauchen Messungen nach drei Monaten vorgenommen
zu werden, wenn bei den klinisch-biochemischen Parametern in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit
vergleichbaren Dosisstufen keine Wirkung erkennbar war. Es empfiehlt sich eine Futterkarenz der Tiere (aus-
genommen Mause) iiber Nacht, bevor die Blutproben entnommen werden (!). Die folgenden Parameter sind zu
bestimmen (38): Glucose, Harnstoff (Harnstoff-Stickstoff), Kreatinin, Gesamtprotein, Albumin, Calcium, Natrium,
Kalium, Gesamtcholesterin, mindestens zwei geeignete Parameter fiir die hepatozellulire Evaluierung (Alanin-
Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, Glutamatdehydrogenase, Gesamtgallensiuren) (39) und mindes-
tens zwei geeignete Parameter fiir die hepatobilidre Evaluierung (alkalische Phosphatase, y-Glutamyltransferase,
5’-Nucleotidase, Gesamtbilirubin, Gesamtgallensauren) (39). Je nach Toxizitit der Priifsubstanz konnen gegebe-
nenfalls auch weitere klinisch-chemische Parameter wie Niichtern-Triglyceride, spezifische Hormone und Cho-
linesterase bestimmt werden. Insgesamt ist je nach den beobachteten und/oder erwarteten Wirkungen der
Priifsubstanz mit der entsprechenden Flexibilitit vorzugehen.

45. An Proben, die allen Tieren in der Studie (zehn ménnliche und zehn weibliche Tiere je Gruppe) in den gleichen
Abstinden entnommen wurden wie die Proben fiir die himatologische und die klinisch-chemische Unter-
suchung, sind Urinanalysen durchzufithren. Es brauchen keine Messungen nach drei Monaten vorgenommen
zu werden, wenn bei der Urinanalyse in einer vorangegangenen 90-Tage-Studie mit vergleichbaren Dosisstufen
keine Wirkung erkennbar war. Eine Empfehlung von Sachverstindigen zu klinischen Pathologiestudien (38)
enthilt die folgende Liste von Parametern: Aussehen, Volumen, Osmolalitdt oder spezifisches Gewicht, pH-Wert,
Gesamteiweill und Glucose. Auflerdem konnen Ketone, Urobilinogen, Bilirubin und okkultes Blut bestimmt
werden. Sofern erforderlich, konnen weitere Parameter verwendet werden, um die Untersuchung beobachteter
Wirkungen zu erweitern.

46. Bei Studien an Hunden werden im Allgemeinen Bestimmungen der Ausgangsdaten hidmatologischer und kli-
nisch-biochemischer Parameter vor der Behandlung fiir notwendig gehalten; bei Studien an Nagern miissen sie
aber nicht bestimmt werden (38). Wenn keine ausreichenden historischen Ausgangsdaten vorliegen (siehe
Nummer 58), sollten sie jedoch bestimmt werden.

PATHOLOGIE
Makroskopische Untersuchung

47. Alle an der Studie beteiligten Tiere miissen normalerweise einer vollstindigen, eingehenden makroskopischen
Untersuchung unterzogen werden, die die sorgfiltige Untersuchung der dufferen Korperoberfliche, aller Kor-
perdffnungen sowie der Schddel-, Brust- und Bauchhohlen und ihres Inhalts umfasst. Es kann jedoch auch
vorgeschen werden, die Untersuchungen (in den Gruppen der Tiere, die im Verlauf der Studie getotet werden
sollen, und in den Satellitengruppen) auf spezifische Schliisselaspekte wie Neurotoxizitit oder Immunotoxizitit
zu beschrinken (siche Nummer 21). Diese Tiere brauchen weder seziert noch den nachstehend beschriebenen
Verfahren unterzogen zu werden. Sentineltiere konnen nach Ermessen des Studienleiters von Fall zu Fall seziert
werden.

(") Fur eine Reihe von Serum- und Plasmabestimmungen, insbesondere der Glucose, ist eine Futterkarenz der Tiere iiber Nacht zu

empfehlen. Der Hauptgrund dafiir ist, dass die bei fehlender Futterkarenz unweigerlich zunehmende Variabilitit zu einer Maskierung
subtilerer Wirkungen fithren und die Interpretation erschweren konnte. Andererseits jedoch kann die nichtliche Futterkarenz den
allgemeinen Metabolismus der Tiere beeinflussen und, insbesondere in Futterstudien, die tigliche Exposition gegen die Priifsubstanz
beeintrichtigen. Alle Tiere sind in demselben physiologischen Zustand zu bewerten; daher sollten ausfithrliche oder neurologische
Untersuchungen fiir einen anderen Tag geplant werden als die Probenahmen fiir klinisch-biochemische Untersuchungen.
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Die Organgewichte aller Tiere sind zu erfassen, aufSer von denen, die gemif dem letzten Teil von Nummer 47
ausgenommen sind. Nebennieren, Gehirn, Nebenhoden, Herz, Nieren, Leber, Ovarien, Milz, Hoden, Schilddriise
(nach Fixierung gewogen, mit Nebenschilddriisen) und Uterus (aufer der moribund aufgefundenen und/oder
zwischenzeitlich getéteten Tiere) sind in angemessener Form von anhaftendem Gewebe zu befreien, und ihr
Nassgewicht ist so rasch wie moglich nach der Sektion festzustellen, um ein Austrocknen zu verhindern.

Die folgenden Gewebe sind in dem fiir die betreffende Gewebeart und die vorgesehene anschlieSende histopa-
thologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel aufzubewahren (40) (Gewebe in eckigen

Klammern sind fakultativ):

alle makro-skopischen Herz Pankreas Magen (Vormagen, Drii-
Veranderungen senmagen)
Nebennieren lleum Nebenschilddriise [Zdhne]
Aorta Jejunum periphere Nerven Hoden
Gehirn (mit Schnitten von | Nieren Hypophyse Thymus
Cerebrum, Cerebellum und
Medulla/Pons)
Caecum Trinendriise (exorbital) Prostata Schilddriise
Zervix Leber Rectum [Zunge]
Koagulationsdriise Lunge Speicheldriise Trachea
Kolon Lymphknoten (sowohl Samenbldschen Harnblase
oberflichliche als auch
tiefe)
Duodenum Brustdriise (obligatorisch | Skelettmuskel Uterus (mit Zervix)
fiir Weibchen und, falls
bei der Sektion erkenn-
bar, fiir Minnchen)
Nebenhoden [obere Atemwege, ein- Haut [Harnleiter]
schlieflich Nase, Nasen-
muscheln und Nasen-
nebenhohlen]
Auge (mit Netzhaut) Speiserohre Riickenmark (auf 3 Ebe- | [Harnrohre]
nen: zervical, mittlerer
Thoraxbereich und lum-
bar)
[Femur mit Gelenk] [Riechkolben] Milz Vagina
Gallenblase (bei anderen Ovarien [Brustbein] Knochenmarkschnitt und/

Arten als Ratten)

oder ein frisches Kno-
chenmark-Aspirat

Hardersche Driise

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. Die klinischen und sons-
tigen Befunde konnen weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich machen. Auch Organe, die aufgrund der
bekannten Eigenschaften der Priifsubstanz als mogliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt wer-
den. In Studien mit dermaler Applikation sind die in der Liste fiir orale Verabreichung aufgefithrten Organe zu
untersuchen; auflerdem sind Proben der Haut an der Applikationsstelle zu nehmen und aufzubewahren. Bei
Inhalationsstudien entspricht die Liste der aufzubewahrenden und zu untersuchenden Gewebe des Atemtrakts
den Empfehlungen von Kapitel B.8 dieses Anhangs (9) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (10). Was andere
Organe/Gewebe betrifft, so sollten (zusitzlich zu den speziell konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die in
der Liste fiir die orale Verabreichung genannten Organe untersucht werden.

Histopathologie

Es gibt Leitlinien fiir bewdhrte Praktiken bei der Durchfithrung toxikologischer Pathologiestudien (40). Histopa-
thologisch zu untersuchen sind mindestens

— alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe,
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— alle Gewebe von wihrend der Studie gestorbenen oder getoteten Tieren,
— alle Gewebe mit makroskopischen Abnormititen,

— Zielgewebe oder Gewebe, die in der Hochdosisgruppe behandlungsbedingte Verinderungen aufwiesen, von
allen Tieren in allen anderen Dosisgruppen,

— bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen.

BEOBACHTUNGEN (Kanzerogenititsphase)

Alle Tiere sind in der Regel jeden Tag morgens und abends, auch am Wochenende und an Feiertagen, auf
Anzeichen von Morbiditdt und Mortalitdt hin zu untersuchen. Dariiber hinaus sind die Tiere einmal am Tag auf
spezielle Anzeichen von toxikologischer Bedeutung zu untersuchen. Bei Studien mit Sondenapplikation sind die
Tiere unmittelbar nach der Dosierung zu kontrollieren. Die Entwicklung von Tumoren ist mit besonderer
Aufmerksamkeit zu verfolgen; dabei sind der Zeitpunkt der Entstehung, die Lokalisierung, das Ausmafs, das
Erscheinungsbild und die Progression jedes deutlich sichtbaren oder fithlbaren Tumors festzuhalten.

Alle Tiere sollten zu Beginn der Behandlung, in den ersten 13 Wochen mindestens einmal wochentlich und
danach mindestens monatlich gewogen werden. Futteraufnahme und Futtereffizienz sollten in den ersten 13
Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich bestimmt werden. Die Trinkwasserauf-
nahme sollte in den ersten 13 Wochen mindestens wochentlich und danach mindestens monatlich gemessen
werden, wenn die Priifsubstanz mit dem Trinkwasser verabreicht wird. Bei Studien, in denen das Trinkverhalten
der Tiere verdndert ist, sollte auch die Trinkwasseraufnahme gemessen werden.

Hamatologie, klinische Biochemie und sonstige Messungen

Um moglichst viele Informationen aus der Studie zu gewinnen, insbesondere in Bezug auf die Wirkungsweise
der Priifsubstanz, konnen nach Ermessen des Studienleiters Blutproben fiir hdmatologische und klinisch-bio-
chemische Untersuchungen genommen werden. Urinuntersuchungen konnen ebenfalls angezeigt sein. Daten
tiber die Tiere, die in der normalerweise 12 Monate dauernden chronischen Toxizitdtsphase der Studie (Nummer
34) verwendet wurden, liefern Informationen {iber diese Parameter. Weitere Hinweise zum Nutzen dieser Pro-
benahmen im Rahmen einer Kanzerogenititspriifung sind im Guidance Document No. 116 (7) zu finden. Wenn
Blutproben genommen werden, sollten sie am Ende des Priifzeitraums kurz vor der Totung oder als Teil des
Totungsvorgangs genommen werden. Sie miissen unter Andsthesie an einer benannten Stelle, z. B. durch
Herzpunktion oder aus dem retrobulbdren Venenplexus entnommen werden. Es konnen auch Blutausstriche
zur Untersuchung angefertigt werden, insbesondere wenn das Knochenmark das Zielorgan zu sein scheint. Der
Nutzen dieser Untersuchung von Blutausstrichen in der Kanzerogenitdtsphase fiir die Einschdtzung des karzi-
nogenen/onkogenen Potenzials ist jedoch fraglich (38).

PATHOLOGIE
Makroskopische Untersuchung

Alle an der Studie beteiligten Tiere, ausgenommen Sentineltiere und andere Satellitentiere (siche Nummer 20),
miissen einer vollstindigen, eingehenden makroskopischen Untersuchung unterzogen werden, die die sorgfiltige
Untersuchung der dufSeren Korperoberfliche, aller Korperoffnungen sowie der Schidel-, Brust- und Bauchhéhlen
und ihres Inhalts umfasst. Sentineltiere und andere Satellitentiere konnen nach Ermessen des Studienleiters von
Fall zu Fall seziert werden. Organgewichte werden bei einer Priifung auf Kanzerogenitit normalerweise nicht
erfasst, da der Nutzen dieser Daten durch geriatrische Verdnderungen und in spiteren Stadien durch die Ent-
stehung von Tumoren beeintrichtigt wird. Sie konnen jedoch fiir die Durchfithrung einer Weight-of-Evidence-
Bewertung und insbesondere fiir Fragen der Wirkungsweise von Bedeutung sein. Wenn sie Teil einer Satelliten-
studie sind, sollten sie nicht spéter als ein Jahr nach Studienbeginn erfasst werden.

Die folgenden Gewebe sind in dem fiir die betreffende Gewebeart und die vorgesehene anschliefende histopa-
thologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungsmittel aufzubewahren (40) (Gewebe in eckigen
Klammern sind fakultativ):

alle makro-skopischen Herz Pankreas Magen (Vormagen, Drii-
Verinderungen senmagen)

Nebennieren Tleum Nebenschilddriise [Zihne]

Aorta Jejunum periphere Nerven Hoden

Gehirn (mit Schnitten von | Nieren Hypophyse Thymus

Cerebrum, Cerebellum und

Medulla/Pons)

Caecum Tranendriise (exorbital) Prostata Schilddriise
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Zervix Leber Rectum [Zunge]
Koagulationsdriise Lunge Speicheldriise Trachea
Kolon Lymphknoten (sowohl Samenbldschen Harnblase
oberflichliche als auch
tiefe)
Duodenum Brustdriise (obligatorisch | Skelettmuskel Uterus (mit Zervix)

fir Weibchen und, falls
bei der Sektion erkenn-
bar, fiir Minnchen)

Nebenhoden [obere Atemwege, ein- Haut [Harnleiter]
schlieflich Nase, Nasen-
muscheln und Nasen-

nebenhohlen]

Auge (mit Netzhaut) Speiserchre Riickenmark (auf 3 Ebe- | [Harnrohre]

nen: zervical, mittlerer

Thoraxbereich und lum-

bar)
[Femur mit Gelenk] [Riechkolben] Milz Vagina
Gallenblase (bei anderen Ovarien [Brustbein] Knochenmarkschnitt und/
Arten als Ratten) oder ein frisches Kno-

chenmark-Aspirat

Hardersche Driise

Bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe aufzubewahren. Die klinischen und sons-
tigen Befunde konnen weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich machen. Auch Organe, die aufgrund der
bekannten Eigenschaften der Priifsubstanz als mogliche Zielorgane in Frage kommen, sollten aufbewahrt wer-
den. In Studien mit dermaler Applikation sind die in der Liste fiir orale Verabreichung aufgefithrten Organe zu
untersuchen; aufferdem sind Proben der Haut an der Applikationsstelle zu nehmen und aufzubewahren. Bei
Inhalationsstudien entspricht die Liste der aufzubewahrenden und zu untersuchenden Gewebe des Atemtrakts
den Empfehlungen von Kapitel B.8 dieses Anhangs (8) und Kapitel B.29 dieses Anhangs (9). Was andere
Organe/Gewebe betrifft, so sollten (zusdtzlich zu den speziell konservierten Geweben aus dem Atemtrakt) die
in der Liste fiir die orale Verabreichung genannten Organe untersucht werden.

Histopathologie

Es gibt Leitlinien fiir bewdhrte Praktiken bei der Durchfithrung toxikologischer Pathologiestudien (40). Zu
untersuchen sind mindestens folgende Gewebe:

— alle Gewebe der Tiere aus der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe,
— alle Gewebe von wihrend der Studie gestorbenen oder getdteten Tieren,
— alle Gewebe mit makroskopischen Abnormititen einschlieSlich Tumoren,

— wenn behandlungsbedingte histopathologische Verinderungen in der Hochdosisgruppe festgestellt werden,
sind diese Gewebe von allen Tieren in allen anderen Dosisgruppen zu untersuchen,

— bei paarigen Organen, z. B. Nieren, Nebennieren, sind beide Organe zu untersuchen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG (KANZEROGENITAT UND CHRONISCHE TOXIZITAT)
Daten

Fiir alle bestimmten Parameter sollen Daten zu den einzelnen Tieren angegeben werden. Dariiber hinaus sollten
alle Daten in Form einer Tabelle zusammengefasst werden, aus der fiir jede Priifgruppe folgende Angaben
hervorgehen: die Zahl der Tiere bei Beginn der Priifung und die Zahl der wihrend der Priifung tot aufgefun-
denen oder aus Tierschutzgriinden getoteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Totung, die Zahl der
Tiere, die Toxizititszeichen aufweisen, eine Beschreibung der beobachteten Toxizitdtszeichen, einschlieRlich des
Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer und ihres Schweregrads, die
Zahl der Tiere mit Lasionen, die Art der Lisionen und der Prozentsatz der von jeder Lision betroffenen Tiere.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen (fir kontinuierliche Versuchsdaten) von Tieren, die toxische Wir-
kungen oder Lisionen aufweisen, sind zusitzlich zum Schweregrad der Lisionen in Ubersichtstabellen anzuge-
ben.
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58. Historische Kontrolldaten konnen die Auswertung der Studienergebnisse erleichtern, z. B. wenn die Daten der
gleichzeitigen Kontrollen erheblich von neueren Daten von Kontrolltieren aus derselben Versuchseinrichtung
abweichen. Wenn historische Kontrolldaten bewertet werden, sollten sie von demselben Labor stammen, sich
auf Tiere desselben Alters und Stamms beziehen und hochstens fiinf Jahre vor der fraglichen Studie erhoben
worden sein.

59. Wenn moglich, sind die numerischen Daten durch eine geeignete allgemein annehmbare statistische Methode
auszuwerten. Die statistischen Methoden und die zu analysierenden Daten sind bei der Planung der Studie
festzulegen (Nummer 9). Diese Auswahl sollte es erméglichen, erforderlichenfalls Anpassungen je nach Uber-
lebensrate vorzunehmen.

60. Der Priifbericht sollte folgende Informationen enthalten:
Priifsubstanz:
— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und physikalisch-chemische Eigenschaften,
— Daten zur Identifikation,
— Herkunft des Stoffs,
— Chargennummer,
— Bescheinigung der chemischen Analyse.
Vehikel (wenn verwendet):
— Begriindung der Wahl des Vehikel, sofern anders als Wasser.
Versuchstiere:
— Art/Stamm und Begriindung fiir die getroffene Wahl,
— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere bei Versuchsbeginn,
— Herkunft, Haltungsbedingungen, Futter usw.,
— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn.
Priifbedingungen:
— Begriindung fiir Verabreichungsweg und Festlegung der Dosis,
— gegebenenfalls die statistischen Methoden zur Analyse der Daten,
— Angaben zur Formulierung der Priifsubstanz/Futterzubereitung,
— Analysedaten iiber die erreichte Konzentration, Stabilitit und Homogenitit der Zubereitung,
— Verabreichungsweg und Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz,
— bei Inhalationsstudien: ,Nose-only- oder Ganzkorperexposition,

— tatsdchliche Dosen (mg/kg Korpergewicht/Tag) und, sofern zutreffend, Angaben zur Umrechnung der Kon-
zentration der Priifsubstanz im Futter/Trinkwasser (mg/kg oder ppm) in die tatsichliche Dosis,

— Angaben zu Futter- und Wasserqualitat.
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Ergebnisse (zusammenfassende Ubersichtstabellen und Daten fiir die einzelnen Tiere):
Allgemeines

— Uberlebensdaten,

— Kérpergewicht/Anderungen des Korpergewichts,

— Futteraufnahme, gegebenenfalls Berechnungen der Futtereffizienz und der Wasseraufnahme, falls erfasst,
— toxikokinetische Daten, falls vorhanden,

— Ophthalmoskopie (falls zutreffend),

— Hématologie (falls zutreffend),

— klinische Chemie (falls zutreffend).

Klinische Befunde

— Toxizititszeichen,

— Inzidenz (und, falls bewertet, Schweregrad) jeder Abnormitit,

— Art, Schweregrad und Dauer der Klinischen Beobachtungen (sowohl voriibergehend als auch dauerhaft).
Nekropsiedaten

— terminales Korpergewicht,

— Organgewichte (und gegebenenfalls Verhaltnis Organ-/Korpergewicht),

— Sektionsbefunde; Inzidenz und Schweregrad von Abnormititen.
Histopathologie

— nicht neoplastische histopathologische Befunde,

— neoplastische histopathologische Befunde,

— Korrelation zwischen makroskopischen und mikroskopischen Befunden,

— ausfithrliche Beschreibung aller behandlungsbedingten histopathologischen Befunde mit Einstufung des
Schweregrads,

— Bericht iiber eventuelle Peer-Reviews von Objekttragern.
Statistische Auswertung der Ergebnisse, soweit zutreffend
Diskussion der Ergebnisse einschlieflich

— Diskussion von Modellierungsansitzen

— Dosis-Wirkungs-Bezichungen

— historische Kontrolldaten
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— Priifung aller Informationen iiber die Wirkungsweise

— Bestimmung von BMD, NOAEL oder LOAEL

— Relevanz fiir Menschen
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Anlage 1

DEFINITION

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.

(7) Das Kapitel B.36 erhilt folgende Fassung:

,B.36 TOXIKOKINETIK

EINLEITUNG

Diese Methode entspricht der OECD TG 417 (2010). Studien zur Untersuchung der Toxikokinetik einer Priif-
substanz werden durchgefiihrt, um geeignete Informationen iiber ihre Resorption, Verteilung, Biotransformation
(d. h. ihren Metabolismus) und ihre Ausscheidung zu erhalten, um die Konzentration oder Dosis zur beobach-
teten Toxizitdt in Beziehung zu setzen und um mehr Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Toxizitit zu
gewinnen. Die Toxikokinetik kann zum besseren Verstindnis der Toxikologiestudien beitragen, indem gezeigt
wird, dass die Versuchstiere der Priifsubstanz systemisch ausgesetzt werden, und indem die Anteile des Aus-
gangsstoffs bzw. der Metaboliten im Blutkreislauf bestimmt werden. Die grundlegenden toxikokinetischen
Parameter, die mithilfe dieser Studien bestimmt werden, geben auch Aufschluss iiber das Potenzial der Priif-
substanz zur Akkumulation in Geweben und/oder Organen und iiber das Potenzial zur Induktion von Bio-
transformationsprozessen infolge der Exposition gegen die Priifsubstanz.

Toxikokinetik-Daten konnen dazu beitragen, die Eignung und Relevanz von Toxizititsdaten aus Tierversuchen
fir die Extrapolation von Gefahren fiir den Menschen und/oder die Risikobewertung zu beurteilen. Dariiber
hinaus konnen Toxikokinetikstudien wichtige Informationen fir die Bestimmung der Dosisstufen in Toxizitéts-
studien (lineare oder nicht-lineare Kinetik), mit dem Verabreichungsweg zusammenhiangende Wirkungen und
andere Aspekte der Studienauslegung liefern. Bestimmte toxikokinetische Daten konnen fiir die Entwicklung von
physiologisch-basierten toxikokinetischen Modellen verwendet werden.

Daten tiber Metaboliten und Toxikokinetik sind in vielerlei Hinsicht von Bedeutung. Sie konnen insbesondere
Aufschluss iiber eventuelle Toxizititen und Wirkungsweisen sowie deren Zusammenhang mit der Dosisstufe
und dem Expositionsweg geben. Ferner konnen Metabolismusdaten auch hilfreiche Informationen fir die
Einschitzung der toxikologischen Bedeutung der Exposition gegen exogene Metaboliten der Priifsubstanz liefern.

Angemessene toxikokinetische Daten konnen die Akzeptanz und Anwendbarkeit von quantitativen Struktur-
Wirkungs-Bezichungen, Read-across- oder Grouping-Ansitzen bei der Sicherheitsbewertung von chemischen
Stoffen unterstiitzen. Kinetikdaten konnen auch zur Bewertung der toxikologischen Relevanz anderer Studien
(z. B. in vivofin vitro) herangezogen werden.

Wenn kein anderer Verabreichungsweg genannt wird (siche insbesondere die Nummern 74-78), wird die Priif-
substanz bei dieser Priifmethode oral verabreicht.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Anforderungen und Erfordernisse in Bezug auf die Endpunkte und toxikokinetischen Parameter, die fiir ver-
schiedene Klassen von Chemikalien (z. B. Pestizide, Biozide, Industriechemikalien) zu bestimmen sind, unter-
scheiden sich je nach Regulierungssystem. Anders als bei den meisten Priifmethoden werden bei der vorliegen-
den Methode Versuche zur Toxikokinetik beschrieben, die mehrere Messungen und Endpunkte erfordern. In
Zukunft kénnten mehrere neue Priiffmethoden und/oder Leitfiden erarbeitet werden, um jeden Endpunkt einzeln
und ausfihrlicher zu beschreiben. Welche Versuche oder Bewertungen vorgenommen werden, richtet sich bei
dieser Priffmethode nach den Anforderungen und/oder Erfordernissen jedes Regulierungssystems.

Es gibt zahlreiche Studien, mit denen das toxikokinetische Verhalten einer Priifsubstanz zu Regulierungszwecken
bestimmt werden konnte. Je nach Regulierungsanforderung oder Einzelfall sind jedoch maoglicherweise nicht alle
diese Studien fiir die Bewertung einer Priifsubstanz erforderlich. Bei der Planung von Toxikokinetikstudien ist
daher Flexibilitdt erforderlich, und die Eigenschaften der Priifsubstanz miissen beriicksichtigt werden. In man-
chen Fillen kann eine bestimmte Reihe von Fragen ausreichen, um die mit der Priifsubstanz verbundenen
Gefahren und Risiken zu ermitteln. Manchmal konnen die Toxikokinetikdaten bei der Auswertung anderer
Toxikologiestudien erfasst werden. In anderen Fillen konnen je nach Regulierungsanforderungen und/oder wenn
bei der Bewertung einer Priifsubstanz neue Fragen auftreten, zusitzliche und/oder ausfiihrlichere Toxikokinetik-
studien erforderlich sein.

Um die Qualitdt der Studie zu verbessern und eine unnétige Verwendung von Versuchstieren zu vermeiden,
sollte das Priiflabor vor Durchfithrung der Studie alle verfiigbaren Informationen iiber die Priifsubstanz und
relevante Metaboliten und analoge Stoffe beriicksichtigen. Dies kann Daten aus anderen relevanten Priifmetho-
den umfassen (In-vivo-Studien, In-vitro-Studien und/oder In-silico-Bewertungen) Fir die Studienplanung und die
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Interpretation der Ergebnisse konnen physikalisch-chemische Eigenschaften wie der Octanol-Wasser-Verteilungs-
koeffizient (ausgedriickt als Pyyy), pKa, die Wasserloslichkeit, der Dampfdruck und das Molekulargewicht eines
chemischen Stoffs von Nutzen sein. Diese konnen mit geeigneten Methoden, die in den betreffenden Priif-
methoden beschrieben sind, bestimmt werden.

GRENZEN

Diese Priifmethode ist weder fiir besondere Fille wie trichtige oder siugende Weibchen oder Nachkommen
noch fiir die Bewertung eventueller Riickstinde in zur Lebensmittelerzeugung genutzten exponierten Tieren
bestimmt. Die Daten aus der Studie gemif Kapitel B.36 konnen jedoch als Orientierungshilfe fiir die Planung
spezifischer Studien fiir derartige Untersuchungen dienen. Diese Priifmethode ist nicht fiir die Priifung von
Nanomaterialien bestimmt. Ein Bericht iiber eine Vorpriifung von OECD-Priifrichtlinien auf ihre Anwendbarkeit
auf Nanomaterialien deutet darauf hin, dass die TG 417 (die dieser Priifmethode B.36 entspricht) moglicherweise
nicht auf Nanomaterialien anwendbar ist (1).

DEFINITIONEN

Die fiir die Zwecke dieser Priifmethode verwendeten Begriffe sind in der Anlage definiert.

TIERSCHUTZERWAGUNGEN

Hinweise zur tierschutzgerechten Behandlung von Tieren sind im OECD Guidance Document (GD) 19 (2) zu
finden. Es wird empfohlen, das OECD GD 19 fiir alle in dieser Priifmethode beschriebenen In-vivo- und In-vitro-
Studien zu beachten.

BESCHREIBUNG DER METHODEN
Pilotstudien

Es wird empfohlen, die Versuchsparameter fiir die Toxikokinetikstudien (z. B. Metabolismus, Massenbilanz,
Analyseverfahren, Dosisfindung, Ausatmung von CO, usw.) auf der Grundlage von Pilotstudien festzulegen.
Die Bestimmung dieser Parameter erfordert nicht in allen Fillen die Verwendung radiomarkierter Stoffe.

Auswahl von Versuchstieren
Tierart

Fur die toxikokinetische Priifung sollte moglichst dieselbe Tierart (und derselbe Stamm) verwendet werden wie
fir andere toxikologische Priifungen der betreffenden Priifsubstanz. Normalerweise sollte dies die Ratte sein, da
sie hdufig in toxikologischen Studien verwendet wird. Die Verwendung anderer oder zusitzlicher Tierarten kann
gerechtfertigt sein, wenn wichtige Toxikologiestudien Hinweise auf starke Toxizitét bei diesen Tierarten ergeben
oder wenn gezeigt werden kann, dass die Toxizitit/Toxikokinetik bei diesen Tierarten von groferer Bedeutung
ist, um die Wirkungen bei Menschen einschitzen zu kénnen. Die Wahl der Tierart und des Stamms ist zu
begriinden.

Sofern nichts anderes erwihnt ist, wird bei dieser Priifmethode die Ratte als Versuchstier verwendet. Bei Ver-
wendung anderer Versuchstierarten miissen bestimmte Aspekte der Methode moglicherweise gedndert werden.

Alter und Stamm

Es sind junge, gesunde, adulte Tiere (zum Zeitpunkt der Dosierung normalerweise 6-12 Wochen alt) zu ver-
wenden (siche auch Nummern 13 und 14). Die Verwendung anderer als junger, adulter Tiere ist zu begriinden.
Alle Tiere sollten zu Beginn der Studie anndhernd gleich alt sein. Das Gewicht der einzelnen Tiere sollte nicht
um mehr als + 20 % vom mittleren Gewicht der Priifgruppe abweichen. Im Idealfall sollte derselbe Stamm
verwendet werden wie fiir die Ableitung der toxikologischen Datenbasis fiir die Priifsubstanz.

Zahl und Geschlecht der Versuchstiere

Fiir jede gepriifte Dosis sollten mindestens vier Tiere eines Geschlechts verwendet werden. Die Wahl des
Geschlechts der verwendeten Tiere ist zu begriinden. Gibt es Hinweise auf signifikante geschlechtsspezifische
Unterschiede der Toxizitdt, ist die Verwendung beider Geschlechter (vier mannliche und vier weibliche Tiere) in
Betracht zu ziehen.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Die Tiere sollten wahrend der Priifzeitraums im Allgemeinen einzeln untergebracht werden. Eine Unterbringung
in Gruppen konnte unter besonderen Bedingungen gerechtfertigt sein. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein, und
die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. Die Temperatur im Versuchs-
tierraum sollte 22 °C (£ 3 °C) und die relative Luftfeuchtigkeit 30-70 % betragen. An die Versuchstiere kann
herkommliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu gewahrleisten
ist.
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Priifsubstanz

Fir alle Aspekte der Studie, die mit der Massenbilanz und der Identifizierung von Metaboliten zusammenhén-
gen, sollte eine mit *C radioaktiv markierte Priifsubstanz verwendet werden. Wenn jedoch nachgewiesen
werden kann, dass

— die Massenbilanz und die Identifizierung von Metaboliten mit der nicht markierten Priifsubstanz hinreichend
beurteilt werden kann,

— die analytische Spezifitit und Sensitivitit der Methode, bei der eine nicht radioaktive Priifsubstanz verwendet
wird, genau so gut oder besser sind als die, die mit einer radiomarkierten Priifsubstanz erzielt werden
konnten,

braucht keine radioaktiv markierte Priifsubstanz verwendet zu werden. Ferner konnen andere stabile radioaktive
Isotope verwendet werden, insbesondere dann, wenn das Element fiir den toxischen Anteil der Priifsubstanz
verantwortlich oder Teil des toxischen Anteils ist. Die Radiomarkierung sollte moglichst in einen Kernbereich
des Molekiils eingebaut werden, der metabolisch stabil ist (d. h. er ist nicht austauschbar, wird nicht metabolisch
als CO, ausgeschieden und wird nicht Teil des Einkohlenstoff-Pools des Organismus). Um die Metabolisierung
der Priifsubstanz zu verfolgen, miissen eventuell mehrere Stellen oder spezifische Regionen des Molekiils
markiert werden.

Die radiomarkierten und nichtmarkierten Priifsubstanzen sollten mit geeigneten Methoden analysiert werden,
um ihre Reinheit und Identitdt festzustellen. Die radioaktive Priifsubstanz sollte die hochste fiir die spezielle
Substanz erreichbare radioaktive Reinheit aufweisen (im Idealfall tiber 95 %), und es sollte nach Moglichkeit
versucht werden, Verunreinigungen von 2 % oder mehr zu identifizieren. Der Reinheitsgrad sowie Identitit und
Anteil etwaiger Verunreinigungen sind zu dokumentieren. Einzelne Regulierungsprogramme kénnen zusitzliche
Orientierungshilfen fir die Festlegung und Spezifikation von aus Gemischen bestehenden Priifsubstanzen sowie
Methoden zur Bestimmung der Reinheit vorsehen.

Wahl der Dosis
Pilotstudie

Fiir die Pilotstudie ist in der Regel eine einzige orale Dosis ausreichend. Die Dosis sollte nicht toxisch, aber
dennoch hoch genug sein, dass die Metaboliten in den Exkreta (und gegebenenfalls im Plasma) identifiziert
werden konnen und dass der Zweck der Pilotstudie gemdf Nummer 12 dieser Priifmethode erfullt ist.

Hauptstudien

Bei den Hauptstudien sollten mindestens zwei Dosen verabreicht werden, da die Informationen aus mindestens
zwei Dosisgruppen die Dosisfestsetzung in anderen Toxizititsstudien erleichtern und zur Bewertung der Dosis-
Wirkungs-Beziehung von bereits vorliegenden Toxizitdtsversuchen beitragen konnen.

Wenn zwei Dosen verabreicht werden, sollten beide hoch genug sein, dass die Metaboliten in den Exkreta (und
gegebenenfalls im Plasma) identifiziert werden konnen. Fiir die Festlegung der Dosis sind Informationen aus
vorliegenden Toxizitdtsdaten heranzuziehen. Liegen keine Informationen vor (z. B. aus Priifungen auf akute
orale Toxizitit, die klinische Toxizititszeichen identifizieren, oder aus Toxizititsstudien mit wiederholter Ver-
abreichung), so kann fir die hohere Dosis ein Wert angesetzt werden, der unter dem Schitzwert fiir die LD,
(orale und dermale Verabreichung) oder die LCs, (Inhalation) oder unter dem unteren Wert des geschitzten
Bereichs der akuten Toxizitdt liegt. Die niedrigere Dosis sollte ein Bruchteil der hoheren Dosis sein.

Wird nur eine Dosisstufe gepriift, sollte die Dosis moglichst hoch genug sein, dass die Metaboliten in den
Exkreta (und gegebenenfalls im Plasma) identifiziert werden konnen; sie sollte allerdings keine offensichtliche
Toxizitdt hervorrufen. Es ist zu begriinden, warum keine zweite Dosisstufe verwendet wurde.

Wenn die Wirkung der Dosis auf kinetische Prozesse bestimmt werden muss, reichen zwei Dosen mdglicher-
weise nicht aus; mindestens eine Dosis sollte hoch genug sein, um diese Prozesse zu sdttigen. Ist die Flache unter
der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) zwischen zwei in der Hauptstudie verwendeten Dosisstufen nicht
linear, so kann daraus geschlossen werden, dass zwischen diesen beiden Dosisstufen die Sattigung eines oder
mehrerer der kinetischen Prozesse stattfindet.

Bei schwach toxischen Priifsubstanzen ist eine Hochstdosis von 1 000 mg/kg Korpergewicht (orale und dermale
Verabreichung) zu verwenden (bei Verabreichung durch Inhalation siche Kapitel B.2 dieses Anhangs; diese Dosis
sollte normalerweise nicht iiber 2 mg/l liegen). Je nach Regulierungsanforderungen konnen mit den chemischen
Eigenschaften des Stoffs zusammenhingende Griinde eine hohere Dosis erfordern. Die Dosiswahl ist stets zu
begriinden.



L 81/110

Amtsblatt der Europaischen Union

19.3.2014

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Fiir die Bestimmung des Akkumulations- und/oder Persistenzpotenzials konnen Daten iiber die Toxikokinetik
und die Gewebeverteilung auf der Grundlage einer Einzeldosis ausreichen. Unter bestimmten Umstinden kann
jedoch eine mehrmalige Verabreichung erforderlich sein, i) um das Akkumulations- und/oder Persistenzpotenzial
oder Veranderungen der Toxikokinetik (z. B. Enzyminduktion und -hemmung) genauer zu untersuchen oder ii)
um Regulierungsanforderungen zu erfiillen. In Studien mit mehrmaliger Dosierung ist die Verabreichung nied-
riger Dosen zwar im Allgemeinen ausreichend, aber unter bestimmten Umstinden kann auch die mehrmalige
Verabreichung hoher Dosen notwendig sein (siche auch Nummer 57).

Verabreichung der Priifsubstanz

Die Priifsubstanz sollte homogen in demselben Vehikel gelost oder suspendiert werden, das fiir die anderen mit
dieser Priifsubstanz durchgefiihrten Toxizitdtsstudien mit oraler Gabe tiber eine Schlundsonde verwendet wurde,
wenn diese Informationen vorliegen. Die Wahl des Vehikels ist zu begriinden. Die Wahl des Vehikels und des
Dosierungsvolumens sollten bei der Planung der Studie beriicksichtigt werden. Die iibliche Verabreichungs-
methode ist die Schlundsonde. In bestimmten Fillen kann jedoch die Verabreichung in einer Gelatinekapsel
oder als Futterbeimischung von Vorteil sein (beides ist zu begriinden). Die jedem Versuchstier verabreichte
tatsichliche Dosis ist zu iiberpriifen.

Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem Versuchstier auf einmal oral iiber eine Schlundsonde verabreicht
werden kann, hidngt von der Grofe des Versuchstiers, der Art des Vehikels und einer etwaigen Futterkarenz vor
der Verabreichung der Priifsubstanz ab. Die Verabreichung oder Einschrinkung von Futter vor der Dosierung ist
zu begriinden. Sowohl bei wissrigen als auch bei nichtwissrigen Vehikeln ist das Volumen so gering wie
moglich zu halten. Bei Nagetieren sollte das Dosisvolumen normalerweise 10 ml/kg Korpergewicht nicht iiber-
steigen. Bei Vehikeln fiir lipophilere Priifsubstanzen konnen Volumina ab 4 ml/kg Korpergewicht verwendet
werden. Bei mehrmaliger Dosierung, wenn tiglicher Futterentzug kontraindiziert wire, sind geringere Dosisvo-
lumen zu verwenden (z. B. 2-4 ml/kg Korpergewicht). Soweit méglich, sollten Dosisvolumen verwendet werden,
die mit denen im Einklang stehen, die in anderen Studien mit oraler Gabe einer Priifsubstanz iiber eine
Schlundsonde verabreicht wurden.

Die Priifsubstanz kann intravends (IV) verabreicht und im Blut und/oder in den Exkreta gemessen werden, um
die Bioverfiigbarkeit oder die relative orale Resorption zu bestimmen. Bei dieser Art von Studie wird eine
Einzeldosis der Priifsubstanz (die normalerweise der unteren oralen Dosis entspricht, diese aber nicht tibersteigt
— sieche Dosiswahl) unter Verwendung eines geeigneten Vehikels verabreicht. Diese Dosis wird mindestens vier
Tieren des geeigneten Geschlechts (falls gerechtfertigt, konnen beide Geschlechter verwendet werden — siehe
Nummer 16) in einem geeigneten Volumen (z. B. 1 ml/kg Korpergewicht) an der gewdhlten Verabreichungsstelle
verabreicht. Fiir die intravenose Verabreichung muss die Priifsubstanz vollstindig in der Dosiszubereitung
aufgelost oder suspendiert sein. Das Vehikel fiir die intravenése Verabreichung sollte die Integritt der Blutzellen
oder die Durchblutung nicht beeintrichtigen. Wenn die Priifsubstanz infundiert wird, ist die Infusionsgeschwin-
digkeit zu protokollieren; sie sollte fiir alle Tiere gleich sein, vorausgesetzt, es wird eine Infusionspumpe ver-
wendet. Beim Legen einer Kaniile in die Vena jugularis (zur Verabreichung der Priifsubstanz undfoder zur
Blutabnahme) oder bei Verwendung der Arteria femoralis fir die Verabreichung sollten die Tiere narkotisiert
werden. Die Wahl der Anisthesieart muss wohl tiberlegt sein, da sie Auswirkungen auf die Toxikokinetik haben
kann. Vor Injektion der Priifsubstanz mit dem Vehikel miissen sich die Tiere ausreichend von der Andsthesie
erholen konnen.

Fir bestimmte Priifsubstanzen konnen je nach ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften und der voraus-
sichtlichen Verwendung durch Menschen oder die Exposition von Menschen auch andere Verabreichungswege
wie die Verabreichung tiber die Haut oder durch Inhalation (siche Nummern 74-78) angebracht sein.

Messungen
Massenbilanz

Die Massenbilanz wird aufgestellt durch Addition des prozentualen Anteils der verabreichten (radioaktiven)
Dosis, die in Urin, Fizes und ausgeatmeter Luft ausgeschieden wurde, und des in Geweben, Tierkorper und
Kifigreinigungsriickstinden (siehe Nummer 46) vorliegenden prozentualen Anteils. Im Allgemeinen gilt eine
Gesamtwiederfindungsrate im Bereich von > 90 % der verabreichten Priifsubstanz (Radioaktivitit) als ausrei-

chend.
Resorption

Eine erste Schitzung der Resorption ergibt sich, wenn man den Prozentsatz der Dosis im Magen-Darm-Trakt
und/oder in den Fizes aus der Bestimmung der Massenbilanz ausschlieft. Fiir die Berechnung der prozentualen
Resorption siche Nummer 33. Fiir die Untersuchung der Exkreta siehe Nummern 44-49. Wenn das genaue
Ausmafs der Resorption nach oraler Gabe nicht auf der Grundlage der Massenbilanz festgestellt werden kann (z.
B. wenn die Fizes mehr als 20 % der verabreichten Dosis enthalten), konnten weitere Untersuchungen erfor-
derlich sein. Hierbei kann es sich handeln 1) um die orale Verabreichung einer Priifsubstanz und ihre Messung
in der Gallenfliissigkeit oder 2) um die orale und intravendse Verabreichung einer Priifsubstanz und die Messung
der Nettomenge der Substanz im Urin, in der ausgeatmeten Luft und im Korper bei beiden Verabreichungs-
wegen. In beiden Fillen wird die Radioaktivititsmessung als Ersatzmethode fiir die chemisch-spezifische Analyse
der Priifsubstanz und ihrer Metaboliten durchgefiihrt.

Zur Pritfung der bilidren Ausscheidung wird die Priifsubstanz normalerweise oral verabreicht. In dieser Studie
sind Kaniilen in die Gallenginge von mindestens vier Tieren des geeigneten Geschlechts (oder beider Geschlech-
ter, falls gerechtfertigt) zu legen, und es ist eine Einzeldosis der Priifsubstanz zu verabreichen. Nach Verabrei-
chung der Priifsubstanz ist die Ausscheidung der Radioaktivitat/Priifsubstanz in der Gallenfliissigkeit so lange zu
iberwachen, wie erforderlich ist, um den Prozentsatz der iiber diesen Weg ausgeschiedenen Dosis zu bestim-
men; mit diesem Wert kann mithilfe nachstehender Formel unmittelbar das Ausmafd der oralen Resorption
berechnet werden:
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Prozentuale Resorption = (Menge in Gallenfliissigkeit + Urin + ausgeatmeter Luft + Tierkorper ohne Inhalt des
Magen-Darm-Trakts)/verabreichte Menge x 100

Bei bestimmten Klassen von Priifsubstanzen kann eine direkte Sekretion der resorbierten Dosis durch die
Darmmembranen erfolgen. In diesen Fillen gilt die Messung der prozentualen Dosis in den Fizes nach einer
oralen Dosis im kaniilierten Gallengang der Ratte nicht als reprisentativ fiir die nicht resorbierte Dosis. Fiir Fille,
in denen von einer intestinalen Sekretion ausgegangen wird, wird empfohlen, den Prozentsatz der resorbierten
Dosis auf die Resorption zu stiitzen, die aus einem Vergleich der Ausscheidung nach oraler und nach intraven-
oser Verabreichung (intakte Ratte oder Ratte mit Gallengangkaniilierung) berechnet wird (siche Nummer 35).
Wenn die intestinale Sekretion quantifiziert werden muss, wird auch empfohlen, die Exkretion bei der Ratte mit
Gallengangkaniilierung nach IV-Verabreichung der Dosis zu messen.

Bioverfiigbarkeit

Die Bioverfiigbarkeit kann wie unter den Nummern 50, 51 und 52 beschrieben, aufgrund der Plasma-/Blutki-
netik der oralen und intravendsen Gruppen durch spezifische chemische Analyse der Priifsubstanz und/oder
des/der relevanten Metaboliten bestimmt werden, d. h. es ist keine radiomarkierte Priifsubstanz erforderlich. Die
Bioverfiigbarkeit (F) der Priifsubstanz oder des/der relevanten Metaboliten kann dann wie folgt berechnet
werden:

F = (AUCp/AUCy) x (Dosisy[Dosisey)

Dabei ist AUC die Fliche unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve und exp der Verabreichungsweg (oral,
dermal oder Inhalation).

Fiir die Bewertung der Risiken in Bezug auf systemische Wirkungen wird im Allgemeinen die Bioverfugbarkeit
der toxischen Komponente gegeniiber der prozentualen Resorption bevorzugt, um die systemischen Konzen-
trationen aus Tierstudien mit analogen Biomonitoring-Daten aus Studien iiber die Exposition von Arbeitneh-
mern zu vergleichen. Die Situation kann allerdings komplizierter werden, wenn die Dosen im nicht linearen
Bereich liegen. Daher ist es wichtig, dass die toxikokinetische Priffung Dosen im linearen Bereich bestimmt.

Gewebeverteilung

Kenntnisse iiber die Verteilung einer Priifsubstanz und/oder ihrer Metaboliten im Gewebe sind wichtig fiir die
Identifizierung der Zielgewebe, fir das Verstindnis der zugrunde liegenden Toxizititsmechanismen und fur die
Einschitzung des Akkumulations- und Persistenzpotenzials der Priifsubstanz und ihrer Metaboliten. Der Pro-
zentsatz der (radioaktiven) Gesamtdosis in den Geweben und im restlichen Tierkorper wird mindestens am Ende
des Ausscheidungsversuchs gemessen (z. B. normalerweise sieben Tage nach der Dosierung oder weniger je nach
spezifischem Verhalten der Priifsubstanz). Wird am Ende der Studie keine Priifsubstanz in den Geweben
gefunden (z. B. weil die Priifsubstanz wegen einer kurzen Halbwertzeit vor Ende der Studie eliminiert worden
sein konnte), ist darauf zu achten, dass die Daten nicht falsch interpretiert werden. In diesem Fall ist die
Gewebeverteilung zum Zeitpunkt der maximalen Plasma-/Blutkonzentration (T,,,,) der Priifsubstanz (und/oder
Metaboliten) oder der maximalen Urinausscheidungsrate zu untersuchen (siche Nummer 38). Dariiber hinaus
konnen Gewebeentnahmen zu zusitzlichen Zeitpunkten erforderlich sein, um die Gewebeverteilung der Priif-
substanz und/oder ihrer Metaboliten zu bestimmen, (gegebenenfalls) die Zeitabhingigkeit zu beurteilen und die
Aufstellung der Massenbilanz zu erleichtern und/oder wenn eine zustindige Behorde sie vorschreibt. Zu den zu
entnehmenden Geweben gehoren u. a. Leber, Fett, Magen-Darm-Trakt, Nieren, Milz, Vollblut, der restliche
Tierkorper, Zielorgangewebe und sonstige Gewebe (z. B. Schilddriise, Erythrozyten, Fortpflanzungsorgane, Haut,
Augen (insbesondere bei pigmentierten Tieren)), die fiir die toxikologische Bewertung der Priifsubstanz poten-
ziell von Bedeutung sind. Die Analyse zusitzlicher Gewebe zu denselben Zeitpunkten ist in Betracht zu ziehen,
um die Nutzung der Tiere zu maximieren und falls bei subchronischen oder chronischen Toxizititsstudien
Zielorgantoxizitit festgestellt wird. Die Konzentration (radioaktiver) Riickstinde und die Gewebe/Plasma-Ver-
héltnisse (Gewebe/Blut-Verhiltnisse) sollten ebenfalls angegeben werden.

Eine zustindige Behorde kann auch die Bewertung der Gewebeverteilung zu weiteren Zeitpunkten wie dem
Zeitpunkt der maximalen Plasma-/Blutkonzentration (z. B. T,,,,) oder der maximalen Urinausscheidungsrate, die
in kinetischen Studien zu Plasma/Blut oder Ausscheidungen bestimmt wurde, bendtigen oder vorschreiben.
Diese Informationen kénnen hilfreich sein, um die Toxizitdt und das Akkumulations- und Persistenzpotenzial
der Priifsubstanz und ihrer Metaboliten zu verstehen. Die Wahl der Proben ist zu begriinden. Die zu ana-
lysierenden Proben sollten im Allgemeinen dieselben sein wie unter Nummer 37.

Fiir die Gewebeverteilungsstudien kann die Radioaktivitdt mithilfe von Organsektion, Homogenisierung, Ver-
brennung und/oder Solubilisierung und anschliefender Fliissigszintillationszdhlung von aufgefangenen Riick-
stinden quantitativ bestimmt werden. Bestimmte Techniken, die sich zurzeit in unterschiedlichen Entwicklungs-
phasen befinden, z. B. die quantitative Ganzkorper-Autoradiographie oder die mikroskopische Autoradiographie
der Rezeptoren, konnen niitzlich sein, um die Verteilung einer Priifsubstanz in den Organen und/oder Geweben
zu bestimmen (3) (4).

Bei anderer Exposition als auf oralem Weg sollten spezifische Gewebe entnommen und analysiert werden, z. B.
die Lungen bei Inhalationsstudien und Haut bei Studien mit dermaler Applikation. Siche Nummern 74-78.
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Metabolismus

Zur Identifizierung und Quantifizierung der unveridnderten Priifsubstanz und der Metaboliten sollten Exkreta
(und gegebenenfalls Plasma) gesammelt werden (siche Nummern 44-49). Das Poolen von Exkreta zur leichteren
Identifizierung von Metaboliten innerhalb eines Dosisgruppe ist zuldssig. Es wird empfohlen, das Profil der
Metaboliten jedes Zeitabschnitts der Studie zu erstellen. Ist dies mangels Proben und/oder Radioaktivitit nicht
moglich, konnen Urin und Fizes von unterschiedlichen Zeitpunkten, aber nur von Tieren desselben Geschlechts,
die die gleiche Dosis erhalten haben, gepoolt werden. Bei der Untersuchung von Urin, Fizes, ausgeatmeter
Radioaktivitit von behandelten Tieren und gegebenenfalls Gallenfliissigkeit sind geeignete qualitative und quan-
titative Methoden anzuwenden.

Es sollte nach Maoglichkeit versucht werden, alle Metaboliten, die zu 5 % oder mehr der verabreichten Dosis
vorhanden sind, zu identifizieren und ein Metabolismusschema fiir die Priifsubstanz zu erstellen. Priifsubstanzen,
von denen beschrieben wurde, dass sie zu 5 % oder mehr der verabreichten Dosis in Exkreta enthalten sind,
sollten identifiziert werden. Die Identifizierung bezieht sich auf die genaue strukturelle Bestimmung der Kom-
ponenten. Die Identifizierung erfolgt normalerweise entweder durch Co-Chromatographie des Metaboliten mit
bekannten Standards unter Verwendung von zwei unterschiedlichen Systemen oder durch Techniken, mit denen
eine positive strukturelle Identifizierung erreicht werden kann, wie Massenspektrometrie, Kernspinresonanzspek-
troskopie (NMR) usw. Bei der Co-Chromatographie sind Verfahren, die zur Bestimmung der Identitit von
Metaboliten die gleiche stationdre Phase mit zwei unterschiedlichen Losungsmittelsystemen verwenden, zu ver-
meiden, da die Methoden dann nicht unabhingig sind. Bei der Identifizierung mithilfe der Co-Chromatographie
sind zwei unterschiedliche, analytisch unabhingige Systeme wie die Umkehr- und Normalphasen-Diinnschicht-
chromatographie (TLC) und die Hochleistungsfliissigchromatograpie (HPLC) anzuwenden. Wenn die chromato-
graphische Trennung gut genug ist, braucht das Ergebnis nicht spektroskopisch bestitigt zu werden. Eine
eindeutige Identifizierung auf der Grundlage struktureller Informationen kann auch mit folgenden Methoden
erzielt werden: Fliissigchromatographie/Massenspektrometrie (LC-MS) oder Fliissigchromatographie/Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS), Gaschromatographie/Massen-spektrometrie (GC/MS) und Kernspinresonanz-
spektroskopie (NMR).

Ist die Identifizierung von Metaboliten, die 5 % oder mehr der verabreichten Dosis ausmachen, nicht maoglich, ist
dies im Abschlussbericht zu begriinden/erldutern. Auch die Identifizierung von Metaboliten, die weniger als 5 %
der verabreichten Dosis ausmachen, kann angezeigt sein, um den Metabolismusweg besser zu verstehen und die
Gefahren und/oder Risiken der Priifsubstanz bewerten zu konnen. Soweit maoglich, ist eine Bestitigung der
Struktur der Metaboliten anzugeben. Hierzu kann es erforderlich sein, ihr Profil im Plasma, im Blut oder in
anderen Geweben zu erstellen.

Ausscheidung

Geschwindigkeit und Ausmaf8 der Ausscheidung der verabreichten Dosis sollten durch Messung der Prozent-
satzes der aus Urin, Fizes und ausgeatmeter Luft wiedergewonnenen (radioaktiven) Dosis bestimmt werden.
Diese Daten tragen auch zur Aufstellung der Massenbilanz bei. Die Mengen der mit Urin, Fizes und ausgeat-
meter Luft ausgeschiedenen Priifsubstanz (Radioaktivitit) sollte in geeigneten Zeitabstinden bestimmt werden
(siche Nummern 47, 48 und 49). Versuche mit wiederholter Verabreichung sollten so ausgelegt sein, dass
Ausscheidungsdaten erfasst werden konnen, die die unter Nummer 26 genannten Ziele erfiillen. Dann konnen
Vergleich mit Einzeldosisversuchen angestellt werden.

Wenn eine Pilotstudie ergeben hat, dass mit der ausgeatmeten Luft keine nennenswerten Mengen der Priif-
substanz (Radioaktivitit) (nach Nummer 49) ausgeschieden werden, braucht die ausgeatmete Luft in der Haupt-
studie nicht aufgefangen zu werden.

Die Tiere sind getrennt in Stoffwechselkafigen zu halten, damit die Exkreta (Urin, Fizes und ausgeatmete Luft)
aufgefangen werden konnen. Am Ende jedes Auffangzeitraums (siche Nummern 47, 48 und 49) sind die
Stoffwechselkifige mit einem geeigneten Losungsmittel durchzuspiilen, um maglichst viel von der Priifsubstanz
(Radioaktivitdt) zuriickzugewinnen. Das Auffangen von Exkreta sollte nach sieben Tagen beendet werden, oder
wenn mindestens 90 % der verabreichten Dosis wiedergewonnen wurde, je nachdem was zuerst eintritt.

Die Gesamtmengen der Priifsubstanz (Radioaktivitit) im Urin sind am ersten Tag des Auffangens zu mindestens
zwei Zeitpunkten, von denen einer 24 Stunden nach der Dosierung liegen sollte, und danach tiglich bis zum
Ende der Studie zu bestimmen. Es wird empfohlen, die Proben zu mehr als zwei Zeitpunkten am ersten Tag zu
nehmen (z. B. nach 6, 12 und 24 Stunden). Die Ergebnisse der Pilotstudien sind auf Informationen zu
alternativen oder zusitzlichen Auffangzeitpunkten zu analysieren. Die Auffangzeitpline sind zu begriinden.

Die Gesamtmengen der Priifsubstanz (Radioaktivitdt) in den Fizes sollte tiglich und zwar erstmals 24 Stunden
nach der Dosierung bis zum Ende der Studie bestimmt werden, es sei denn, aufgrund von Pilotstudien
erscheinen andere oder zusitzliche Zeitpunkte fiir das Auffangen angebracht. Alternative Auffangzeitpline
sind zu begriinden.

Ausgeatmetes CO, und andere fliichtige Stoffe brauchen in einer Studie nicht mehr aufgefangen zu werden,
wenn in der innerhalb von 24 Stunden aufgefangenen ausgeatmeten Luft weniger als 1 % der verabreichten
Dosis gefunden wird.
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Zeitverlaufsstudien
Plasma-/Blutkinetik

Zweck dieser Studien ist die Bestimmung grundlegender Toxikokinetikparameter [z. B. C ., Ty, Halbwertszeit
(ty2), AUC] der Priifsubstanz. Die Studien konnen mit einer Einzeldosis durchgefithrt werden, im Allgemeinen
werden jedoch zwei oder mehr Dosen verwendet. Die Dosis ist je nach Art des Versuchs und/oder der zu
untersuchenden Frage festzusetzen. Zur Klirung von Fragen wie z. B. zur Bioverfiigbarkeit der Priifsubstanz
und/oder zur Feststellung des Effekts der Dosis auf die Clearance (z. B. um festzustellen, ob die Sittigung der
Clearance dosisabhangig ist) konnen kinetische Daten ben6tigt werden.

Fiir diese Studien sind mindestens vier Tiere eines Geschlechts je Dosisgruppe zu verwenden. Die Wahl des
Geschlechts der verwendeten Tiere ist zu begriinden. Gibt es Hinweise auf signifikante geschlechtsspezifische
Unterschiede der Toxizitit, ist die Verwendung beider Geschlechter (vier mannliche und vier weibliche Tiere) in
Betracht zu ziehen.

Nach Verabreichung der (radiomarkierten) Priifsubstanz werden jedem Tier zu angemessenen Zeitpunkten mit
der geeigneten Methode Blutproben entnommen. Volumen und Anzahl der Blutproben, die je Tier genommen
werden konnen, sind moglicherweise durch die potenziellen Wirkungen wiederholter Probenahmen auf die
Gesundheit/Physiologie des Tiers undfoder durch die Sensitivitit der Analysemethode begrenzt. Die Proben
sind fiir jedes einzelne Tier zu analysieren. In bestimmten Fillen (z. B. Charakterisierung von Metaboliten)
miissen Proben von mehreren Tieren gepoolt werden. Gepoolte Proben sind deutlich zu kennzeichnen, und das
Poolen ist zu begriinden. Wird eine radiomarkierte Priifsubstanz verwendet, kann eine Analyse der vorhandenen
Gesamtradioaktivitdt angebracht sein. In diesem Fall ist die Gesamtradioaktivitdt im Vollblut und im Plasma oder
im Plasma und in den Erythrozyten zu bestimmen, damit das Blut/Plasmaverhéltnis berechnet werden kann. In
anderen Fillen konnen spezifischere Untersuchungen, die die Identifizierung der Ausgangssubstanz und/oder der
Metaboliten erfordern, oder die Bewertung der Proteinbindung notwendig sein.

Sonstige Gewebekinetik

Diese Studien sollen Informationen iiber den zeitlichen Verlauf liefern, um so iiber die Bestimmung der
Konzentrationen der Priifsubstanz in verschiedenen Geweben Fragen zur Art und Weise der toxischen Wirkun-
gen, zur Bioakkumulation und zur Biopersistenz kldren zu konnen. Die Auswahl der Gewebe und die Anzahl
der zu bewertenden Zeitpunkte richtet sich danach, welcher Aspekt untersucht werden soll und welche toxi-
kologischen Daten iiber die Priifsubstanz vorliegen. Bei der Planung dieser zusitzlichen gewebekinetischen
Studien sind die gemidf den Nummern 37-40 gewonnenen Informationen zu beriicksichtigen. Die Studien
konnen mit einfacher oder mehrmaliger Dosierung durchgefiihrt werden. Die gewéhlte Methode ist ausfithrlich
zu begriinden.

Mogliche Griinde fir die Durchfithrung weiterer gewebekinetischer Studien:

— Hinweise auf eine lingere Halbwertszeit im Blut, die auf die Moglichkeit einer Akkumulation der Priif-
substanz in verschiedenen Geweben hindeutet, oder

— Interesse daran herauszufinden, ob in bestimmten Geweben ein konstantes Niveau erreicht wurde. (In
Studien mit wiederholter Verabreichung kann es z. B. selbst wenn sich offenbar ein konstanter Spiegel
der Priifsubstanz im Blut eingestellt hat, von Interesse sein, sich zu vergewissern, dass auch in den Zielge-
weben ein konstantes Niveau erreicht wurde.)

Bei dieser Art von Zeitverlaufsstudien ist eine geeignete orale Dosis der Priifsubstanz an mindestens vier Tiere je
Dosis je Zeitpunkt zu verabreichen. Dann ist der zeitliche Verlauf der Verteilung in den ausgewahlten Geweben
zu iberwachen. Sofern keine geschlechtsspezifische Toxizitit beobachtet wird, braucht nur ein Geschlecht
verwendet zu werden. Ob die Gesamtradioaktivitit oder die Ausgangssubstanz undfoder ihre Metaboliten
bestimmt werden, richtet sich nach der zu untersuchenden Fragestellung. Die Gewebeverteilung ist mithilfe
der geeigneten Verfahren zu bewerten.

Enzyminduktion/-inhibition
Studien zu den moglichen Wirkungen der Enzyminduktion/-inhibition oder zur Biotransformation der Priif-

substanz konnen in einem oder mehreren der folgenden Fille erforderlich sein:

1. Die vorliegenden Erkenntnisse deuten auf eine Beziehung zwischen der Biotransformation der Priifsubstanz
und erhdhter Toxizitdt hin;

2. die vorliegenden Toxizitdtsdaten deuten auf eine nicht lineare Beziehung zwischen Dosis und Metabolismus
hin;

3. die Ergebnisse der Studien zur Metabolitenidentifizierung ergeben einen potenziell toxischen Metaboliten, der
durch einen Enzymweg produziert worden sein konnte, der durch die Priifsubstanz induziert wurde;

4. zur Erklirung der Wirkungen, die mit Phinomenen der Enzyminduktion verbunden sein sollen;
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5. Wenn in In-vitro- oder In-vivo-Versuchen mit unterschiedlichen Tierarten oder unter unterschiedlichen
Bedingungen toxikologisch signifikante Veranderungen des Metabolismusprofils der Priifsubstanz beobachtet
werden, kann eine Bestimmung des beteiligten Enzyms bzw. der beteiligen Enzyme erforderlich sein (z. B.
Phase-I-Enzyme wie Isozyme des Cytochrom-P450-Monooxygenasesystems, Phase-Il-Enzyme wie Isozyme
von Sulfotransferase oder Uridin-Diphosphat-Glucuronosyltransferase oder jedes andere relevante Enzym).
Diese Informationen konnen zur Beurteilung der Relevanz von Extrapolationen von einer Tierart zu einer
anderen Tierart verwendet werden.

Zur Beurteilung der mit der Priifsubstanz zusammenhingenden toxikokinetischen Verdnderungen sind geeignete
Studienprotokolle zu verwenden, die entsprechend validiert und gerechtfertigt sind. Die Studien konnen z. B.
zwecks Bestimmung des Metabolismusprofils die mehrmalige Dosierung einer unmarkierten Priifsubstanz, ge-
folgt von einer einzigen radiomarkierten Dosis an Tag 14 oder die mehrmalige Dosierung einer radiomarkierten
Priiffsubstanz mit Probenahme an den Tagen 1, 7 und 14 vorsehen. Die mehrmalige Dosierung einer radio-
markierten Priifsubstanz kann auch Aufschluss iiber die Bioakkumulation geben (siche Nummer 26).

ZUSATZLICHE METHODEN

Mithilfe zusitzlicher Methoden, die iiber die in dieser Prifmethode beschriebenen In-vivo-Versuche hinausgehen,
koénnen niitzliche Informationen iiber Resorption, Verteilung, Metabolismus und Elimination einer Priifsubstanz
bei bestimmten Tierarten gewonnen werden.

Nutzung von in-vitro-informationen

Durch In-vitro-Studien mit geeigneten Testsystemen konnen mehrere Fragestellungen zum Metabolismus der
Priifsubstanz gekldrt werden. Zur Untersuchung moglicher Metaboliten konnen frisch isolierte oder geziichtete
Hepatozyten und subzelluldre Fraktionen (z. B. Mikrosomen und Cytosol oder S9 Fraktion) von der Leber
verwendet werden. Der lokale Metabolismus im Zielorgan, z. B. in der Lunge, kann fiir die Risikobewertung von
Interesse sein. Fiir diese Zwecke konnen mikrosomale Fraktionen von Zielgeweben niitzlich sein. Studien mit
Mikrosomen kénnen niitzlich sein, um Unterschiede, die mit dem Geschlecht oder der Lebensphase zusam-
menhingen konnten, zu kliren und Enzymparameter (K,, und V,,,,) zu beschreiben, die die Bewertung der
Dosisabhingigkeit des Metabolismus bezogen auf die Expositionsstufen erleichtern konnen. Dariiber hinaus
konnen Mikrosome hilfreich sein, um die am Metabolismus der Priifsubstanz beteiligten spezifischen mikroso-
malen Enzyme zu identifizieren, die fir die Extrapolation von einer Tierart zu einer anderen relevant sein
konnen (siehe auch Nummer 56). Das Potenzial fiir die Induktion der Biotransformation kann auch mithilfe von
subzelluldren Fraktionen der Leber (z. B. Mikrosomen und Cytosol) von mit der Priifsubstanz vorbehandelten
Tieren durch In-vitro-Induktionsstudien an Hepatozyten oder auf der Grundlage spezifischer Zelllinien, die
relevante Enzyme exprimieren untersucht werden. Unter bestimmten Bedingungen kann die Verwendung sub-
zelluldrer Fraktionen von menschlichen Geweben fiir die Bestimmung potenzieller artspezifischer Unterschiede
in Betracht gezogen werden. Die Ergebnisse von In-vitro-Untersuchungen konnen auch fiir die Entwicklung von
physiologisch-basierten toxikokinetischen Modellen von Nutzen sein (5).

In-vitro-Hautresorptionsstudien konnen zusitzliche Informationen zur Beschreibung der Resorption liefern (6).

Mit primdren Zellkulturen von Leberzellen und frischen Gewebeschnitten konnen dhnliche Fragen untersucht
werden wie mit Lebermikrosomen. In bestimmten Fillen kann es moglich sein, spezifische Fragen mithilfe von
Zelllinien, die das betreffende Enzym exprimieren, oder mit genetisch verdnderten Zelllinien zu beantworten. In
anderen Fillen kann es hilfreich sein, die Inhibition und Induktion spezifischer Cytochrom-P450-Isozyme (z. B.
CYP1A1, 2E1, 1A2 und andere) und/oder Phase-Il-Enzyme durch die Ausgangsverbindung mittels In-vitro-
Studien zu untersuchen. Die so gewonnenen Informationen konnen fiir strukturverwandte Verbindungen niitz-
lich sein.

Verwendung toxikokinetischer Daten aus Toxizititsstudien als erginzende Informationen

Die Analyse von Blut-, Gewebe- und/der Ausscheidungsproben, die im Verlauf anderer Toxizititsstudien ge-
nommen wurden, kann Daten zur Bioverfiigbarkeit, zu Veranderungen der Plasmakonzentration im Zeitverlauf
(AUC, C,,,y), zum Bioakkumulationspotenzial, zu den Clearance-Raten und zu Veridnderungen des Metabolismus
und der Kinetik liefern, die mit dem Geschlecht oder der Lebensphase der Tiere zusammenhingen.

Die Studienauslegung kann auch im Hinblick auf die Klarung folgender Aspekte angepasst werden: Sittigung der
Resorption, Biotransformations- oder Ausscheidungswege bei hoheren Dosisstufen, Funktion neuer Stoffwech-
selwege bei hoheren Dosen und Begrenzung toxischer Metaboliten auf hohere Dosen.

Weitere Aspekte, die zur Beurteilung der Gefahren untersucht werden konnen:

— die altersbedingte Empfindlichkeit, die vom Zustand der Blut-Hirn-Schranke, der Nieren und/oder der
Detoxifizierungskapazitit abhangt;

— die Empfindlichkeit bestimmter Unterpopulationen aufgrund unterschiedlicher Biotransformationskapaziti-
ten oder anderer toxikokinetischer Unterschiede;

— Ausmaf8 der Exposition des Fétus durch transplazentare Ubertragung von chemischen Stoffen oder der
Exposition von Neugeborenen durch das Siugen.
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Verwendung toxikokinetischer Modelle

Toxikokinetische Modelle kénnen fiir verschiedene Aspekte der Gefahren- und Risikobewertung von Nutzen
sein, z. B. fiir die Vorhersage der systemischen Exposition und der die inneren Gewebe erreichenden Dosis.
Auferdem konnen spezifische Fragen zur Wirkungsweise untersucht werden. Die Modelle konnen als Grundlage
fur die Extrapolation zwischen Tierarten, Expositionswegen und Dosierungsmustern sowie fiir die Bewertung des
Risikos fiir den Menschen dienen. Zu den niitzlichen Daten fiir die Entwicklung von physiologisch-basierten
toxikokinetischen Modellen fiir eine Priifsubstanz bei einer bestimmten Tierart gehoren 1) die Verteilungs-
koeffizienten, 2) biochemische Konstanten und physiologische Parameter, 3) die fur die verschiedenen Ver-
abreichungswege spezifischen Resorptionsparameter und 4) In-vivo-Kinetikdaten fiir die Evaluierung der Modelle
[z. B. Clearance-Parameter fiir relevante (> 10 %) Ausscheidungswege, K., und V., fir den Metabolismus]. Die
Versuchsdaten, die zur Entwicklung des Modells verwendet werden, sind mit wissenschaftlich fundierten Me-
thoden zu erzeugen, und die Modellergebnisse sind zu validieren. Priifsubstanz- und tierartspezifische Parameter
wie Resorptionsraten, Blut-Gewebe-Verteilungskoeffizient und metabolische Umsatzraten werden oft bestimmt,
um die Entwicklung von Nicht-Kompartiment-Modellen oder physiologisch basierten Modellen zu erleichtern

).

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Der Priifbericht sollte ein Inhaltsverzeichnis enthalten.

Hauptteil des Berichts

Der Hauptteil des Berichts sollte die unter diese Priifmethode fallenden Informationen enthalten, die wie folgt in
Abschnitte und Absitze zu gliedern sind:

Zusammenfassung

Dieser Abschnitt des Berichts sollte eine Zusammenfassung der Studienauslegung und eine Beschreibung der
angewandten Methoden enthalten. Er sollte aufferdem die wichtigsten Erkenntnisse in Bezug auf die Massen-
bilanz, die Art und Menge der Metaboliten, die Riickstinde der Priifsubstanz in den Geweben, die Clearance-
Rate, das Bioakkumulationspotenzial, geschlechtsspezifische Unterschiede usw. behandeln. Die Zusammenfas-
sung muss so ausfithrlich sein, dass eine Bewertung der Ergebnisse moglich ist.

Einleitung

Dieser Abschnitt des Berichts sollte die Ziele der Studie, die Begrindung und Auslegung sowie geeignete
Literaturhinweise und Hintergrundinformationen enthalten.

Material und Methoden

Dieser Abschnitt des Berichts sollte ausfiihrliche Erlduterungen aller einschldgigen Informationen enthalten.
Dazu gehoren:

a) Priifsubstanz

Dieser Unterabschnitt sollte Angaben zur Priifsubstanz enthalten: chemische Bezeichnung, Molekiilstruktur,
qualitative und quantitative Bestimmung der chemischen Zusammensetzung, chemische Reinheit und, soweit
moglich, Art und Mengen etwaiger Verunreinigungen. Er sollte auch Angaben zu den physikalischen/che-
mischen Eigenschaften, insbesondere Aggregatzustand, Farbe, Loslichkeits- und/oder Verteilungskoeffizient,
Stabilitit und gegebenenfalls Atzwirkung enthalten. Soweit vorhanden, sind Informationen zu Isomeren
anzugeben. Ist die Priifsubstanz radiomarkiert, sollte dieser Unterabschnitt folgende Informationen enthalten:
Art des Radionuklids, Position der Markierung, spezifische Aktivitit und radiochemische Reinheit.

Die Art des Vehikels, etwaige Verdiinnungsmittel, Suspendierhilfen und Emulgatoren oder andere Stoffe, die
zur Verabreichung der Priifsubstanz verwendet werden, sind anzugeben.

b) Versuchstiere

Dieser Unterabschnitt sollte Informationen iiber die Versuchstiere mit Angaben zur Auswahl von Art, Stamm
und Alter zu Beginn der Studie, Geschlecht, Korpergewicht, Gesundheitszustand und Tierhaltung sowie die
entsprechenden Begriindungen enthalten.

¢) Methoden

Dieser Unterabschnitt sollte Angaben zur Studienauslegung und zur verwendeten Methodik enthalten. Hierzu
gehort Folgendes:

1. Begriindung fiir jede Anderung des Expositionswegs und der Expositionsbedingungen, falls zutreffend;
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. Begriindung fiir die Auswahl der Dosisstufen;

. falls zutreffend, Erlduterung der Pilotstudien, die fiir die Konzeption von Follow-up-Studien verwendet

wurden; die den Pilotstudien zugrunde liegenden Daten sind anzugeben;

. Zubereitungsweise der Dosierungslosung und Art des Losungsmittels oder Vehikels, sofern verwendet;
. Anzahl der Behandlungsgruppen und Anzahl der Tiere je Gruppe;

. Dosierungsstufen und -volumen (sowie die spezifische Aktivitit der Dosis bei Anwendung von Radio-

aktivitit);

. Verabreichungsweg(e) und -methode(n);
. Frequenz der Dosierung;

. Futterkarenz (falls zutreffend);

Gesamtradioaktivitdt je Tier;
Umgang mit den Tieren;
Entnahme/Auffangen von Proben und Aufbereitung;

fur die Trennung, quantitative Bestimmung und Identifizierung von Metaboliten verwendete Analyse-
methoden;

Nachweisgrenzen der verwendeten Methoden;

sonstige durchgefiihrte experimentelle Messungen und Verfahren (einschlieflich der Validierung von
Methoden fiir die Analyse von Metaboliten).

d) Statistische Analysen
Werden die Studienergebnisse statistisch analysiert, so miissen ausreichende Informationen iiber das heran-
gezogene Analyseverfahren und das verwendete Computerprogramm angegeben werden, damit ein unabhén-
giger Uberpriifer/Statistiker die Analyse nachbewerten und nachvollzichen kann.
Bei Studien mit Systemmodellierung wie einem physiologisch-basierten toxikokinetischen Modell ist eine
umfassende Beschreibung des Modells anzugeben, um eine unabhingige Rekonstruktion und Validierung des
Modells zu ermdéglichen (siche Nummer 65 und Anlage: Definitionen).

Ergebnisse

Alle Daten sind entsprechend der Beschreibung im vorliegenden Absatz zusammenzufassen und mit einer
angemessenen statistischen Auswertung in Tabellenform darzustellen. Die Daten der Radioaktivititsmessung
sind zusammenzufassen und in fiir die Studie geeigneter Weise darzustellen, d. h. normalerweise als Mikro-
gramm- oder Milligramméquivalent je Probenmasse; es konnen auch andere Einheiten verwendet werden. Dieser
Abschnitt sollte grafische Darstellungen der Befunde, die reprasentativen Chromatographie- und Spektrometrie-

daten,

Angaben zur Identitit/Menge der Metaboliten und den moglichen Stoffwechselwegen, einschlieflich der

Molekiilstruktur der Metaboliten enthalten. Dariiber hinaus sollte dieser Abschnitt, soweit zutreffend, die fol-
genden Informationen enthalten:

1. Menge und prozentualer Anteil der Wiedergewinnung der Radioaktivitit in Urin, Fizes, ausgeatmeter Luft
und Kaifigreinigungsriickstinden.

Bei Studien mit dermaler Applikation sind auch Daten tiber die Wiedergewinnung der Priifsubstanz von
der behandelten Haut und vom Abwaschen der Haut, Daten iiber die restliche Radioaktivitit auf der
Hautabdeckung und in den Stoffwechselkifigen sowie die Ergebnisse der Hautwaschstudie anzugeben. Fiir
weitere Erlduterungen siche Nummern 74-77.

Bei Inhalationsstudien sind auch Daten iiber die Wiedergewinnung der Priifsubstanz aus den Lungen und
Nasengeweben anzugeben (8). Fiir weitere Erlduterungen siche Nummer 78;
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2. die Gewebeverteilung, angegeben als Prozentsatz der verabreichten Dosis und als Konzentration (Mikrogram-
miquivalent je Gramm Gewebe) und die Gewebe/Blut- oder Gewebe/Plasma-Verhaltnisse;

3. die fur jede Studie aufgestellte Materialbilanz mit Untersuchung von Kérpergeweben und Ausscheidungen;

4. Plasmakonzentrationen und toxikokinetische Parameter (Bioverfiigbarkeit, AUC, C,,s, Tray, Clearance, Halb-
wertszeit) nach Verabreichung tiber den/die jeweilige(n) Expositionsweg(e);

5. Geschwindigkeit und Ausmafd der Resorption der Priifsubstanz nach Verabreichung tiber den/die jeweilige(n)
Expositionsweg(e);

6. in Ausscheidungen gefundene Mengen der Priifsubstanz und Metaboliten (angegeben als Prozentsatz der
verabreichten Dosis);

7. Verweis auf Daten in der Anlage, die Daten zu allen gemessenen Endpunkten fiir die einzelnen Tiere
enthalten (z. B. Dosisverabreichung, prozentuale Wiedergewinnung, Konzentrationen, toxikokinetische Pa-
rameter usw.);

8. grafische Darstellung der vorgeschlagenen Stoffwechselwege und der Molekiilstrukturen der Metaboliten.

Diskussion und Schlussfolgerungen

In diesem Abschnitt sollte(n) der/die Verfasser

1. auf der Grundlage des Metabolismus und der Eliminierung der Priifsubstanz einen Stoffwechselweg vor-
schlagen;

2. potenzielle tierart- und geschlechtsspezifische Unterschiede bei der Eliminierung und/oder Biotransformation
der Priifsubstanz untersuchen;

3. die Identitdt und Bedeutung von Metaboliten, die Clearance-Raten, das Bioakkumulationspotenzial, die Menge
an Riickstdnden des Ausgangsstoffs und/oder von Metaboliten in Geweben sowie gegebenenfalls dosisabhin-
gige Veranderungen von toxikokinetischen Parametern tabellarisch darstellen und erldutern;

4. alle relevanten Toxikokinetik-Daten aufnehmen, die bei der Durchfithrung von Toxizititsstudien gewonnen
wurden;

5. eine kurze Schlussfolgerung formulieren, die durch die Ergebnisse der Studie gestiitzt werden kann;
6. (falls notwendig oder angebracht) Abschnitte hinzufiigen.
Fiir bibliografische Angaben, Tabellen, Abbildungen, Anhdnge usw. sind zusitzliche Abschnitte zu verwenden.

ALTERNATIVE EXPOSITIONSWEGE
Dermal
Dermale Applikation

Dieser Abschnitt enthilt spezifische Informationen zur Untersuchung der Toxikokinetik der Priifsubstanz bei
dermaler Applikation. Fiir die Hautresorption ist Kapitel B.44 dieses Anhangs [Hautresorption: In-vivo-Methode
(9)] zu beachten. Fiir andere Endpunkte wie Verteilung und Metabolismus kann diese Priifmethode B.36 ver-
wendet werden. Bei dermaler Applikation sollten eine oder mehrere Dosisstufen der Priifsubstanz verwendet
werden. Die Priifsubstanz (z. B. reines, verdiinntes oder formuliertes Material, das die auf die Haut aufgetragene
Priffsubstanz enthilt) muss der Substanz entsprechen (oder ein realistisches Surrogat hiervon bilden), der
Menschen oder andere mogliche Zielarten ausgesetzt sein konnen. Die Dosisstufe(n) ist/sind gemédfl den Num-
mern 20-26 dieser Priifmethode festzulegen. Dabei kann beriicksichtigt werden, mit welcher Exposition von
Menschen zu rechnen ist und/oder bei welchen Dosen in anderen Studien zur dermalen Toxizitit Toxizitéts-
zeichen beobachtet wurden. Die dermale Dosis ist erforderlichenfalls in einem geeigneten Vehikel aufzulosen
und in einem angemessenen Volumen zu applizieren. Kurz vor Versuchsbeginn wird das Fell auf dem Riicken
der Versuchstiere geschoren. Ein Abrasieren des Fells ist ebenfalls moglich, sollte jedoch etwa 24 Stunden vor
dem Versuch erfolgen. Beim Scheren oder Abrasieren des Fells ist darauf zu achten, dass die Haut nicht verletzt
wird, da dies ihre Durchldssigkeit verandern konnte. Etwa 10 % der Korperoberfliche sollten fiir die Applikation
der Priifsubstanz enthaart werden. Bei hochtoxischen Substanzen kann die behandelte Oberfliche kleiner als
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etwa 10 % sein, es sollte jedoch ein maoglichst grofer Bereich mit einer diinnen und einheitlichen Schicht
bedeckt werden. Bei allen Gruppen, die der dermalen Priffung unterzogen werden, sollte die gleiche Fliche
behandelt werden. Die Bereiche, auf denen die Priifsubstanz appliziert wurde, sind mit einer geeigneten Ab-
deckung, die befestigt wird, zu schiitzen. Die Tiere sind getrennt unterzubringen.

Um die Menge der applizierten Dosis der Priifsubstanz zu bestimmen, die mit milder Seife und Wasser von der
behandelten Hautfliche abgewaschen werden kann, ist eine Hautwaschstudie durchzufithren. Diese Studie kann
auch bei der Aufstellung der Massenbilanz helfen, wenn die Priifsubstanz tiber die Haut verabreicht wird. Bei
dieser Hautwaschstudie wird zwei Tieren eine Einzeldosis der Priifsubstanz appliziert. Die Dosisstufe ist gemaf
Nummer 23 dieser Priifmethode festzulegen (fiir die Dauer des Hautkontakts siehe auch Nummer 76). Anhand
der beim Abwaschen wiedergewonnenen Menge der Priifsubstanz kann die Wirksamkeit der Entfernung der
Priifsubstanz durch das Abwaschen bestimmt werden.

Sofern die Priifsubstanz keine hautdtzende Wirkung hat, sollte sie nach dem Auftragen mindestens 6 Stunden
auf der Haut verbleiben. Dann ist die Abdeckung abzunehmen und die behandelte Fliche nach dem in der
Hautwaschstudie beschriebenen Verfahren zu waschen (siche Nummer 75). Sowohl die Abdeckung als auch die
Waschfliissigkeit sind auf Riickstande der Priifsubstanz zu analysieren. Am Ende der Studie werden die Tiere
gemdf (2) tierschutzgerecht getdtet und die behandelte Haut wird entfernt. Ein angemessener Teil der behan-
delten Haut ist auf Riickstinde der Priifsubstanz (Radioaktivitdt) zu analysieren.

Fir die toxikokinetische Bewertung von Arzneimitteln konnen je nach Regulierungssystem unterschiedliche
Verfahren erforderlich sein.

Inhalation

Fiir diese Priifung ist eine einzige Konzentration der Priifsubstanz zu verwenden (oder mehrere, falls erforder-
lich). Die Konzentration(en) ist/sind gemdff den Nummern 20-26 dieser Priifmethode festzulegen. Um eine
Resorption iiber andere Expositionswege zu verhindern, sind Inhalationspriifungen mit einem ,Nasentrichter*
oder einer ,Head-only*-Vorrichtung durchzufithren (8). Wenn bei der Inhalationsexposition andere Bedingungen
angewandt werden, ist die Anderung zu begriinden. Die Dauer der Inhalationsexposition ist festzulegen und
betrigt normalerweise 4-6 Stunden.
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Anlage

DEFINITIONEN

Resorption: Prozess(e) der Aufnahme von Chemikalien in oder iiber Gewebe. Die Resorption bezieht sich auf die
Ausgangssubstanz und alle ihre Metaboliten. Nicht mit Bioverfiigbarkeit* zu verwechseln.

Akkumulation (Bioakkumulation): Zunahme der Menge einer Priifsubstanz in den Geweben im Laufe der Zeit (normaler-
weise im Fettgewebe, nach wiederholter Exposition); wenn die Priifsubstanz dem Korper in grofieren Mengen zugefithrt
wird, als er sie ausscheidet, akkumuliert der Organismus die Priifsubstanz, und es konnen toxische Konzentrationen des
Stoffs erreicht werden.

ADME: Akronym fiir ,Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion (Resorption, Verteilung, Metabolismus und
Ausscheidung).

AUC: (Fliche unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve): die Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve einer Priif-
substanz im Plasma. Diese Fliche entspricht der Gesamtmenge der Priifsubstanz, die vom Korper innerhalb eines fest-
gelegten Zeitraums resorbiert wurde. Unter linearen Bedingungen ist die AUC (vom Zeitpunkt Null bis unendlich)
proportional zur Gesamtmenge einer vom Korper resorbierten Priifsubstanz, unabhingig von der Resorptionsgeschwin-

digkeit.

Autoradiographie: (Ganzkorper-Autoradiographie): wird verwendet zur qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung
des Aufenthaltsorts einer radioaktiven Priifsubstanz im Gewebe. Bei dieser Technik werden Rontgenfilme oder in jiingerer
Zeit digitale Phosphorbildplatten verwendet, um radioaktiv markierte Molekiile oder Molekiilfragmente durch Aufzeich-
nung der im untersuchten Objekt emittierten Strahlung sichtbar zu machen. Die quantitative Ganzkorper-Autoradio-
graphie ist fiir die Evaluierung der Verteilung der Priifsubstanz und die Bewertung der Gesamtriickgewinnung und
Auflosung von radioaktivem Material in Geweben moglicherweise besser geeignet als die Organsektion. Ein wichtiger
Vorteil ist beispielsweise, dass sie in einem Versuchsmodell mit einem pigmentierten Tier verwendet werden kann, um die
mogliche Assoziation der Priifsubstanz mit Melanin zu bewerten, das sich an bestimmte Molekiile binden kann. Zwar
lassen sich mit dieser Technik die Bindungsstellen mit hoher Kapazitit und geringer Affinitit im gesamten Korper gut
darstellen, aber sie ist moglicherweise weniger gut geeignet fiir die Identifizierung bestimmter Zielorte wie Rezeptorbin-
dungsstellen, an denen fiir den Nachweis eine relativ hohe Auflésung und eine hohe Sensitivitit erforderlich sind. Wenn
die Autoradiographie zum Einsatz kommt, sollten Versuche zur Aufstellung der Massenbilanz der verabreichten Ver-
bindung mit einer getrennten Gruppe oder in einer von der Gewebeverteilungsstudie getrennten Studie durchgefiihrt
werden, bei der alle Ausscheidungen (zu denen auch die ausgeatmete Luft gehoren kann) und ganze Tierkérper homo-
genisiert und mithilfe der Fliissigszintillationszahlung analysiert werden.

Biliire Ausscheidung: Ausscheidung iiber die Gallenginge.
Bioakkumulation: siehe ,Akkumulation'.

Bioverfiigbarkeit: der Anteil einer verabreichten Dosis, die in den systemischen Kreislauf gelangt oder am Wirkort zur
Verfiigung gestellt wird. Die Bioverfiigbarkeit einer Priifsubstanz bezieht sich normalerweise auf den Ausgangsstoff; sie
kann sich aber auch auf seine Metaboliten beziehen. Sie betrifft nur eine chemische Form. Hinweis: Bioverfiigbarkeit und
Resorption sind nicht identisch. Der Unterschied zwischen z. B. der oralen Resorption (d. h. dem Vorhandensein in der
Darmwand und in der portalen Zirkulation) und der Bioverfuigbarkeit (d. h. dem Vorhandensein im systemischen Blut und
in Geweben) kann neben anderen Faktoren auf den chemischen Abbau aufgrund des Metabolismus der Darmwand oder
auf Effluxtransport zuriick zum Darmlumen oder auf prisystemischen Metabolismus in der Leber zuriickzufithren sein
(10). Die Bioverfiigbarkeit der toxischen Komponente (Ausgangsstoff oder ein Metabolit) ist bei der Bewertung der Risiken
fur die menschliche Gesundheit ein kritischer Parameter (Extrapolation von hoher zu niedriger Dosis, Extrapolation von
einem Verabreichungsweg zu einem anderen) fiir die Ableitung eines internen Werts vom externen NOAEL- oder BMD-
Wert (applizierte Dosis). Fiir die Untersuchung der Wirkungen auf die Leber bei oraler Verabreichung reicht die orale
Resorption aus. Bei jeder anderen Wirkung als am Eingangsort ist die Bioverfiigbarkeit jedoch im Allgemeinen ein
zuverldssigerer Parameter fiir die weitere Risikobewertung als die Resorption.

Biopersistenz: siche [Persistenz’.

Biotransformation: (normalerweise enzymatische) chemische Umwandlung einer Priifsubstanz in einen anderen Stoff
innerhalb des Korpers. Synonym ,Metabolismus".

Cpnax: €ntweder maximale (Peak-)Konzentration im Blut (Plasma/Serum) nach der Verabreichung oder maximale (Peak-)
Ausscheidung (in Urin oder Fizes) nach der Verabreichung.

Clearance-Rate: quantitatives Maf§ der Geschwindigkeit, mit der eine Priifsubstanz je Zeiteinheit aus dem Blut, dem
Plasma oder einem bestimmten Gewebe eliminiert wird.

Kompartiment: struktureller oder biochemischer Teil (oder strukturelle oder biochemische Einheit) eines Korpers, eines
Gewebes oder einer Zelle, die vom Rest abgetrennt ist.

Detoxifizierungswege: eine Reihe von Schritten, durch die toxische Stoffe aus dem Korper eliminiert werden, entweder
durch metabolische Umwandlung oder durch Ausscheidung.
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Verteilung: Verbreitung einer Priifsubstanz und ihrer Derivate im Organismus.

Enzyme/Isozyme: Proteine, die chemische Reaktionen katalysieren. Isozyme sind Enzyme, die dhnliche chemische Re-
aktionen katalysieren, sich aber in ihrer Aminosdurensequenz unterscheiden.

Enzymparameter: K : Michaeliskonstante und V.

. maximale Geschwindigkeit.

Ausscheidung: Prozess(e), mit dem/denen eine verabreichte Priifsubstanz und/oder ihre Metaboliten aus dem Korper
entfernt werden.

Exogen: von auflen in den Organismus oder das System eingebracht oder auferhalb des Organismus oder des Systems
erzeugt.

Extrapolation: Folgerung eines oder mehrerer unbekannter Werte aus dem, was bekannt ist oder beobachtet wurde.

Halbwertszeit (ty)): Zeit, in der die Konzentration der Priifsubstanz in einem Kompartiment um die Halfte sinkt. Die
Halbwertszeit bezieht sich normalerweise auf die Plasmakonzentration oder die Menge der Priifsubstanz im gesamten
Korper.

Induktion/Enzyminduktion: Enzymsynthese als Reaktion auf einen Umweltreiz oder ein Induktormolekiil.

Linearitit/lineare Kinetik: In der Kinetik ist ein Prozess linear, wenn die Geschwindigkeiten aller Ubertragungen zwi-
schen den Kompartimenten proportional zu den vorhandenen Mengen oder Konzentrationen sind, d. h. 1. Ordnung.
Folglich sind die Clearance- und Verteilungsvolumen konstant, ebenso die Halbwertszeiten. Die erreichten Konzentratio-
nen sind proportional zur Dosierungsrate (Exposition), und die Akkumulation kann leichter vorhergesagt werden. Ob
Linearitdt oder Nichtlinearitit vorliegt, kann durch Vergleich der relevanten Parameter, z. B. AUC, nach unterschiedlichen
Dosen oder nach Einzel- oder Mehrfachexposition festgestellt werden. Besteht keine Dosisabhdngigkeit, so kann dies auf
die Sattigung der an der Metabolisierung der Verbindung beteiligten Enzyme hindeuten; eine Vergroferung der AUC nach
wiederholter Exposition im Vergleich zu einer Einmalexposition kann ein Hinweis auf eine Stoffwechselhemmung, eine
Verkleinerung der AUC ein Hinweis auf eine Stoffwechselinduktion sein [siehe auch (11)].

Massenbilanz: Erfassung der Massen der Priifsubstanz, die in das System eingehen und es verlassen.
Materialbilanz: siche Massenbilanz'.

Toxizititsmechanismus/Wirkungsmechanismus (Wirkungsweise): Wirkungsmechanismus bezieht sich auf spezifische
biochemische Wechselwirkungen, durch die eine Priifsubstanz ihre Wirkung entfaltet. Wirkungsweise bezieht sich auf
allgemeinere Phdnomene, die zur Toxizitdt einer Priifsubstanz fiihren.

Metabolismus: Synonym ,Biotransformation'.
Metaboliten: Produkte des Metabolismus oder metabolischer Prozesse.

Orale Resorption: der Prozentsatz der Dosis der Priifsubstanz, die ab dem Verabreichungsort (z. B. Magen-Darm-Trakt)
resorbiert wird. Mit diesem wichtigen Parameter kann bestimmt werden, welcher Anteil der verabreichten Priifsubstanz die
Pfortader und anschlielend die Leber erreicht.

Verteilungskoeffizient ein Maf8 fiir die unterschiedliche Loslichkeit eines chemischen Stoffs in zwei Lsungsmitteln.

Maximale Blut-(Plasma-/Serum-)Spiegel: maximale (Peak-)Konzentration im Blut (Plasma/Serum) nach Verabreichung
(siehe auch ,C,,.).

max

Persistenz (Biopersistenz): das langfristige Vorhandensein einer Chemikalie (in einem biologischen System) aufgrund
ihrer Abbau-/Eliminationsresistenz.

Read-across: Die Endpunktinformationen fiir eine oder mehrere Chemikalien werden verwendet, um eine Prognose iiber
den Endpunkt fur die Zielchemikalie abzugeben.

Rezeptor-Mikroautoradiographie: Mit dieser Technik kann die xenobiotische Interaktion mit spezifischen Gewebestellen
oder Zellpopulationen untersucht werden, wie z. B. in Studien zur Rezeptorbindung oder zur spezifischen Wirkungsweise,
die eine hohe Auflosung und hohe Sensitivitdt erfordern, die bei anderen Verfahren wie der Ganzkorperautoradiographie
moglicherweise nicht erreichbar sind.

Verabreichungsweg (oral, IV, dermal, Inhalation usw.): bezieht sich darauf, auf welche Weise chemische Stoffe dem
Korper verabreicht werden (z. B. oral iiber eine Sonde, oral mit dem Futter, dermal, durch Inhalation, intravends usw.)



L 81/122

Amtsblatt der Europaischen Union

19.3.2014

Sdttigung: Zustand, in dem sich einer oder mehrere kinetische Prozesse (z. B. Resorption, Metabolismus oder Clearance)
an einem Maximum befinden (d. h. gesittigt* sind).

Sensitivitdt: Fihigkeit einer Methode oder eines Messinstruments, zwischen Reaktionen zu unterscheiden, die verschie-
dene Niveaus einer Zielvariablen darstellen.

Konstanter Blutspiegel (Plasmaspiegel): Nichtgleichgewichtszustand eines offenen Systems, bei dem alle auf das System
einwirkenden Krifte genau durch entgegenwirkende Krifte ausgeglichen werden, so dass alle Komponenten des Systems
eine konstante Konzentration aufweisen, obwohl Materie durch das System flief3t.

Systemmodellierung (physiologisch-basiert toxikokinetisch, pharmakokinetisch-basiert, physiologisch-basiert pharmako-
kinetisch, biologisch-basiert usw.): abstraktes Modell, das das Verhalten eines Systems mathematisch beschreibt.

Zielgewebe: Gewebe, in dem sich eine wichtige schidliche Wirkung eines toxischen Stoffs manifestiert.
Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.

Gewebeverteilung: reversible Positionsverdnderung einer Priifsubstanz von einer Stelle im Korper an eine andere. Die
Gewebeverteilung kann mithilfe von Organsektion, Homogenisation, Verbrennung und Fliissigkeitsszintillationszahlung
oder durch qualitative und/oder quantitative Ganzkorperautoradiographie untersucht werden. Die erste Methode ist gut
geeignet, um die Konzentration und die prozentuale Wiedergewinnung in den Geweben und im Kérper derselben Tiere zu
bestimmen, hat aber moglicherweise eine zu geringe Auflosung fiir alle Gewebe und eine unter dem Idealwert liegende
Gesamtwiedergewinnungsrate (< 90 %). Siehe auch die Definition der Autoradiographie.

T, ... Zeit bis zum Erreichen von C

max- max*

Toxikokinetik (Pharmakokinetik): Untersuchung von Resorption, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung von che-
mischen Stoffen im Zeitverlauf.

Validierung von Modellen: Verfahren zur Bewertung der Eignung eines Modells, die verfiigbaren toxikokinetischen
Daten angemessen zu beschreiben. Modelle konnen durch einen statistischen und visuellen Vergleich ihrer Prognosen
mit experimentellen Werten gegeniiber einer gemeinsamen unabhingigen Variablen (z. B. der Zeit) bewertet werden. Der
Umfang der Bewertung sollte in Bezug auf die vorgesehene Verwendung des Modells gerechtfertigt sein.”

8. Das Kapitel B.52 wird angefiigt:

,B.52 AKUTE INHALATIONSTOXIZITAT — AKUT-TOXISCHE KLASSENMETHODE

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 436 (2009). Die erste Methode zur Priifung auf akute
Inhalationstoxizitdt TG 403 wurde 1981 angenommen und seitdem iiberarbeitet (siche Kapitel B.2 dieses An-
hangs (1)). Nach der Annahme der iiberarbeiteten akut-toxischen Klassenmethode (ATK) mit oraler Verabrei-
chung (Kapitel B.1 tris dieses Anhangs) (5) wurde es fiir angebracht gehalten, eine akut-toxische Klassenmethode
mit Inhalation (2) (3) (4) zu entwickeln. Eine retrospektive Leistungsbewertung der ATK-Methode zur Priifung
auf akute Inhalationstoxizitit hat gezeigt, dass die Methode fiirr Zwecke der Einstufung und Kennzeichnung
geeignet ist (6). Bei der ATK-Inhalationspriifmethode kann die Toxizitdt der Priifsubstanz mithilfe aufeinander
folgender Stufen festgelegter Zielkonzentrationen eingestuft werden. Der wichtigste Endpunkt ist Letalitdt, aber
Tiere, bei denen starke Schmerzen oder schweres Leiden festgestellt werden, oder Tiere, deren Tod bevorsteht,
sollten zur Minimierung ihres Leidens tierschutzgerecht getotet werden. Hinweise zu humanen Endpunkten sind
im OECD Guidance Document No. 19 (7) zu finden.

2. Das Guidance Document No. 39 on Acute Inhalation Toxicity Testing (GD 39 (8)) enthilt Hinweise zur
Durchfithrung und Auswertung dieser Priifmethode.

3. Die im Zusammenhang mit dieser Priiffmethode verwendeten Begriffe werden in Anlage 1 und im GD 39 (8)
definiert.

4. Die Prifmethode gibt Aufschluss iiber die gefihrlichen Eigenschaften der Priifsubstanz und ermoglicht ihre
Einstufung gemdf der Verordnung (EG) Nr.1272/2008 zur Einstufung chemischer Stoffe mit akut toxischer
Wirkung (9). Falls Punktschitzungen von LCs,-Werten oder Analysen der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
erforderlich sind, ist Kapitel B.2 dieses Anhangs (1) die geeignete Priifmethode. Weitere Hinweise zur Wahl der
Priifmethode sind im GD 39 (8) zu finden. Diese Priifmethode ist nicht speziell fir die Priifung von Spezial-
materialien wie schwer 16slichen isometrischen oder Fasermaterialien oder hergestellten Nanomaterialien be-
stimmt.
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10.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Bevor Versuche nach dieser Priifmethode in Betracht gezogen werden, sollte das Priiflabor alle verfiigbaren
Informationen {iiber die Priifsubstanz, einschlieflich bereits vorliegender Studien, deren Ergebnisse darauf hin-
deuten, dass auf weitere Versuche verzichtet werden kann, auswerten, damit maoglichst wenig Tiere verwendet
werden. Fir die Auswahl der in Bezug auf Art, Stamm und Geschlecht am besten geeigneten Tiere sowie der
geeigneten Expositionsart und Priifkonzentrationen sollten u. a. Informationen wie die Identitit, die chemische
Struktur und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz, Ergebnisse jeglicher In-vitro- oder In-
vivo-Toxizitdtspriifungen, vorgesehene Verwendungen und die Moglichkeit der Exposition des Menschen, (Q)SAR-
Daten und toxikologische Daten tiber strukturverwandte Substanzen herangezogen werden. Konzentrationen, die
wegen dtzender () oder stark reizender Wirkungen voraussichtlich starke Schmerzen und Qualen verursachen,
sollten mit dieser Priifmethode nicht gepriift werden [siche GD 39 (8)].

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Das Prinzip der Priifung besteht darin, in einem schrittweisen Verfahren geniigend Informationen tiber die akute
Toxizitdt der Priifsubstanz nach Inhalation tiber einen Expositionszeitraum von 4 Stunden zu gewinnen, damit
sie eingestuft werden kann. Fiir spezifische Regulierungszwecke sind andere Expositionszeiten moglich. Bei jeder
der festgelegten Konzentrationsstufen werden je drei Tiere beider Geschlechter gepriift. Je nach Mortalitit und|
oder moribundem Zustand der Tiere konnen zwei Stufen ausreichen, um eine Beurteilung der akuten Toxizitit
der Priifsubstanz zu ermdglichen. Gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass ein Geschlecht empfindlicher reagiert als das
andere, kann die Priffung mit dem empfindlicheren Geschlecht allein fortgesetzt werden. Das Ergebnis einer Stufe
bestimmt die jeweils folgende Stufe:

a) keine weitere Priifung erforderlich,
b) Priifung von drei Tieren je Geschlecht oder

¢) Prifung von sechs Tieren des empfindlicheren Geschlechts, d. h. die Schitzungen der Untergrenze der
Toxizititsklasse sollte unabhingig vom Geschlecht auf sechs Tieren je Priifkonzentrationsgruppe basieren.

Moribunde Tiere oder Tiere, die offensichtlich unter Schmerzen leiden oder Anzeichen von schwerem und
anhaltendem Leiden zeigen, sollten auf tierschutzgerechte Weise getotet werden und sind bei der Auswertung
der Testergebnisse auf die gleiche Weise zu werten wie wahrend 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 des OECD Guidance Document No. 19 on Humane Endpoints (7).

BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

Es sollten junge, gesunde, adulte Tiere aus iiblicherweise eingesetzten Laborstimmen verwendet werden. Bevor-
zugtes Versuchstier ist die Ratte; werden andere Tierarten eingesetzt, ist dies zu begriinden.

Vorbereitung der Tiere

Die weiblichen Tiere diirfen weder bereits geworfen haben noch momentan trichtig sein. Am Tag der Exposition
sollten die jungen, adulten Tiere 8 bis 12 Wochen alt sein; ihr Korpergewicht sollte innerhalb von + 20 % des
mittleren Gewichts fiir jedes Geschlecht aller zuvor exponierten Tiere desselben Alters liegen. Die Tiere werden
nach Zufallskriterien ausgewdhlt, zur individuellen Identifizierung markiert und vor Beginn der Priifung fiir einen
Zeitraum von mindestens fiinf Tagen in ihren Kifigen an die Laborbedingungen gewohnt. Die Tiere sollten auch
fir einen kurzen Zeitraum vor der Priifung an die Versuchsapparatur gewohnt werden, da dies den Stress durch
die Umsetzung in eine neue Umgebung verringert.

Tierhaltung

Die Temperatur in dem Raum, in dem die Versuchstiere gehalten werden, sollte 22 £ 3 °C betragen. Die relative
Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall im Bereich zwischen 30 und 70 % liegen; bei Verwendung von Wasser als
Vehikel konnte dies jedoch unmaoglich sein. Die Tiere sollten vor und nach den Expositionen im Allgemeinen
nach Geschlecht und Konzentration in Kifigen gruppiert werden, wobei aber die Anzahl der Tiere pro Kifig
noch eine genaue Beobachtung der einzelnen Tiere ermoglichen muss und Verluste aufgrund von Kannibalismus
oder Kdmpfen minimiert werden sollten. Wenn die Tiere der Priifsubstanz nur mit der Nase ausgesetzt werden
sollen, miissen sie moglicherweise an die Restrainer gewohnt werden. Die Restrainer sollten die Tiere weder
korperlich noch in Bezug auf Wirme oder Fixierung iibermifSig beeintrichtigen. Die Fixierung kann physiolo-
gische Endpunkte wie Korpertemperatur (Hyperthermie) und/oder das Atemminutenvolumen beeinflussen. Wenn
generische Daten zeigen, dass keine derartigen Verdnderungen in nennenswertem Ausmafd vorkommen, ist eine
Eingewohnung an die Restrainer nicht erforderlich. Bei der Ganzkorperexposition gegen ein Aerosol sollten die

(') Die Bewertung der Atzwirkung kénnte auf dem Urteil von Experten beispielsweise anhand folgender Belege beruhen: Erfahrungswerte
bei Mensch und Tier, vorliegende (In-vitro-)Daten, z. B. Kapitel B.40 (10), B.40.bis (11) dieses Anhangs oder OECD TG 435 (12), pH-
Werte sowie Informationen iiber dhnliche Substanzen und andere sachdienliche Daten.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Tiere wahrend der Exposition einzeln untergebracht sein, damit sie die Priifsubstanz nicht durch das Fell ihrer
Kifiggenossen filtriert einatmen. Aufler wahrend der Exposition kann herkommliches und zertifiziertes Labor-
tierfutter verwendet werden bei uneingeschrankter Versorgung mit Trinkwasser. Die Beleuchtung sollte kiinstlich
sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln.

Inhalationskammern

Bei der Auswahl einer Inhalationskammer sind die Art der Priifsubstanz und das Ziel der Priifung zu beriick-
sichtigen. Das bevorzugte Verfahren ist die Nose-only“Exposition (dieser Begriff umfasst ,nur Kopf, ,nur Nase'
oder ,nur Schnauze’). Fiir die Untersuchung von Fliissigkeits- oder Feststoffaerosolen und fiir Dimpfe, die zu
Aerosolen kondensieren konnen, wird im Allgemeinen die ,Nose-only‘-Exposition bevorzugt. Besondere Ziele der
Untersuchung konnen maoglicherweise mit einer Ganzkorperexposition besser erreicht werden, doch dies sollte
im Priifbericht begriindet werden. Um bei Verwendung einer Ganzkorperkammer die Stabilitdt der Atmosphére
sicherzustellen, sollte das Gesamtvolumen der Versuchstiere 5 % des Volumens der Kammer nicht iibersteigen.
Die Grundziige der ,Nose-only- und der Ganzkorperexposition sowie ihre jeweiligen Vor- und Nachteile sind im
GD 39 (8) beschrieben.

EXPOSITIONSBEDINGUNGEN
Verabreichung der Konzentrationen

Es wird eine feste Expositionsdauer von 4 Stunden — ohne die zur Erreichung des Gleichgewicht erforderliche
Zeit — empfohlen. Um spezifische Erfordernisse zu erfiillen, sind auch andere Expositionszeiten moglich; diese
sind jedoch im Priifbericht zu begriinden [siche GD 39 (8)]. Bei Ganzkorperexpositionen sollten die Tiere einzeln
untergebracht sein, um eine Aufnahme der Priifsubstanz durch das Putzen von Kifiggenossen zu verhindern.
Wihrend der Exposition sollte kein Futter verabreicht werden. Wasser kann wihrend einer Ganzkorperexposition
jederzeit angeboten werden.

Die Tiere werden der Priifsubstanz in Form von Gas, Dampf, Aerosol oder einer Kombination dieser Formen
ausgesetzt. Der zu priifende Aggregatzustand hingt von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priif-
substanz, der gewidhlten Konzentration und/oder der physikalischen Form ab, in der die Priifsubstanz bei der
Handhabung und Verwendung am wahrscheinlichsten vorliegt. Hygroskopische und chemisch reaktive Priifsub-
stanzen sollten bei geringer Luftfeuchtigkeit gepriift werden. Dabei ist darauf zu achten, dass keine explosions-
fihigen Konzentrationen erzeugt werden.

Partikelgroflenverteilung

Bei allen Aerosolen und bei Dimpfen, die zu Aerosolen kondensieren konnen, sollte die Partikelgroffe bestimmt
werden. Damit alle relevanten Regionen der Atemwege der Priifsubstanz ausgesetzt werden, werden mittlere
aerodynamische Massendurchmesser (Mass Median Aerodynamic Diameter — MMAD) von 1 bis 4 pm mit einer
geometrischen Standardabweichung (o,) von 1,5 bis 3,0 empfohlen (8) (13) (14). Wenngleich nach Méglichkeit
versucht werden sollte, diese Werte zu erreichen, ist Fachwissen erforderlich, falls sie nicht erzielt werden
konnen. Metalldimpfe konnen z. B. unter diesen Werten liegen, und geladene Partikel, Fasern und hygroskopi-
sche Stoffe (die sich in der feuchten Umgebung der Atemwege ausdehnen) konnen diese Werte iiberschreiten.

Vorbereitung der Priifsubstanz in einem Vehikel

Um die gewiinschte Konzentration und Partikelgrofe der Priifsubstanz in der Atmosphire herzustellen, kann ein
Vehikel verwendet werden. Hierbei ist in der Regel Wasser zu bevorzugen. Partikel konnen durch mechanische
Prozesse auf die erforderliche Grofenverteilung gebracht werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die Priif-
substanz nicht zersetzt oder verindert wird. Wenn angenommen wird, dass die Zusammensetzung der Priif-
substanz durch mechanische Prozesse verindert wurde (z. B. hohe Temperatur aufgrund von Reibung durch
iibermifSiges Mahlen), sollte die Zusammensetzung der Priifsubstanz analytisch tiberpriift werden. Es ist darauf
zu achten, dass die Priifsubstanz nicht kontaminiert wird. Nicht briichige Granulate, die speziell so formuliert
sind, dass sie nicht eingeatmet werden konnen, brauchen nicht gepriift zu werden. Mit einem Abriebtest sollte
nachgewiesen werden, dass beim Umgang mit dem Granulat keine lungengéngigen Partikel entstehen. Entstehen
bei einem Abriebtest lungengingige Partikel, so sollte eine Inhalationstoxizititspriifung durchgefithrt werden.

Kontrolltiere

Eine negative Kontrollgruppe (Luft) ist nicht erforderlich. Wenn zur Erzeugung der Priifatmosphire ein anderes
Vehikel als Wasser verwendet wird, sollte nur dann eine Vehikelkontrollgruppe verwendet werden, wenn keine
historischen Daten iiber Inhalationstoxizitit vorliegen. Ergibt eine Toxizititsstudie einer in einem Vehikel for-
mulierten Priifsubstanz, dass keine Toxizitit vorliegt, ist das Vehikel folglich in der gepriiften Konzentration nicht
toxisch. Daher ist keine Vehikelkontrolle erforderlich.

UBERWACHUNG DER EXPOSITIONSBEDINGUNGEN

Luftstrom in der Inhalationskammer

Der Luftstrom durch die Kammer sollte wihrend jeder Exposition sorgfaltig geregelt, kontinuierlich iiberwacht
und mindestens stiindlich protokolliert werden. Die Uberwachung der Konzentration (oder Stabilitit) der Priif-
atmosphdre ist eine integrale Messung aller dynamischen Parameter und gibt indirekt die Moglichkeit, alle
relevanten dynamischen Parameter der Erzeugung der Priifatmosphdre zu messen. Es sollte besonders darauf
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geachtet werden, das erneute Einatmen in Nose-only-Expositionskammern zu vermeiden, wenn die Luftstro-
mung durch das Expositionssystem nicht ausreicht, um eine dynamische Stromung der Priifsubstanzatmosphire
zu erreichen. Es gibt festgelegte Methoden, mit denen nachgewiesen werden kann, dass es unter den gewihlten
Bedingungen nicht zu erneutem Einatmen kommt (8) (15). Die Sauerstoffkonzentration sollte mindestens 19 %
betragen, und die Kohlendioxidkonzentration sollte 1 % nicht iiberschreiten. Gibt es Grund zu der Annahme,
dass diese Werte nicht eingehalten werden konnen, sind die Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentrationen zu
messen.

Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in der Inhalationskammer

Die Temperatur in der Inhalationskammer sollte 22 * 3 °C betragen. Sowohl bei der ,Nose-only*- als auch bei der
Ganzkorperexposition sollte die relative Luftfeuchtigkeit im Atembereich der Tiere mindestens dreimal fiir
Zeitraume von bis zu 4 Stunden und fur kiirzere Zeitrdume stindlich iiberwacht und dokumentiert werden.
Die relative Luftfeuchtigkeit sollte im Idealfall zwischen 30 und 70 % liegen, was jedoch moglicherweise nicht
erreichbar ist (z. B. bei der Priifung von wasserbasierten Mischungen) oder wegen chemischer Interferenz mit der
Priifmethode nicht gemessen werden kann.

Priifsubstanz: nominale Konzentration

Die nominale Konzentration in der Expositionskammer sollte moglichst berechnet und protokolliert werden. Die
nominale Konzentration ist die Masse der erzeugten Priifsubstanz dividiert durch das Gesamtvolumen der durch
das Kammersystem geleiteten Luft. Sie wird nicht zur Beschreibung der Exposition der Tiere verwendet; vielmehr
gibt ein Vergleich der nominalen Konzentration und der tatsichlichen Konzentration Aufschluss iiber die
Effizienz des Priifsystems bei der Erzeugung der Priifkonzentration, und kann daher fiir die Aufdeckung von
Problemen bei dieser Erzeugung verwendet werden.

Priifsubstanz: tatsichliche Konzentration

Die tatsdchliche Konzentration ist die Konzentration der Priifsubstanz im Atembereich der Tiere in einer
Inhalationskammer. Die tatsichlichen Konzentrationen konnen entweder durch spezifische Methoden (z. B.
direkte Probenahme, adsorptive Methoden oder chemische Reaktionsverfahren mit anschlieender analytischer
Charakterisierung) oder durch unspezifische Methoden wie Gravimetrie bestimmt werden. Die gravimetrische
Methode ist lediglich fiir Aerosole mit nur einem Bestandteil in Pulverform oder Aerosole von Fliissigkeiten mit
geringer Fliichtigkeit akzeptabel und sollte sich auf geeignete, vor der Studie zu erstellende und fiir die Priif-
substanz spezifische Beschreibungen stiitzen. Die Konzentration von Aerosolen mit mehreren Bestandteilen in
Pulverform kann ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden. Hierzu muss jedoch mit Analysedaten belegt werden,
dass die Schwebstoffe eine dhnliche Zusammensetzung haben wie das Ausgangsmaterial. Liegen diese Angaben
nicht vor, muss die Priffsubstanz (im Idealfall im Schwebezustand) moglicherweise im Verlauf der Studie in
regelmifdigen Abstinden neu analysiert werden. Bei aerosolisierten Agenzien, die verdunsten oder sublimieren
konnen, sollte gezeigt werden, dass alle Phasen von der gewiahlten Methode erfasst wurden. Im Priifbericht
sollten die Zielkonzentration sowie die nominale und die tatsichliche Konzentration angegeben werden, aber
nur die tatsichlichen Konzentrationen werden fiir statistische Analysen zur Berechnung letaler Konzentrations-
werte verwendet.

Es sollte moglichst eine Partie der Priifsubstanz verwendet werden; die Probe sollte unter Bedingungen auf-
bewahrt werden, die ihre Reinheit, Homogenitit und Stabilitdt gewahrleisten. Die Priifsubstanz sollte vor Beginn
der Studie mit Angaben zur Reinheit und, falls technisch machbar, zur Identitit sowie zu Mengen identifizierter
Schadstoffe und Verunreinigungen beschrieben werden. Hierzu kénnen unter anderem die folgenden Daten
verwendet werden: Retentionszeit und relative Peakfliche, durch Massenspektrometrie oder Gaschromatographie
bestimmtes Molekulargewicht oder andere Werte. Das Priiflabor ist zwar nicht fir die Identitit der Probe
verantwortlich, doch es kann ratsam sein, dass es die Beschreibung des Auftraggebers zumindest in gewissen
Grenzen (z. B. Farbe, physikalische Beschaffenheit usw.) tiberpriift.

Die Expositionsatmosphire ist so konstant wie moglich zu halten und je nach Analysemethode kontinuierlich
und/oder intermittierend zu iiberwachen. Bei der intermittierenden Probenahme sollten in einer vierstiindigen
Studie mindestens zweimal Proben der Atmosphire in der Kammer genommen werden. Ist dies wegen be-
grenzter Luftdurchflussraten oder niedriger Konzentrationen nicht moglich, kann wihrend der gesamten Ex-
positionszeit eine einzige Probe genommen werden. Weichen die einzelnen Proben stark voneinander ab, sollten
bei den ndchsten gepriiften Konzentrationen vier Proben je Exposition gezogen werden. Die einzelnen Proben
der Konzentration in der Kammer sollten bei Gasen und Didmpfen nicht mehr als + 10 % und bei Fliissig- oder
Feststoffaerosolen nicht mehr als + 20 % von der mittleren Kammerkonzentration abweichen. Die Zeit bis zum
Erreichen eines Gleichgewichts in der Kammer (tys) ist zu berechnen und zu dokumentieren. Die Expositions-
dauer erstreckt sich iiber den Zeitraum, in dem die Priifsubstanz erzeugt wird; dazu gehort die zur Erreichung
von tys erforderliche Zeit. GD 39 (8) enthilt Hinweise zur Einschitzung von tgs.

Bei sehr komplexen Mischungen aus Dimpfen/Gasen und Aerosolen (z. B. Verbrennungsatmosphidren und
Priffsubstanzen, die aus hierzu bestimmten Endverbraucherprodukten/-geriten gespritht werden) kann sich
jede Phase in einer Inhalationskammer anders verhalten, so dass mindestens eine Indikatorsubstanz (Analyt),
normalerweise der wichtigste Wirkstoff in der Mischung, von jeder Phase (Dampf/Gas und Aecrosol) ausgewidhlt
werden sollte. Wenn die Priifsubstanz eine Mischung ist, sollte die Analysekonzentration fiir die gesamte
Mischung und nicht nur fir den Wirkstoff oder den Bestandteil (Analyt) dokumentiert werden. Weitere Infor-
mationen zu tatsichlichen Konzentrationen sind im GD 39 (8) zu finden.
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Priifsubstanz: Partikelgroflenverteilung

Die PartikelgrofSenverteilung von Aerosolen sollte wihrend jeder 4-stiindigen Exposition mindestens zweimal mit
einem Kaskaden-Impaktor oder einem anderen Messgerit wie einem APS bestimmt werden. Kann nachgewiesen
werden, dass die mit einem Kaskaden-Impaktor und einem alternativen Messgerat erzielten Ergebnisse gleich-
wertig sind, so kann das alternative Instrument wihrend der gesamten Studie verwendet werden. Parallel zum
Hauptinstrument ist ein zweites Gerit wie ein Gravimetriefilter oder eine Gaswaschflasche zu verwenden, um den
Abscheidegrad des Hauptinstruments zu bestitigen. Die durch die Partikelgrofenanalyse bestimmte Massenkon-
zentration sollte innerhalb vertretbarer Grenzen um die durch die Filteranalyse bestimmte Massenkonzentration
liegen [siehe DG 39 (8)]. Wenn die Gleichwertigkeit zu Beginn der Studie nachgewiesen werden kann, kann auf
weitere bestitigende Messungen verzichtet werden. Aus Tierschutzgriinden sollten Vorkehrungen getroffen wer-
den, um unklare Daten zu minimieren, die dazu fithren konnten, dass eine Exposition wiederholt werden muss.
Wenn die Moglichkeit besteht, dass Dampfkondensation zur Bildung eines Aerosols fithren kann, oder wenn in
einer Dampfatmosphdre mit dem Potenzial fir gemischte Phasen Partikel nachgewiesen werden, sollte eine
Partikelgrofenbestimmung fiir Dimpfe vorgenommen werden (siche Nummer 14).

VERFAHREN
Hauptversuch

Fiir jede Stufe werden drei Tiere je Geschlecht oder sechs Tiere des empfindlicheren Geschlechts verwendet.
Wenn fiir eine Nose-only-Exposition andere Nagetierarten als Ratten verwendet werden, kann die maximale
Expositionsdauer angepasst werden, um artenspezifisches Leiden zu minimieren. Die als Startdosis zu verwen-
dende Konzentrationsstufe wird aus vier festen Dosiswerten gewihlt; dabei sollte die Stufe gewihlt werden, bei
der die Wahrscheinlichkeit, dass sie bei einigen der behandelten Tiere Toxizitdt hervorruft, am grofiten ist. Die
Priffschemata fir Gase, Dimpfe und Aecrosole (Anlagen 2, 3 und 4) veranschaulichen die Priifung mit den
Beriicksichtigungsgrenzwerten der GHS-Kategorien 1-4 (9) fiir Gase (100, 500, 2 500, 20 000 ppm/4 Std.)
(Anlage 2), fur Dampfe (0,5, 2, 10, 20 mg/[l/4 Std.) (Anlage 3) und fiir Aerosole (0,05, 0,5, 1, 5 mg/l/4 Std.)
(Anlage 4). Kategorie 5, die in der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (9) nicht umgesetzt ist, bezieht sich auf
Konzentrationen iiber den jeweiligen Grenzkonzentrationen. Fir jede Startkonzentration gilt das entsprechende
Priffschema. Der Verlauf des Priifverfahrens folgt je nach Anzahl der tierschutzgerecht getoteten oder gestorbe-
nen Versuchstiere den angegebenen Pfeilen, bis eine Einstufung vorgenommen werden kann.

Der Zeitabstand zwischen den einzelnen Expositionsgruppen richtet sich nach dem Einsetzen, der Dauer und
dem Schweregrad der toxischen Zeichen. Die Tiere sollten erst dann der ndchsten Konzentrationsstufe ausgesetzt
werden, wenn mit angemessener Gewissheit vom Uberleben der zuvor getesteten Tiere ausgegangen werden
kann. Es wird empfohlen, zwischen den Versuchen mit den einzelnen Konzentrationsstufen einen Abstand von
drei bis vier Tagen einzuhalten, damit eine verzogerte Toxizitdt festgestellt werden kann. Dieser Zeitabstand kann
nach Bedarf angepasst werden, wenn z. B. die beobachteten Reaktionen keine Schlussfolgerungen zulassen.

Limit-Test

Der Limit-Test wird verwendet, wenn bekannt oder zu erwarten ist, dass die Priifsubstanz praktisch nicht toxisch
ist, d. h. nur tiber der regulatorisch festgelegten Grenzkonzentration eine toxische Wirkung hervorruft. Infor-
mationen iiber die Toxizitit der Priifsubstanz konnen aus Kenntnissen iiber dhnliche gepriifte Stoffe oder
dhnliche Mischungen gewonnen werden, wobei Art und prozentualer Anteil der Komponenten zu beriicksich-
tigen sind, deren toxikologische Relevanz bekannt ist. In den Fllen, in denen nur wenige oder keine Informa-
tionen iber die Toxizitit der Prifsubstanz vorliegen oder in denen von einer Toxizitit der Priifsubstanz aus-
gegangen wird, sollte der Hauptversuch durchgefithrt werden [weitere Hinweise sind GD 39 (8) zu entnehmen)].

Bei der normalen Vorgehensweise werden je drei Tiere beider Geschlechter oder sechs Tiere des empfindlicheren
Geschlechts Konzentrationen von 20 000 ppm im Fall von Gasen, 20 mg/l im Fall von Dimpfen und 5 mg/l im
Fall von Stiduben/Nebel ausgesetzt. Wenn diese Konzentrationen erreicht werden, dienen sie als Limit-Test fur
diese Priifmethode. Bei der Priifung von Aerosolen sollte das Hauptziel darin bestehen, eine lungengingige
Partikelgroffe (d. h. ein MMAD von 1-4 pm) zu erreichen. Dies ist bei den meisten Priifsubstanzen bei einer
Konzentration von 2 mg/l der Fall. Aerosole sollten nur dann bei mehr als 2 mg/l gepriift werden, wenn eine
lungengéngige PartikelgroRe erreicht werden kann [siche GD 39 (8)]. In Ubereinstimmung mit dem GHS (16)
wird aus Tierschutzgriinden von Priffungen iiber einer Grenzkonzentration abgeraten. Priifungen in der GHS-
Kategorie 5 (16), die in der Verordnung (EG) Nr. 12722008 (9) nicht umgesetzt ist, sollten nur dann in Betracht
gezogen werden, wenn es sehr wahrscheinlich ist, dass die Ergebnisse einer solchen Priifung von unmittelbarer
Relevanz fiir den Schutz der menschlichen Gesundheit sind. Im Studienbericht ist eine Begriindung anzugeben.
Bei potenziell explosiven Priifsubstanzen ist darauf zu achten, dass keine explosionsfordernden Bedingungen
geschaffen werden. Um eine unnétige Verwendung von Versuchstieren zu vermeiden und sicherzustellen, dass
die Kammerbedingungen fiir einen Limit-Test erreicht werden konnen, sollte vor dem Limit-Test ein Probedurch-
lauf ohne Tiere vorgenommen werden.

BEOBACHTUNGEN

Die Tiere sollten wihrend der Exposition haufig auf klinische Zeichen beobachtet werden. Nach der Exposition
sollten klinische Beobachtungen mindestens zweimal am Tag der Exposition oder, falls es aufgrund der Reaktion
der Tiere auf die Behandlung angezeigt erscheint, hdufiger und danach fiir einen Zeitraum von insgesamt 14
Tagen mindestens einmal tidglich vorgenommen werden. Die Linge des Beobachtungszeitraums ist nicht fest-
gelegt; sie sollte nach Art und Zeitpunkt des Einsetzens klinischer Zeichen und der Linge der Erholungsphase
bestimmt werden. Der Zeitpunkt, zu dem die Toxizitdtszeichen auftreten und wieder abklingen, ist von Bedeu-
tung, insbesondere dann, wenn Anzeichen fir ein verzogertes Auftreten von Toxizitdtszeichen erkennbar sind.
Samtliche Beobachtungen werden systematisch in Einzelprotokollen dokumentiert, die fiir jedes Tier gefiihrt
werden. Tiere, bei denen ein moribunder Zustand festgestellt wird, sowie Tiere, die starke Schmerzen haben
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oder anhaltende Anzeichen von schwerem Leiden zeigen, sollten aus Tierschutzgriinden getotet werden. Bei den
Untersuchungen auf klinische Toxizitdtszeichen ist darauf zu achten, dass ein anfinglich schlechtes Aussehen
und voriibergehende Atemverinderungen, die auf das Expositionsverfahren zuriickzufithren sind, nicht mit
behandlungsbedingten Wirkungen verwechselt werden. Die im Humane Endpoints Guidance Document (7)
zusammengefassten Prinzipien und Kriterien sind zu beriicksichtigen. Wenn Tiere aus Tierschutzgriinden getotet
werden oder ihr Tod festgestellt wird, sollte der Todeszeitpunkt so genau wie moglich registriert werden.

Bei den Beobachtungen ist auf Veridnderungen von Haut, Fell, Augen und Schleimhiuten sowie Atmung, Kreis-
lauf, autonomes und zentrales Nervensystem, Somatomotorik und Verhaltensmuster zu achten. Soweit moglich,
ist auf Differenzierungen zwischen lokalen und systemischen Wirkungen zu achten. Besonderes Augenmerk ist
auf Tremor, Konvulsionen, Salivation, Diarrho, Lethargie, Schlaf und Koma zu richten. Die Messung der Rektal-
temperatur kann zusitzliche Belege fiir mit der Behandlung oder Unterbringung zusammenhingende Reflex-
Bradypnoe oder Hypo-/Hyperthermie liefern.

Korpergewicht

Das Korpergewicht der einzelnen Tiere sollte einmal wihrend der Eingewohnungszeit, am Tag der Exposition vor
der Exposition (Tag 0) und mindestens an den Tagen 1, 3 und 7 (und danach wochentlich) sowie zum Zeitpunkt
des Todes oder der Totung, falls spdter als Tag 1, dokumentiert werden. Das Korpergewicht gilt als kritischer
Indikator fir Toxizitdt; Tiere, die gegeniiber ihrem Gewicht vor der Priiffung eine dauerhafte Abnahme um
>20 % aufweisen, sollten sorgfiltig iiberwacht werden. Die iiberlebenden Tiere werden gewogen und am
Ende der Post-Expositionsphase auf tierschutzgerechte Weise getotet.

Pathologie

Alle Versuchstiere (einschlieflich der Tiere, die wihrend des Tests sterben oder aus Tierschutzgriinden getotet
und aus der Studie genommen werden) sind auf makroskopische Verinderungen zu untersuchen. Kann die
Nekropsie nicht unmittelbar nach Auffinden eines toten Tieres erfolgen, sollte der Korper auf eine Temperatur
gekiihlt (nicht eingefroren) werden, die tief genug ist, um die Autolyse zu minimieren. Die Nekropsie ist bald-
moglichst, in der Regel innerhalb von einem oder zwei Tagen durchzuftihren. Alle makroskopischen Verinde-
rungen sollten fiir jedes Tier protokolliert werden, wobei besonders auf Verdnderungen der Atemwege zu achten
ist.

Es kann in Betracht gezogen werden, von vorneherein zusitzliche Untersuchungen in die Studienauslegung
aufzunehmen, die die Aussagekraft der Studie erhohen, z. B. die Messung des Lungengewichts iiberlebender
Ratten und/oder den Nachweis einer Reizwirkung durch mikroskopische Untersuchung der Atemwege. Unter-
sucht werden konnen auch diejenigen Organe, die bei 24 Stunden oder linger tiberlebenden Tieren makrosko-
pische Befunde aufweisen, sowie Organe, die bekanntermaflen oder vermutlich betroffen sind. Eine mikrosko-
pische Untersuchung des gesamten Atemtrakts kann niitzliche Informationen iiber Priifsubstanzen liefern, die
mit Wasser reagieren, z. B. Sduren und hygroskopische Priifsubstanzen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

Das Korpergewicht der einzelnen Tiere und Sektionsbefunde sollten angegeben werden. Die Daten der Klinischen
Beobachtung sollten in tabellarischer Form zusammengefasst werden. Daraus miissen fiir jede Priifgruppe die
Anzahl der verwendeten Tiere, die Anzahl der Tiere mit spezifischen Toxizititszeichen, die Anzahl der Tiere, die
wihrend der Priifung tot aufgefunden oder vorzeitig getotet wurden, der Todeszeitpunkt der einzelnen Tiere, eine
Beschreibung und der zeitliche Verlauf der toxischen Wirkungen und deren Reversibilitit sowie die Sektions-
befunde ersichtlich sein.

Priifbericht

Der Priifbericht sollte, soweit zutreffend, die folgenden Informationen enthalten:
Versuchstiere und Tierhaltung

— Beschreibung der Haltungsbedingungen mit Angaben zu Anzahl (oder Verinderung der Anzahl) der Tiere je
Kafig, Einstreu, Umgebungstemperatur und relativer Luftfeuchtigkeit, Photoperiode und Futter,

— Art/Stamm und Begriindung fiir die Verwendung einer anderen Art als der Ratte,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,

— Randomisierungsmethode,

— Angaben iiber Futter- und Wasserqualitit (einschlieflich Art/Herkunft des Futters, Wasserquelle),

— Beschreibung etwaiger Vorbereitung vor der Priifung, einschlieflich Erndhrung, Quarantine und Behandlung
von Krankheiten.
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Priifsubstanz

— physikalische Beschaffenheit, Reinheit und, wenn maflgeblich, physikalisch-chemische Eigenschaften (ein-
schlieRlich Isomerisierung),

— Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer (Chemical Abstract Services), falls bekannt.
Vehikel
— Begriindung fiir die Verwendung eines Vehikels sowie fiir die Wahl des Vehikels (falls nicht Wasser),

— historische oder parallel erzeugte Daten, die belegen, dass das Vehikel keinen Einfluss auf das Ergebnis der
Studie hat.

Inhalationskammer
— Beschreibung der Inhalationskammer mit Angabe von Abmessungen und Volumen,

— Herkunft und Beschreibung der fiir die Exposition der Tiere sowie fiir die Erzeugung der Atmosphire
verwendeten Ausriistung,

— Ausriistung fiir die Messung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Partikelgrofe und tatsichlicher Konzentration,
— Herkunft der Luft, Behandlung der eingeleiteten/entzogenen Luft sowie Klimatisierungssystem,

— fiir die Kalibrierung der Ausriistung verwendete Methoden, um eine homogene Priifatmosphire sicherzustel-
len,

— Druckunterschied (positiv oder negativ),
— Expositions-Offnungen je Kammer (Nose-only-Exposition); Anordnung der Tiere im System (Ganzkorper),
— zeitliche Homogenitit/Stabilitit der Priifatmosphire,

— Lage von Temperatur- und Feuchtigkeitssensoren und Ort der Probenahme der Priifatmosphire in der
Kammer,

— Luftdurchflussraten, Luftdurchflussrate/Expositions-Offnung (Nose-only-Exposition) oder Anzahl der Tiere je
Kammer (Ganzkorperexposition),

— Angaben zur Ausriistung fiir die Messung des Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalts, falls zutreffend,
— bis zum Erreichen des Gleichgewichts in der Inhalationskammer bendétigte Zeit (tys),

— Zahl der Volumeninderungen pro Stunde,

— Messgerite (falls zutreffend).

Expositionsdaten

— Begriindung fiir die Wahl der Zielkonzentration in der Hauptstudie,

— nominale Konzentrationen (Gesamtmasse der in die Inhalationskammer eingeleiteten Priifsubstanz dividiert
durch das Volumen der durch die Kammer geleiteten Luft),

— im Atembereich der Tiere ermittelte tatsichliche Konzentrationen der Priifsubstanz; bei Priifgemischen mit
heterogenen physikalischen Formen (Gase, Dampfe, Aerosole) kann jede Form getrennt analysiert werden,

— alle Luftkonzentrationen sollten in Masseneinheiten angegeben werden (z. B. mg/l, mg/m?® usw.), Volumen-
einheiten konnen in Klammern ebenfalls angegeben werden (z. B. ppm, ppb),

— Partikelgrofenverteilung, mittlerer aerodynamischer Massendurchmesser (MMAD) und geometrische Stan-
dardabweichung (og), einschliefSlich der Berechnungsmethoden. Einzelne Partikelgrofenanalysen sind zu pro-
tokollieren.
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Priifbedingungen

— Angaben zur Vorbereitung der Priifsubstanz, einschlieflich Angaben zu den Verfahren zur Reduzierung der
Partikelgrofle von Feststoffen oder zur Herstellung von Losungen der Priifsubstanz. Wenn die Zusammenset-
zung der Priifsubstanz durch mechanische Prozesse verindert worden sein kann, sind die Ergebnisse der
Analysen zur Uberpriifung der Zusammensetzung der Priifsubstanz beizufiigen.

— Eine Beschreibung (méglichst mit Diagramm) der Ausriistung, die zur Erzeugung der Priifatmosphire und zur
Exposition der Tiere gegen die Priifatmosphire verwendet wurde.

— Angaben zur verwendeten chemischen Analysemethode und zur Validierung der Methode (einschlieflich der
Effizienz der Wiederfindung der Priifsubstanz im Medium).

— Begriindung fiir die Wahl der Priifkonzentrationen.

Ergebnisse

— tabellarische Darstellung von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luftstrom in der Kammer,

— tabellarische Darstellung von Daten zur nominalen und tatsichlichen Konzentration in der Kammer,

— tabellarische Darstellung der Partikelgrofendaten einschlieflich Daten zur analytischen Probenahme, Partikel-
grofienverteilung und Berechnung des MMAD und der o,

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

— Korpergewicht der einzelnen Tiere, erfasst an Priifungstagen, Datum und Zeitpunkt des Todes, falls vor
geplanter Totung, zeitlicher Verlauf des Einsetzens von Toxizitdtsanzeichen sowie Angabe, ob diese reversibel
waren, fur jedes einzelne Tier,

— Sektionsbefunde und histopathologische Ergebnisse fiir jedes einzelne Tier, falls vorhanden,
— GHS-Kategorieeinstufung und LCsy-Beriicksichtigungsgrenzwert.
Diskussion und Auswertung der Ergebnisse

— Besondere Aufmerksamkeit sollte der Beschreibung der Methoden gelten, die verwendet wurden, um die
Kriterien dieser Priifmethode zu erfillen, z. B. die Grenzkonzentration oder die Partikelgrofe.

— Die Lungengingigkeit von Partikeln vor dem Hintergrund der Gesamtbefunde sollte behandelt werden, ins-
besondere, wenn die Partikelgrofenkriterien nicht erfiillt werden konnten.

— Die Kohirenz der Methoden zur Bestimmung der nominalen und der tatsichlichen Konzentration sowie die
Bezichung der tatsichlichen Konzentration zur nominalen Konzentration sind in die Gesamtbewertung der
Studie aufzunehmen.

— Die wahrscheinliche Todesursache und die vorherrschende Wirkungsweise (systemisch oder lokal) sollten
behandelt werden.

— Falls Tiere, die unter Schmerzen litten oder Zeichen fiir schweres und anhaltendes Leiden aufwiesen, auf
tierschutzgerechte Weise getotet werden mussten, ist eine Erklirung auf der Grundlage der Kriterien im
OECD Guidance Document on Humane Endpoints (7) zu geben.

LITERATUR:
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Anlage 1

DEFINITION

Priifsubstanz: jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode getestet wird.
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Anlage 2

Verfahrensweise fiir jede Startkonzentration von Gasen (ppm/4 Std.)

Allgemeine Hinweise (')

Die Priifschemata in dieser Anlage geben fiir jede Startkonzentration die jeweils zu beachtende Vorgehensweise an.
Anlage 2a: Startkonzentration 100 ppm

Anlage 2b: Startkonzentration 500 ppm

Anlage 2c: Startkonzentration 2 500 ppm

Anlage 2d: Startkonzentration 20 000 ppm

Der Testverlauf folgt je nach Anzahl der tierschutzgerecht getdteten oder gestorbenen Versuchstiere den angegebenen
Pfeilen.

(") In den folgenden Tabellen wird auf das GHS (Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien
verwiesen. Die entsprechende Rechtsvorschrift in der EU ist die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008. Im Fall der akuten Inhalationstoxizitit
wird die Kategorie 5 in der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (9) nicht umgesetzt.
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Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 100 ppm/4 Std. fiir Gase

Anlage 2a

Akute Inhalationstoxizitit:

100 ppm —p{ 500 ppm —p] 2500 ppm —p] 20000ppm
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2
(I | R | | | | | | I | | | e | e
] Y= | Y
r r y h h
g:sse Kat. 1] Kat.2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
(ppm) | £100 > 100-500 > 50_0-2500 » 2500-20000 |» 20000-50000
6
e 2500
r r Y
LC 50
Grenz- 100 500 1500 2500 20000 50000
wert
ppm

— 38 3 + 8 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von

Chemikalien

— oo: nicht eingestuft
— Prifung bei = 20000 ppm/4 Std.: sieche Guidance Document 39 (8)
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Anlage 2b

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 500 ppm/4 Std. fiir Gase

100 ppm e 500 ppm 2500 ppm mpd 20000 ppm
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2

| 3-6 || o-2 ||| 3-6 |] o-2 |}| 3-6 || o-2 E-El|3-4||1-2|| 0-0 |
L] | — | | I—

A 4 A y v A v Y

H
gasse Kat. 1 Kat. 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
(ppm) | <100  |>100-500 > 500-2500 > 2500-20000 | > 20000-50000 0

—

G
(vei 2500) | [@ndere

LC 50 l L. S X

Grenz- 100 500 | 1500 2500 20000 50000 ©
ppm

— 8 d + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe
— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von
Chemikalien

— ool nicht eingestuft

— Prifung bei = 20000 ppm/4 Std.: sieche Guidance Document 39 (8)
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Anlage 2¢

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 2 500 ppm/4 Std. fiir Gase

100 ppm l— 500 ppm L_ 2500 ppm 20000 ppm
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2

Ed | EdEd | G| EEIEL

L 4 w y v r 3 A
g:sse Kat. 1 Kat. 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
(opm) | <100 |>100-500| > 500-2500 >2500-20000 | >20000-50000 @
6 andere
(bei 2500) f | (bei 2500),
LC 50 — . 2 X
prenzvertl 100 500 | 1500 2500 20000 50000 ®©

— 3 J + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe
— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/gepriifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von
Chemikalien

— oo! nicht eingestuft
— Prifung bei = 20000 ppm/4 Std.: sieche Guidance Document 39 (8)
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Anlage 2d

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 20 000 ppm/4 Std. fiir Gase

100 ppm 500 ppm 2500 ppm 20000 ppm
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2
I | I | | | N | | N | | | N | B | P
_— | | I |
5-6 3-4
(bei 2500) bei (5000)
X X x x X
gHS Kat. 1 Kat. 2 Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5
ase
(ppm) <100 > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 2000050000 L]
6
(bei l2500) andere
LC 50 L l k4 ¥ L 2
Grenz- 100 | 500 | 1500 2500 20000 50000 0
ppm

— 3 J + 3 ¢ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien

— oo nicht eingestuft

— Prifung bei = 20000 ppm/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)
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Anlage 3

Verfahrensweise fiir jede Startkonzentration von Dimpfen (mg/l/4 Std.)

Allgemeine Hinweise (')

Die Priifschemata in dieser Anlage geben fiir jede Startkonzentration die jeweils zu beachtende Vorgehensweise an.
Anlage 3a: Startkonzentration 0,5 mg/l

Anlage 3b: Startkonzentration 2,0 mg/l
Anlage 3c: Startkonzentration 10 mg/l
Anlage 3d: Startkonzentration 20 mg/l

Der Testverlauf folgt je nach Anzahl der tierschutzgerecht getoteten oder gestorbenen Versuchstiere den angegebenen
Pfeilen.

(") In den folgenden Tabellen wird auf das GHS (Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien
verwiesen. Die entsprechende Rechtsvorschrift in der EU ist die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008. Im Fall der akuten Inhalationstoxizitit
wird die Kategorie 5 in der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (9) nicht umgesetzt.
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Anlage 3a

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 0,5 mg[l/4 Std. fiir Dimpfe

0.5 mgiL — 2 mogil — 10 mgil > 20 mgil
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2

e

|
5-6 |[3-a]]1-2]]|0-0

Ls-s Jlo-2 || Ls:s]lo-2 |
| I—
v w A 4 w w A
GHS 0 : .
Démpfe Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kat. 4 Kat. 5
(mg/l) <05 >05-2 >2-10 >10 - 20 > 20 - 50 o
6 (bei 2) ?Qgie;e 6 (bsi 10) (b:i'io 3 (bsi 10)
h 4 1 1 A l v h 4 w
LC 50
Gre?z- 0.05 0.5 1.5 2 255 5 |10 20 50 0
wer
(mg/l)

— 8 d + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung

von Chemikalien

— oo! nicht eingestulft
— Prifung bei 50 mg/L/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)
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Akute Inhalationstoxizitit:
Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 2 mg/l/4 Std. fiir Dimpfe
0.5 mgiL 2 mgilL > 10 m gil — 20 mogiL
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2
| 3.6 || o-2 ||l 3-6 {J o-2 ||l 3-6 JJo-2 )l 5-6 |3-2)]1-2]]o-0
| |
h 4 4 v h 4 v h 4 h 4
g;ﬁpfe Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kat. 4 Kat. 5
(mg/l) =0.5 >0.5-2 >2-10 >10 -20|>20- 50 L
w v v A 4 A 4
LC 50
?n:‘;’,‘s‘”e” 0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 110 20 50 «©

— 3 3 + 3 ¢ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von

Chemikalien

— oo nicht eingestuft
— Prifung bei 50 mg/L/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)
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Anlage 3¢

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit e iner Ausgangskonzentration von 10 mg/l/4 Std. fiir Dimpfe

.{

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2
h h w F
ggnsmfe Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 l Kat. 4 | kat. 5
(mg/l) <05 »05 -2 »2-10 » 10 - 20 =20 -50
6 (bei 2) | | andere 6 4-5 3
bei 2 bei 10) | | (bei 10)]| | (bei 10
r r Y r
LC 50
Grenz- | 0 05 05 15 2 25 5 |10 20 50
wert
(mg/l)

— 3 d + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung

von Chemikalien

— oo nicht eingestuft
— Prifung bei 50 mg/L/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)
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GHS,
Dédmpfe
(mg/l)

LC 50
Grenz-
wert
mg/l

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 20 mg/l/4 Std. fiir Dimpfe

Anlage 3d

Akute Inhalationstoxizitit:

0.5mg/l e 2 mog/l — 10mMgil g 20 mgfL
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2
I 3.6 Il o-2 Il 3-6 J] o-2 }}| 3-5 | 1-2 0-0
M|
v w w v w
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 Kat. 4 | Kat. 5
< 0.5 >0.5-2 >2-10 >10 - 20> 20 - 50 L]
n d 6 3
6 (bei 2) ?t? ie; (bei 10) (bei 10)
h A k w r L 4 ¥
0.05 0.5 1.5 2 2.5 5110 20 50 0

— 3 J + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration
— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Che-

mikalien

— oo: nicht eingestuft

— Priifung bei 50 mg/L4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)
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Anlage 4

Verfahrensweise fiir jede Startkonzentration von Aerosolen (mg/l/4 Std.)

Allgemeine Hinweise (')

Die Priifschemata in dieser Anlage geben fiir jede Startkonzentration die jeweils zu beachtende Vorgehensweise an.
Anlage 4a: Startkonzentration 0,05 mg/l

Anlage 4b: Startkonzentration 0,5 mg/l

Anlage 4c:  Startkonzentration 1 mg/l

Anlage 4d: Startkonzentration 5 mg/l

Der Testverlauf folgt je nach Anzahl der tierschutzgerecht getdteten oder gestorbenen Versuchstiere den angegebenen
Pfeilen.

(") In den folgenden Tabellen wird auf das GHS (Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien
verwiesen. Die entsprechende Rechtsvorschrift in der EU ist die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008. Im Fall der akuten Inhalationstoxizitit
wird die Kategorie 5 in der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 (9) nicht umgesetzt.
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Anlage 4a

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 0.05 mg/l/4 Std. fiir Dimpfe

0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil = 5mgiL
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2
| z-6 J{o-2 || {36 |fo-2 ]| fseffo-2{ffz6]fi-2]]col]
- | | ! |
L 2 h r
GHS -
Staube | Kat.1 Kategorie 2 Kategorie 4 Kategorie 5
und <0.05 >0.05- 05 >05 -1 >1-5 »>5-125
Nebel L=
Is (bei O 5)'4»5 (bei o.sI 3(bei o.s)l
A 4 l r
LC 50
Grenz- I 0.05| 0.125| 0.25 I 0.5| 1 I 2125 I 5 I 12.5 I “’I

wert
mg/l

— 3 J + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe
— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von

Chemikalien

— oo: nicht eingestuft

— Prifung bei 12,5 mg/L/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)
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Anlage 4b

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 0,5 mg/l/4Std. fiir Aerosole

0.05 mo/L 0.5 mo/lL 1 mg/l 5 mg/l

3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1

| ] 1 /
P36 Jo-2 ) Ws-6 Jfo-2 W3-8 o-2 Q) Qa6 )] -2 ][00l
| |
GHS — - :
stiubdKat. 1 Kategorie 2 Kat. 3] Kategorie 4 Kategorie 5
und | <0.05 »>0.05- 0.5 [~ 0.5-1 >1-5 »>5-12.5 o
Nebel
I

LC 50
va;er;ﬂ| 0.05] 0425] 025 | 05| 1] 2]2s] 5 | 125 «f
mg/I

— 3 F + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe
— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung
von Chemikalien

— oo!

— Prifung bei 12,5 mg/L/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)

nicht eingestuft




19.3.2014 Amtsblatt der Europdischen Union L 81/145

Anlage 4c

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 1 mg/l/4 Std. fiir Aerosole

hd

0.05 mg/L 0.5 mg/l o= 1 mgfl 5 mgfl
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2] Geschl. 2
| ] ] ] | ] ] | —
las o2 e ]foz2)a-elfozf[zs6]]1-2][ool]
| |

|

GHS - - .
Stiube |Kat. 1 Kategorie 2 Kat. 3 Kategorie 4 Kategorie 5
und <0.05 »0.05- 0.5 > 0.5 -1 >1-5 >5-125 )
Nebel

11
LC 50
Grenz- | u.o5| u.125| 0.25 I n.5| 1 I 225 I 5 I 12.5 | wl
wert
mg/I

— 3 J + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und
Kennzeichnung von Chemikalien

— ool Nicht eingestuft

— Prifung bei 12,5 mg/l/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)
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Anlage 4d

Akute Inhalationstoxizitit:

Priifverfahren mit einer Ausgangskonzentration von 5 mg(l/4 Std. fiir Aerosole

Y

0.05 mg/L 0.5myl  fegem 1 mgil 5 mg/L

3 Tiere | 3 Tiere I 3 Tiere I 3 Tiere
Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1 Geschl. 1
3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere
Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2 Geschl. 2

| ] ] ] ] ] |  —
a6 | fo-2 ) W36 o2 fz-8fo-2)fze]fri-2]]o-o]
]

GHS - 3
stiupe |Kat. 1 Kategorie 2 Kat. 3 Kategorie 4 Kategorie 5
und < 0.05 >0.05- 05 >05-1 »>1-5 >5-125 <)
Nebel

T ]
LC 50 4 3
Grenz- I 0.05| 0.125| 0.25 | 0.5 | 1 | 20125 | 5 I (215 I col
wert
mg/I

— 8 J + 3 @ oder 6 Tiere des empfindlicheren Geschlechts je Stufe

— 0-6: Anzahl moribunde oder tote Tiere/geprifte Konzentration

— GHS: Global Harmonisiertes System zur Einstufung und Kenn-
zeichnung von Chemikalien

— oo nicht eingestuft

— Prifung bei 12,5 mg/l/4 Std.: siehe Guidance Document 39 (8)"

(9) Kapitel C.10 erhilt folgende Fassung:

,C.10. SIMULATION DER AEROBEN ABWASSERBEHANDLUNG: C.10-A: BELEBTSCHLAMM — C.10-B:
BIOFILME

C.10-A: Belebtschlamm

EINLEITUNG

1. Diese Prifmethode entspricht der OECD Test Guideline (TG) 303 (2001). In den 1950er Jahren wurde erkannt,
dass die neu auf dem Markt eingefithrten Tenside in Kldranlagen und Fliissen exzessive Schaumbildung ver-
ursachten. Sie wurden bei der aeroben Behandlung nicht vollstindig abgebaut und behinderten in einigen Fallen
auch den Abbau anderer organischer Substanzen. Im Rahmen zahlreicher Untersuchungen wurde sodann
gepriift, wie Tenside aus Abwissern entfernt werden konnten und ob neue industriell hergestellte chemische
Stoffe fiir die Abwasserbehandlung geeignet sind. Dazu wurden Modellanlagen verwendet, die fiir die beiden
wichtigsten Arten der aeroben biologischen Abwasserbehandlung (Belebtschlamm- und Tropfkérperverfahren)
reprisentativ sind. Es wire unpraktisch und sehr kostspielig gewesen, jede neu auf dem Markt eingefiihrte
chemische Substanz auf kommunale Klirwerke zu verteilen und diese zu iiberwachen, selbst auf lokaler Basis.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN
Belebtschlammanlagen

2. Es wurden Belebtschlamm-Modellanlagen in Groenordnungen von 300 ml bis ca. 2 000 ml Fassungsvermogen
beschrieben. Einige dieser Modellanlagen gewihrleisteten realititsnahe Bedingungen mit Absetztanks und
Schlimmen, die in den Beliiftungstank zuriickgepumpt wurden, wihrend andere ohne Absetzvorrichtungen
betrieben wurden, siche z. B. Swisher (1). Die Grofe der Apparatur ist stets ein Kompromiss: Sie muss einerseits
grofs genug sein, um einen reibungslosen mechanischen Ablauf und Probenahmen in einem Umfang zu
gewdhrleisten, der den Betrieb der Ablage nicht beeintrichtigt, darf jedoch andererseits nicht so grof sein,
dass sie zu viel Platz und Materialien in Anspruch nimmt.
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Zwei Apparaturen, die hiufig eingesetzt wurden und sich bewihrt haben, sind die Modellanlage vom Typ
Husmann (2) und der Porose Topf (Porous Pot) (3)(4), die als erste fiir die Untersuchung von Tensiden verwendet
wurden; beide Modelle werden in diesem Kapitel niher beschrieben. Auch andere Modellanlagen, z. B. Eckenfelder
(5), wurden mit Erfolg eingesetzt. Aufgrund des mit diesem Simulationstest verbundenen relativ hohen Kosten-
und Arbeitsaufwands wurde parallel dazu die Moglichkeit einfacherer und kostengiinstigerer Screeningtests
untersucht, die zurzeit in Kapitel C.4 (A-F) dieses Anhangs (6) beschrieben sind. Die Erfahrung mit zahlreichen
Tensiden und anderen chemischen Substanzen hat gezeigt, dass sich Stoffe mit positiven (pass) Ergebnissen im
Screeningtest (auf leichte biologische Abbaubarkeit) auch im Simulationstest zersetzten. Einige der Stoffe mit
negativen (fail) Ergebnissen im Screeningtest reagierten positiv (pass) im Test auf potenzielle (inhirente) Bio-
abbaubarkeit (Kapitel C.12 (7) und C.19 (8) dieses Anhangs), doch nur wenige Substanzen dieser letzten Gruppe
zersetzten sich im Simulationstest, wihrend Stoffe mit negativen Ergebnissen im Test auf inhdrente Abbaubar-
keit im Simulationstest nicht abgebaut wurden (9)(10)(11).

Fiir bestimmte Zwecke reichen Simulationstests, die stets unter denselben Prozessbedingungen durchgefiihrt
werden, aus; die Ergebnisse dieser Tests werden als prozentuale Abnahme der Priifsubstanz oder des gelosten
organischen Kohlenstoffs (Dissolved Organic Carbon, DOC) ausgedriickt. Unter der vorliegenden Priifmethode
wird ein solcher Test beschrieben. Im Gegensatz zur vorherigen Version dieses Kapitels, die nur einen einzigen
Apparaturtypus beschrieb, bei dem die Behandlung synthetischer Abwisser in gekoppelten Anlagen nach der
relativ simplen Methode des Uberschussschlammabzugs erfolgte, bietet diese aktuelle Version Variationsmoglich-
keiten, d. h. es werden Alternativen fiir Apparaturtyp, Betriebsmodus, Abwisser und Uberschussschlammabzug
beschrieben. Der vorliegende Text lehnt sich eng an die ISO-Norm 11733 (12) an, die im Zuge der Aus-
arbeitung des Textes eingehend gepriift wurde, obgleich die Methode keinem Ringtest unterzogen wurde.

Fiir andere Zwecke muss die Konzentration der Priifsubstanz im Ablauf genauer bekannt sein, und zur Be-
stimmung dieser Konzentration ist eine umfassendere Methode erforderlich. Beispielsweise muss die Schlamm-
abzugsrate im Tagesverlauf und wiahrend der gesamten Priifungsdauer praziser kontrolliert werden, und die
Modellanlagen miissen bei verschiedenen Abzugsraten betrieben werden. Damit die Methode in jeder Hinsicht
umfassend ist, sollten die Tests auch unter zwei oder drei verschiedenen Temperaturbedingungen durchgefithrt
werden: Eine derartige Methode wird von Birch (13)(14) beschrieben und ist in Anlage 6 zusammengefasst. Der
aktuelle Wissensstand reicht jedoch nicht aus, um entscheiden zu konnen, welches der kinetischen Modelle zur
Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit chemischer Substanzen bei der Abwasserbehandlung und im Was-
sermilieu im Allgemeinen geeignet ist. Die Anwendung der Monod-Kinetik (siche Beispielfall in Anlage 6) ist auf
chemische Substanzen begrenzt, die in Konzentrationen von 1 mg/l oder mehr prisent sind, wenngleich auch
die Meinung vertreten wird, dass selbst dies zu beweisen ist. Tests bei Konzentrationen, die die Konzentrationen
in Abwissern akkurater widerspiegeln, sind in Anlage 7 beschrieben, werden jedoch, ebenso wie die Tests in
Anhang 6, nicht als eigenstindige Priifmethoden gefiihrt, sondern lediglich in den Anlagen genannt.

Filtration

Sehr viel weniger Arbeit wurde in Modell-Tropfkorper investiert, vielleicht, weil sie aufwindiger und weniger
kompakt sind als Modell-Belebtschlammanlagen. Gerike et al entwickelten Tropfkorperanlagen und betrieben sie
im Koppelmodus (15). Die Filter waren relativ groff (2 m hoch mit einem Fassungsvermogen von 60 1) und fur
jeden einzelnen waren 2 1/Std. Abwasser erforderlich. Baumann et al (16) simulierten Tropfkorper, indem 1 m
lange Rohren (mit 14 mm Innendurchmesser) mit zuvor fiir 30 Minuten in Belebtschlammkonzentrat getrdnk-
ten Polyester-Vliesstreifen ausgekleidet wurden. Die Priifsubstanz wurde als einzige C-Quelle in einer Mineral-
salzlosung in die vertikal angeordnete Rohre gegeben, und die biologische Abbaubarkeit wurde durch Messung
des DOC im Ablauf und des CO, im austretenden Gas bestimmt.

Biofilter wurden auf andere Weise simuliert (15): Die Innenwandungen von Drehrohren, in einem kleinen
Neigungswinkel zur Horizontalen angeordnet, wurden mit Abwasser (ungefihr 250 ml/Std.) mit und ohne
Zusatz von Priifsubstanz beaufschlagt, und die gesammelten Abliufe wurden auf DOC und/oder die betreffende
Priifsubstanz analysiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Dieses Verfahren ist ausgelegt, um die Elimination und den Primér- undfoder den vollstindigen biologischen
Abbau wasserloslicher organischer Substanzen durch aerobe Mikroorganismen in einem das Belebtschlamm-
verfahren simulierenden kontinuierlich betriebenen Priifsystem bestimmt werden. Ein leicht biologisch abbau-
bares organisches Medium und die organische Priifsubstanz dienen als C-Quellen und Energiequellen fur die
Mikroorganismen.

Zwei kontinuierlich betriebene Priifsysteme (Belebtschlamm- oder Porous-Pot-Anlagen) werden unter identischen
Bedingungen, die je nach Priifungszweck festgelegt werden, parallel betrieben. In der Regel betragen die mittlere
hydraulische Verweilzeit 6 Stunden und das mittlere Schlammalter (Schlammverweilzeit) 6 bis 10 Tage. Uber-
schussschlamm wird nach einer von zwei Methoden abgezogen, und der Zulauf (organisches Medium) von
ausschlieflich einer der beiden Priifanlagen wird mit Priifsubstanz einer Konzentration von iiblicherweise
10 mg/l DOC bis 20 mg/l DOC beschickt. Die zweite Anlage fungiert als Kontrollanlage zur Bestimmung
der biologischen Abbaubarkeit des organischen Mediums.

Anhand hiufig gezogener Ablaufproben werden durch spezifische Analyse der DOC (vorzugsweise) oder der
chemische Sauerstoffbedarf (CSB) sowie die Priifsubstanzkonzentration (soweit erforderlich) im Ablauf der mit
der Priifsubstanz beschickten Anlage bestimmt. Es wird davon ausgegangen, dass die Differenz zwischen den
DOC- oder CSB-Konzentrationen in den Abldufen der Priif- und der Kontrollanlage auf die Priifsubstanz oder
ihre organischen Stoffwechselprodukte zuriickzufithren ist. Um die Elimination der Priifsubstanz zu ermitteln,
wird diese Differenz mit der durch die zugefithrte Priifsubstanz bedingten DOC- oder CSB-Konzentration im
Zulauf verglichen.
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In der Regel ldsst sich biologische Abbaubarkeit durch sorgfiltige Priifung der Konzentrations-Zeit-Kurve der
Elimination von der Bioadsorption unterscheiden; dies kann gewohnlich durch einen Test auf leichte biologische
Abbaubarkeit, bei dem ein akklimatisiertes Inokulum aus der mit der Priifsubstanz beaufschlagten Anlage zum
Einsatz kommt, bestitigt werden.

ANGABEN ZUR PRUFSUBSTANZ

Die Reinheits-, Wasserloslichkeits-, Fliichtigkeits- und Adsorptionsmerkmale der Priifsubstanz sollten bekannt
sein, um eine akkurate Ergebnisauswertung zu ermdoglichen. Normalerweise konnen fliichtige und nicht 16sliche
chemische Substanzen nur getestet werden, wenn besondere Vorsichtsmafinahmen getroffen werden (sieche
Anlage 5). Auch die chemische Struktur oder zumindest die empirische Formel sollten bekannt sein, um
theoretische Werte berechnen und/oder gemessene Parameterwerte (z. B. fiir den theoretischen Sauerstoffbedarf
(Theoretical Oxygen Demand, ThOD), den gelosten organischen Kohlenstoff (Dissolved organic carbon, DOC) und
den chemischen Sauerstoffbedarf (CSB)) iiberpriifen zu konnen.

Informationen iiber die Toxizitdt der Priifsubstanz fiir Mikroorganismen (siche Anlage 4 konnen fiir die Wahl
geeigneter Testkonzentrationen zweckdienlich und fur die korrekte Auswertung niedriger Abbaubarkeitswerte
ausschlaggebend sein.

NEGATIVE/POSITIVE TESTERGEBNISSE (PASS/FAIL)

Bei der ersten Anwendung dieses Simulationstests (Bestdtigungstest) zur Bestimmung der primaren Bioabbaubar-
keit von Tensiden miissen iiber 80 % der betreffenden chemischen Substanz abgebaut werden, bevor das Tensid
in den Verkehr gebracht werden kann. Werden diese 80 % nicht erreicht, kann der vorliegende Simulationstest
(Bestatigungstest) durchgefithrt werden, und das Tensid darf nur in den Verkehr gebracht werden, wenn iber
90 % der betreffenden chemischen Substanz abgebaut wurden. Im Allgemeinen stellt sich die Pass-/Fail-Frage bei
chemischen Substanzen nicht, und der Wert der prozentualen Abnahme kann zur approximativen Berechnung
der wahrscheinlichen Umweltkonzentration einer chemischen Substanz verwendet werden, die zur Analyse der
von chemischen Substanzen ausgehenden Gefahren erforderlich ist. Testergebnisse folgen in der Regel dem
Schema ,Alles oder Nichts'. Einige Untersuchungen reiner Chemikalien haben in mehr als drei Viertel aller Flle
eine prozentuale DOC-Abnahme von > 90 % und bei iiber 90 % der Substanzen, die sich als in signifikantem
Mafe biologisch abbaubar erwiesen haben, von > 80 % ergeben.

Relativ wenige chemische Substanzen (z. B. Tenside) sind in den fiir diese Priifung verwendeten Konzentrationen
(ungefahr 10 mg C[l) in Abwissern vorhanden. Einige Substanzen manifestieren in diesen Konzentrationen
moglicherweise eine Hemmwirkung, bei anderen kann die Abnahmegeschwindigkeit bei niedrigen Konzentra-
tionen unterschiedlich sein. Die Zersetzung konnte mit modifizierten Methoden, bei denen die Priifsubstanz
realititsnaher in niedrigen Konzentrationen verwendet wird, akkurater bewertet und die so erhobenen Daten
konnten zur Berechnung von kinetischen Konstanten verwendet werden. Die hierzu erforderlichen Versuchs-
techniken sind jedoch noch nicht umfassend validiert, und auch die kinetischen Modelle zur Beschreibung der
beim biologischen Abbau stattfindenden Reaktionen liegen noch nicht fest (siche Anlage 7).

REFERENZSUBSTANZEN

Um sicherzustellen, dass das Testverfahren korrekt durchgefithrt wird, ist es sinnvoll, gelegentlich parallel zur
Untersuchung der Priifsubstanz auch andere Substanzen zu analysieren, deren Verhalten bekannt ist. Dazu
zdhlen Adipinsiure, 2-Phenylphenol, 1-Naphthol, Diphensaure, 1- Naphthoesdure usw. (9)(10)(11).

REPRODUZIERBARKEIT VON TESTERGEBNISSEN

Es gibt wesentlich weniger Studienberichte iiber Simulationstests als iiber Tests auf leichte Bioabbaubarkeit. Die
Reproduzierbarkeit der Testergebnisse zwischen (Simultan-)Replikaten ist gut (10 % bis 15 %) bei Priifsubstan-
zen, die zu mindestens 80 % abgebaut werden, bei weniger gut abgebauten Substanzen ist die Schwankungs-
breite jedoch grofer. Bei bestimmten grenzwertigen Substanzen wurden innerhalb des neunwdchigen Priifungs-
zeitraums mitunter auch weit auseinanderliegende Ergebnisse (z. B. 10 %, 90 %) verzeichnet.

Bei den mit den beiden Apparaturtypen erzielten Ergebnissen zeigten sich nur geringe Unterschiede, einige
chemische Substanzen wurden in Haushaltsabwasser jedoch umfassender und konsistenter abgebaut als in
synthetischem Abwasser (OECD).

BESCHREIBUNG DES PRUFVERFAHRENS
Gerite
Priifsystem

Das Priifsystem fiir eine Priifsubstanz umfasst eine Priifanlage und ecine Kontrollanlage; werden jedoch nur
spezifische Analysen durchgefiihrt (primére Bioabbaubarkeit), ist nur eine Priifanlage erforderlich. Eine Kontroll-
anlage kann fiir mehrere Priifanlagen verwendet werden, die entweder mit derselben oder mit unterschiedlichen
Priifsubstanzen beschickt werden. Bei gekoppelten Anlagen (Anlage 3) muss jede Priifanlage iiber eine separate
Kontrollanlage verfiigen. Beim Priifsystem kann es sich entweder um eine Belebtschlamm-Modellanlage vom Typ
Husmann (Anlage 1, Abbildung 1) oder um eine Porous-Pot-Anlage (Anlage 1, Abbildung 2) handeln. In beiden
Fillen sind ausreichend grofle Vorrats-/Sammelgefife fiir die Zu- bzw. Abliufe erforderlich, ebenso wie Pumpen
zur Dosierung des Zustroms (entweder mit Priifsubstanzlosung gemischt oder separat).
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Jede Belebtschlammanlage besteht aus einem BeliiftungsgefdfS (Belebung) mit einem bekannten Fassungsver-
mogen von ca. 3 Liter Belebtschlamm und einem Absetzgefafs (Nachklirung) eines Fassungsvermogens von
ungefdhr 1,5 Litern; durch Regelung der Hohe des Absetzgefifes konnen die Fiillmengen bis zu einem be-
stimmten Grad gedndert werden. Gefifle anderer Grofen sind zulidssig, wenn vergleichbare hydraulische Frach-
ten eingehalten werden. Ist es nicht moglich, die Temperatur im Priiffraum im gewiinschten Bereich zu halten,
wird die Verwendung von wasserummantelten Gefdffen (temperiertes Wasser) empfohlen. Fiir die kontinuierliche
oder intermittente Riickfithrung von Belebtschlamm aus dem Absetzgefdf ins Beliiftungsgefafl wird eine Druck-
luft- oder Dosierpumpe verwendet.

Das Porous-Pot-System besteht aus einem porosen inneren Zylinder mit konischem Boden, der in einem gering-
fugig groferen, aus undurchldssigem Kunststoff bestehenden formgleichen Gefdf fixiert ist. Als Material fiir das
porose Gefdf$ ist pordses Polyethylen einer Porengrofle von maximal 90 pm und 2 mm Dicke geeignet. Der
Schlamm wird durch die Filtrierwirkung der porosen Wand vom behandelten organischen Medium abgetrennt.
Der Ablauf sammelt sich in dem ringférmigen Bereich, von dem aus er in das Sammelgefifs tiberfliet. Da kein
Absetzen erfolgt, gibt es auch keine Schlammriickfithrung. Das gesamte System kann in einem thermostatisch
kontrollierten Wasserbad montiert werden. Porose Topfe konnen in den Anfangsstadien verstopfen und tiber-
laufen. In diesem Fall wird die porose Auskleidung erneuert; dazu wird zunichst der Schlamm aus dem Topf in
einen sauberen Eimer abgeschlaucht und die verstopfte Innenauskleidung wird entfernt. Der undurchlissige
dullere Zylinder wird ausgewischt, eine saubere Auskleidung wird eingesetzt und der Schlamm wird in den
Topf zuriickgefithrt. Auferdem werden alle an den Réndern der verstopfen Innenauskleidung anhaftenden
Schlammreste sorgfiltig abgeschabt und ebenfalls zuriick in den Topf transferiert. Verstopfte Topfe werden
zundchst mit einem feinen Wasserstrahl gesdubert, um Schlammreste zu entfernen; anschliefend wird das Gerit
zundchst in verdiinnte Natriumhypochlorit-Losung, dann in Wasser gesetzt und griindlich mit Wasser abgespiilt.

Die Beliiftung des Schlamms in den Beliiftungsgefifen beider Systeme erfordert geeignete Verfahren, z. B.
gesinterte Wiirfel (Sprudelsteine) und Druckluft. Die Luft muss bei Bedarf gesidubert werden, indem sie durch
einen geeigneten Filter geleitet und gewaschen wird. Das System muss ausreichend beliiftet werden, um aerobe
Bedingungen zu gewihrleisten und die Schlammflocken wihrend des Priifungsvorgangs in stindiger Suspension
zu halten.

Filtrationsgerdt oder Zentrifuge

Gerit zur Filtration von Proben mit Membranfiltern einer geeigneten Porenweite (Nennoéffnungsdurchmesser
0,45 pm), die 1osliche organische Substanzen adsorbieren und ein Minimum an organischem Kohlenstoff
freisetzen. Bei Verwendung von Filtern, die organischen Kohlenstoff freisetzen, sind die Filter sorgfiltig mit
heifem Wasser zu waschen, um den Kohlenstoff zu entfernen. Alternativ kann eine Zentrifuge einer Kapazitit
von 40 000 m/s* verwendet werden.

Analysegerdt

Apparatur zur Bestimmung folgender Grofen:

— DOC (geloster organischer Kohlenstoff) und TOC (gesamter organischer Kohlenstoff) oder CSB (chemischer
Sauerstoffbedarf);

— bestimmte chemische Substanz, soweit erforderlich;

— suspendierte Feststoffe, pH-Wert, Sauerstoffkonzentration im Wasser;

— Temperatur, Aziditdt und Alkalinitat;

— Ammonium, Nitrit und Nitrat, wenn der Test unter nitrifizierenden Bedingungen durchgefiihrt wird.

Wasser

Leitungswasser (Trinkwasser) mit einem DOC-Gehalt von weniger als 3 mg/l. Soweit nicht bereits bekannt, die
Alkalinitdt bestimmen.

Deionisiertes Wasser mit einem DOC-Gehalt von weniger als 2 mg/l DOC.

Organisches Medium

Als organisches Medium kommt synthetisches Abwasser, Haushaltsabwasser oder eine Mischung aus beiden
Abwasserarten in Frage. Es hat sich gezeigt (11)(14), dass die alleinige Verwendung von Haushaltsabwasser oft
zu einer hoheren prozentualem DOC-Abnahme fithrt und selbst die Abnahme und den biologischen Abbau
bestimmter chemischer Substanzen fordert, die bei Verwendung von synthetischem Abwasser (OECD) nicht
abgebaut werden. Auflerdem wirkt die konstante oder intermittente Zugabe von Haushaltsabwasser auf den
Belebtschlamm, einschlieSlich der entscheidenden Absetzfihigkeit, haufig stabilisierend. Die Verwendung von
Haushaltsabwasser wird demnach empfohlen. Bei jeder neuen Charge von organischem Medium die DOC- oder
die CSB-Konzentration messen. Die Aziditdt oder Alkalinitdt des organischen Mediums sollte bekannt sein. Das
organische Medium kann die Zugabe einer geeigneten Pufferlosung (Natriumhydrogencarbonat oder Kaliumdi-
hydrogenphosphat) erfordern, wenn die Aziditdt oder Alkalinitdt gering ist, um wiahrend des Tests einen pH-
Wert von etwa 7,5 + 0,5 im Beliiftungsgefifl zu gewahrleisten. Wie viel Pufferldsung zuzugeben ist und wann,
muss auf Fallbasis entschieden werden. Werden kontinuierlich oder intermittent Abwassermischungen verwen-
det, muss der DOC-Wert (oder der CSB-Wert) der Mischung moglichst konstant gehalten werden, z. B. durch
Verdiinnung mit Wasser.
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Synthetisches Abwasser

In jedem Liter Leitungswasser Folgendes auflosen: 160 mg Pepton; 110 mg Fleischextrakt; 30 mg Harnstoff;
28 mg wasserfreies Dikaliumhydrogen-phosphat (K,HPO,); 7 mg Natriumchlorid (NaCl); 4 mg Calciumchlorid-
Dihydrat (CaCl,.2H,0); 2 mg Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Mg,SO,4.7H,0). Dieses synthetische Abwasser
(OECD) hat Beispielcharakter und ergibt eine mittlere DOC-Konzentration im Zulauf von etwa 100 mg/l.
Alternativ kénnen andere Zusammensetzungen mit dhnlicher DOC-Konzentration verwendet werden, die rea-
litatsndher sind. Ist ein weniger konzentrierter Zulauf erforderlich, das synthetische Abwasser mit Leitungswasser
verdiinnen, beispiclsweise im Verhiltnis 1:1, um eine Konzentration von ungefihr 50 mg/l zu erhalten. Ein
derart verdiinnter Zulauf fordert das Wachstum nitrifizierender Organismen, und diese Modifikation sollte
vorgenommen werden, wenn die Simulation nitrifizierender Kliranlagen untersucht werden soll. Dieses syn-
thetische Abwasser kann aus destilliertem Wasser in konzentrierter Form hergestellt und bis zu einer Woche bei
ungefahr 1 °C gelagert werden. Bei Bedarf mit Leitungswasser verdiinnen. (Dieses Medium ist eher ungeeignet,
weil die Stickstoffkonzentration sehr hoch und der Kohlenstoffgehalt relativ niedrig ist; es gibt jedoch keine
besseren Empfehlungen, aufler Hinzufiigung von mehr Phosphat als Puffer und zusdtzlichem Pepton).

Haushaltsabwasser

Es sollte frisch abgesetztes Abwasser verwendet werden, das tiglich von einer vorwiegend Haushaltsabwisser
behandelnden Kliranlage bezogen wird. Es sollte vor der Vorkliarung aus der Ablaufrinne des Vorklarbeckens
oder aus dem Beschickungswasser der Belebtschlammanlage gezogen werden und weitgehend frei von Grob-
stoffen sein. Das Abwasser kann nach mehrtigiger, jedoch hochstens siebentégiger Lagerung bei 4 °C verwendet
werden, sofern erwiesen ist, dass der geloste organische Kohlenstoff (DOC) (oder der chemische Sauerstoftbedarf,
CSB) wihrend der Lagerung nicht wesentlich (d. h. um weniger als 20 %) abgenommen hat. Um Stérungen des
Systems zu vermeiden, sollte der DOC (oder der CSB) jedes neuen Ansatzes vor dessen Verwendung auf einen
geeigneten konstanten Wert eingestellt werden, z. B. durch Verdiinnung mit Leitungswasser.

Belebtschlamm

Zur Beimpfung Belebtschlamm aus dem Beliiftungsbecken einer ordnungsgemafl betriebenen Kliranlage oder
einer Labor-Belebtschlammanlage entnehmen, die vorwiegend Haushaltsabwisser behandeln.

Stammlosungen der Priifsubstanz

Fir angemessen l6sliche chemische Substanzen in geeigneten Konzentrationen (z. B. 1 bis 5 g/l) in entionisier-
tem Wasser oder in einer mineralischen Kulturlosung aus synthetischem Abwasser Stammlosungen ansetzen (fur
nicht 16sliche und fliichtige Chemikalien siche Anlage 5). Den DOC- und den TOC-Wert der Stammldsung
bestimmen und die Messungen bei jeder neuen Charge wiederholen. Bei einer Differenz zwischen DOC und
TOC von mehr als 20 % die Wasserloslichkeit der Priifsubstanz tiberpriifen. Den DOC oder die durch spezi-
fische Analyse der Stammlosung gemessene Konzentration der Priifsubstanz mit dem Nennwert vergleichen, um
festzustellen, ob die Wiederfindungsrate ausreicht (in der Regel kann mit > 90 % gerechnet werden). Vor allem
bei Dispersionen ist festzustellen, ob der DOC als Analyseparameter verwendet werden kann oder nicht oder ob
nur ein priifsubstanzspezifisches Analyseverfahren angewendet werden kann. Bei Dispersionen miissen die
Proben zentrifugiert werden. Fiir jede neue Charge den DOC, den CSB bzw. die Priifsubstanz durch spezifische
Analyse messen.

Den pH-Wert der Stammlosung bestimmen. Extremwerte zeigen an, dass die Zugabe der chemischen Substanz
den pH-Wert des Belebtschlamms im Priifsystem beeinflussen kann. In diesem Fall die Stammlosung mit kleinen
Mengen anorganischer Sdure oder Base neutralisieren, um einen pH-Wert von 7 + 0,5 zu erhalten, wobei eine
Ausfillung der Priifsubstanz zu vermeiden ist.

PRUFVERFAHREN

Das beschriebene Verfahren betrifft Belebtschlammanlagen; es muss fiir das Porous-Pot-System in bestimmten
Punkten angepasst werden.

Vorbereitung des Inokulums

Das Priifsystem zu Testbeginn entweder mit Belebtschlamm oder mit einem Inokulum animpfen, das eine
geringe Konzentration an Mikroorganismen enthalt. Das Inokulum bis zu seiner Verwendung (innerhalb von
24 Stunden) bei Raumtemperatur unter aeroben Bedingungen aufbewahren. Im ersten Fall (Verwendung von
Belebtschlamm) aus dem Beliiftungsbecken einer ordnungsgemifs betricbenen biologischen Kliranlage oder einer
Laborkldranlage, die vorwiegend mit Haushaltsabwasser betrieben wird, eine Schlammprobe ziehen. Sollen
nitrifizierende Bedingungen simuliert werden, den Schlamm aus einer nitrifizierenden Kldranlage beziehen.
Die Konzentration der suspendierten Feststoffe bestimmen und den Schlamm bei Bedarf durch Absetzen
eindicken, so dass dem Priifsystem nur eine minimale Schlammmenge zugefiihrt werden muss. Die Anfangs-
konzentration der Trockensubstanz sollte ungefihr 2,5 g/l betragen.

Im zweiten Fall (Inokulum) 2 bis 10 ml/l Ablauf aus einer biologischen Kliranlage fir Haushaltsabwisser
verwenden. Um maoglichst viele unterschiedliche Bakterienarten zu erhalten, kann es sinnvoll sein, auch Inokula
aus diversen anderen Quellen wie Oberflichenwasser zuzufithren. In diesem Fall wird sich der Belebtschlamm
im Priifsystem entwickeln und vermehren.
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Zudosierung des organischen Mediums

Zulauf- und Ablaufbehilter und Schlauchleitungen aus den Zulauf- und zu den Ablaufgefifen vor und wihrend
des Tests griindlich reinigen, um Mikrobenbewuchs zu entfernen. Die Priifsysteme in einem temperaturkon-
trollierten Raum (iibliche Temperaturspanne: 20-25 °C) montieren oder wasserummantelte Testgefifle verwen-
den. Eine ausreichende Menge des benétigten organischen Mediums (Nummern 27-29) zubereiten. Zunichst
Beliiftungs- und Absetzungsgefif (Separator) mit organischem Medium fiillen und Inokulum zusetzen (Num-
mern 34, 35). Die Beliiftung so einstellen, dass der Schlamm unter aeroben Bedingungen dauerhaft suspendiert
ist; anschlieend Zulaufdosierung und Schlammriickfithrung einleiten. Organisches Medium aus den Vorrats- in
die Beliiftungsgefiafie (Nummern 20, 21) der Prif- und der Kontrollanlage zudosieren, und die jeweiligen Abldufe
in entsprechenden Sammelgefifien auffangen. Um die normale hydraulische Verweilzeit von 6 Std. zu erreichen,
organisches Medium in einem Volumen von 0,5 1/Std. zupumpen. Zur Bestitigung durch Messung des Volu-
menriickgangs in den Vorratsgefilen die zudosierte Tagesmenge an organischem Medium ermitteln. Zur Be-
stimmung der Effekte der intermittenten Freisetzung von chemischen Substanzen und der Stoflbelastung (shock
loading) des Systems mit diesen Substanzen wiren andere Dosierungsmodi erforderlich.

Soll das vorbereitete organische Medium fiir linger als einen Tag verwendet werden, muss es auf ungefihr 4 °C
gekiihlt oder auf andere Weise haltbar gemacht werden, um Mikrobenwachstum und biologischen Abbau
aufSerhalb der Priifanlagen zu vermeiden (Nummer 29). Werden synthetische Abwisser verwendet, kann eine
konzentrierte Stammlosung (z. B. das Zehnfache der normalen Konzentration; Nummer 28) vorbereitet und bei
etwa 4 °C gelagert werden. Diese Stammlosung kann vor ihrer Verwendung mit einer entsprechenden Menge
Leitungswasser griindlich durchgemischt oder — alternativ — direkt zugepumpt werden, wahrend die ent-
sprechende Menge Leitungswasser separat zugepumpt wird.

Zudosierung der Priifsubstanz

Eine geeignete Menge Stammlosung der Priifsubstanz (Nummer 31) in das Vorratsgefal des Zulaufs geben oder
mittels einer separaten Dosierpumpe direkt in das Beliiftungsgefdfl pumpen. Die normale mittlere Testkonzen-
tration im Zulauf sollte 10 bis 20 mg/l DOC betragen, wobei die Hochstkonzentration von 50 mg/l nicht
iiberschritten werden sollte. Ist die Wasserloslichkeit der Priifsubstanz gering oder ist mit toxischen Effekten zu
rechnen, ist die Konzentration auf 5 mg/l DOC oder auch weniger zu reduzieren, allerdings nur, wenn eine
geeignete spezifische Analysemethode verfiigbar ist und angewendet wird (schlecht wasserlosliche dispergierte
Priifsubstanzen konnen nach besonderen Dosiermethoden zugesetzt werden; siche Anlage 5).

Die Priifsubstanz zusetzen, sobald sich das System stabilisiert und der geloste organische Kohlenstoff (DOC) im
organischen Medium weitgehend (um etwa 80 %) abgenommen hat. Es muss sichergestellt werden, dass alle
Anlagen mit gleicher Wirksamkeit funktionieren, bevor die Priifsubstanz zugesetzt wird; ist dies nicht der Fall,
ist es in der Regel sinnvoll, die einzelnen Schlimme zu mischen und die einzelnen Anlagen erneut mit
identischen Schlammmengen zu beschicken. Wird ein Inokulum aus (etwa) 2,5 g/l (Trockengewicht) Belebt-
schlamm verwendet, so kann die Priifsubstanz ab Testbeginn zugesetzt werden, denn die direkte Zugabe
steigender Mengen von Testbeginn an hat den Vorteil, dass der Belebtschlamm mdglicherweise besser an die
Priifsubstanz adaptiert wird. Wie immer die Priifsubstanz zugegeben wird, empfiehlt es sich, die Dosierrate
und/oder die Mengen in den Vorratsgefiffen regelmiflig zu messen.

Handhabung von Belebtschlamm

Je nach Qualitit und Konzentration des organischen Mediums, Betriebsbedingungen, Art der vorhandenen
Mikroorganismen und Einfluss der Priifsubstanz und unabhingig vom verwendeten Inokulum stabilisiert sich
die Konzentration der Belebtschlamm-Feststoffe wihrend der Priifung in der Regel im Bereich von 1 bis 3 g/l
(Trockengewicht).

Entweder die in den Beliiftungsgefiffen suspendierten Feststoffe mindestens wochentlich bestimmen, wobei der
Uberschussschlamm verworfen wird, um die Konzentration zwischen 1 und 3 g/l (Trockengewicht) zu halten,
oder das mittlere Schlammalter auf einem konstanten Wert (gewohnlich innerhalb einer Bandbreite von 6 bis
10 Tagen) halten. Wird beispielsweise eine Schlammverweilzeit (sludge retention time, SRT) von 8 Tagen gewahlt,
sollte taglich 1/8 der im Beliiftungsgefifl befindlichen Belebtschlammmenge abgezogen und verworfen werden.
Dieser Vorgang ist tiglich oder, vorzugsweise, mithilfe einer intermittent arbeitenden automatischen Pumpe zu
wiederholen. Das Halten der Konzentration suspendierter Feststoffe auf einem konstanten Wert oder innerhalb
einer engen Bandbreite garantiert keine konstante Schlammverweilzeit; letztere ist die Betriebsvariable, die den
Wert der Priifsubstanzkonzentration im Ablauf bestimmt.

Wihrend der gesamten Priifungsdauer zumindest tdglich den an den Winden des Beliiftungs- und des Abset-
zungsgefifles (Separator) anhaftenden Schlamm entfernen und resuspendieren. Alle Réhren und Schlauchleitun-
gen regelmifig kontrollieren und reinigen, um einen Bewuchs mit Biofilm zu vermeiden. Abgesetzten Schlamm
aus dem Absetzungsgefifl (Separator) in das Beliiftungsgefafl zuriickfithren, vorzugsweise durch intermittentes
Pumpen. Beim Porous-Pot-System gibt es keine Schlammriickfithrung; es ist jedoch sicherzustellen, dass saubere
Innentopfe eingesetzt werden, bevor das Gefdfivolumen signifikant ansteigt (Nummer 21).

Bei Husmann-Anlagen kann es vorkommen, dass sich der Schlamm schlecht absetzt und verlorengeht. Diese
Mingel konnen in Priif- und Kontrollanlagen mit einer oder mehreren der nachstehend angefithrten Maf-
nahmen zeitgleich behoben werden:
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— Regelmifige, z. B. wochentliche Zufithrung von frischem Schlamm oder Flockungsmittel (z. B. je Gefif§
2 ml einer 50 gfl-FeCl;-Losung), wobei jedoch sicherzustellen ist, dass es nicht zu einer Reaktion oder
Prizipitation der Priifsubstanz mit FeCl; kommt;

— Ersetzung der Druckluftpumpe durch eine Peristaltikpumpe, um einen dem zuzufithrenden Zulauf in etwa
entsprechenden Schlammriicklauf und die Entwicklung eines anaeroben Milieus im abgesetzten Schlamm zu
ermdglichen (die Geometrie der Druckluftpumpe begrenzt den Mindestdurchfluss des Riicklaufschlamms auf
ungefihr das 12-fache der Zulaufmenge);

— intermittentes Zupumpen von Schlamm aus dem Absetzungsgefifs (Separator) in das Beliiftungsgefifs (z.
B. fur 5 Minuten alle 2,5 Std, um statt 1 Liter/Std. 1,5 Liter/Std. zuriickzufiihren);

— Verwendung eines nichttoxischen schwach konzentrierten Antischaummittels (z. B. Silikon6l) zur Ver-
meidung von Verlusten durch Schaumbildung;

— kurze Luftschockstoffe durch den Schlamm im Absetzungsgefifs (Separator) (z. B. stiindlich 10 Sekun-
den);

— Intervalldosierung des organischen Medium in das Beliiftungsgefaf (z. B. stiindlich fiir jeweils 3 bis 10
Minuten).

Probenahme und Analytik

Konzentration an gelostem Sauerstoff, Temperatur und pH-Wert des Belebtschlamms in den Beliiftungsgefien
in regelmdfigen Zeitabstinden messen. Dabei ist sicherzustellen, dass stets ausreichend Sauerstoff vorhanden ist
(> 2 mg/l) und die Temperatur innerhalb der erforderlichen Spanne (normalerweise zwischen 20 und 25 °C)
liegt. Durch Zudosierung von kleinen Mengen einer anorganischen Base oder Siure ins Beliiftungsgefiff oder in
den Zulauf oder durch Erhohung der Pufferkapazitit des organischen Mediums (siche Nummer 27) den pH-
Wert auf 7,5 + 0,5 konstant halten. Kommt es zur Nitrifikation, entsteht Saure, d. h. bei Oxidation von 1 mg N
wird das Aquivalent von ungefdhr 7 mg CO;™ erzeugt. Die Hiufigkeit der Messung richtet sich nach dem
Messparameter und der Systemstabilitit und kann zwischen tiglich und wochentlich variieren.

Den DOC- bzw. den CSB-Wert in den Kontroll- und Priifgefiffzuliufen messen. Die Konzentration der Priif-
substanz im Zulauf der Priifanlage durch spezifische Analyse messen oder anhand der Konzentration in der
Stammlosung (Nummer 31), der verwendeten Menge und der der Priifanlage zudosierten Abwassermenge
schitzen. Es empfiehlt sich, die Konzentration der Priifsubstanz zu berechnen, um die Streuung der Konzen-
trationsdaten zu verringern.

Aus (z. B. iiber 24 Stunden) gesammeltem Ablauf geeignete Proben ziehen und durch eine Membran einer
Porengrofle von 0,45 um filtern oder bei 40 000 m/s? fiir ungefihr 15 Min. zentrifugieren. Erweist sich das
Filtern als schwierig, sollte zentrifugiert werden. Der DOC- bzw. der CSB-Wert sollte mindestens doppelt
bestimmt werden, um die vollstindige Bioabbaubarkeit zu ermitteln; die primire Bioabbaubarkeit erforderli-
chenfalls durch eine priifsubstanzspezifische Analyse messen.

Die Verwendung des CSB-Wertes kann bei geringen Konzentrationen zu analytischen Problemen fithren und
wird daher nur empfohlen, wenn eine ausreichend hohe Priifkonzentration (etwa 30 mg/l) verwendet wird. Bei
stark adsorbierenden chemischen Substanzen sollte nach einem priifsubstanzspezifischen Analyseverfahren auch
die Menge der adsorbierten chemischen Substanz im Schlamm gemessen werden.

Die Probenahmehaufigkeit richtet sich nach der voraussichtlichen Priifungsdauer. Empfohlen werden Probenah-
men dreimal wochentlich. Sobald die Anlagen ordnungsgemidf funktionieren, sollten nach der Beschickung mit
Priifsubstanz bis zum Erreichen eines Gleichgewichtszustands (steady state) 1 bis maximal 6 Wochen vorgesehen
werden. In der Plateau-Phase (Nummer 59), die in der Regel 3 Wochen anhilt, sollten wenn moglich mindes-
tens 15 giiltige Werte ermittelt werden, um das Priiffungsergebnis auswerten zu konnen. Die Priifung kann
abgeschlossen werden, wenn ein ausreichender Eliminationsgrad erreicht ist (z. B. > 90 %) und die genannten 15
Werte aus Analysen, die drei Wochen lang an jedem Wochentag durchgefithrt wurden, vorliegen. Faustregel:
Nach Zugabe der Priifsubstanz sollte eine Priifungsdauer von 12 Wochen nicht iiberschritten werden.

Nitrifiziert der Schlamm und sollen die Auswirkungen der Priifsubstanz auf die Nitrifikation untersucht werden,
sind Proben aus dem Ablauf der Priif- und der Kontrollanlage mindestens einmal wochentlich auf Ammonium
und/oder Nitrit sowie Nitrat zu untersuchen.

Alle Analysen sollten ziigig durchgefithrt werden; dies gilt vor allem fiir Stickstoffbestimmungen. Miissen
Analysen aufgeschoben werden, sind die Proben bei etwa 4 °C in randvollen, dicht verschlossenen Flaschen
dunkel zu lagern. Miissen Proben fiir linger als 48 Stunden gelagert werden, sind sie durch Tiefgefrieren,
Ansduern (z. B. mit 10 ml/l einer 400 g/I-Losung Schwefelsdure) oder Zugabe einer geeigneten toxischen Sub-
stanz (z. B. 20 ml/l einer 10 g/l-Losung Quecksilber-(II)-Chlorid) haltbar zu machen. Dabei ist sicherzustellen,
dass die angewandte Konservierungsmethode die Analyseergebnisse nicht beeintrachtigt.
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Koppeln von Priifanlagen

Bei Anlagenkopplung (Anlage 3) tiglich dieselbe Menge Belebtschlamm (150 ml — 1 500 ml fiir Beliiftungs-
gefifle eines Fassungsvermdgens von 3 Litern Liquorkultur) zwischen den Beliiftungsgefiffen der Priif- und der
Kontrollanlage austauschen. Lagert sich die Priifsubstanz stark an den Schlamm an, nur den Uberstand der
Absetzungsgefifle (Separatoren) austauschen. In beiden Fallen wird Berechnung der Priifungsergebnisse einen
Berichtigungsfaktor anwenden (Nummer 55).

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Auswertung der Ergebnisse

Den Prozentsatz der Elimination der Priifsubstanz, basierend auf der DOC- bzw. der CSB-Messung, in den
vorgegebenen Zeitabstinden nach folgender Gleichung berechnen:

C— (E-E)
G

D; = x 100

Dabei sind:
D, = der DOC- bzw. CSB-Eliminationsgrad (in %) zum Zeitpunkt t

C, = der DOC- bzw. CSB-Wert der Priifsubstanz im Zulauf, vorzugsweise anhand der Stammlosung geschatzt
(mgfh)

E = der gemessene DOC- oder CSB-Wert im Ablauf der Priifanlage zum Zeitpunkt t (mg/l)

E, = der gemessene DOC- oder CSB-Wert im Ablauf der Kontrollanlage zum Zeitpunkt t (mg/l)

0

Der Grad der Elimination des organischen Mediums in der Kontrollanlage, basierend auf der DOC- bzw. der
CSB-Messung, ist eine niitzliche Grofe fiir die Beurteilung der Bioabbauaktivitit des Belebtschlamms wihrend
des Priifung. Die prozentuale Elimination nach folgender Gleichung berechnen:

Cy —Eo

Dy = x 100

M

Dabei sind:

Dy = der DOC- bzw. CSB-Eliminationsgrad (in %) des organischen Mediums in der Kontrollanlage zum Zeit-
punkt t

Cy = der DOC- bzw. CSB-Wert des organischen Mediums im Zulauf der Kontrollanlage (mg/l)

Wahlweise kann der Prozentsatz der Elimination des durch das organische Medium PLUS die Priifsubstanz
bedingten DOC- bzw. CSB-Wertes nach folgender Gleichung berechnet werden:

Cr—E
Dy = x 100
T C

Dabei sind:

Dy = der Eliminationsgrad des DOC bzw. des CSB (in %) im Gesamtzulauf (organisches Medium PLUS Priif-
substanz) der Priifanlage

Cr = der DOC bzw. CSB im Gesamtzulauf (organisches Medium PLUS Priifsubstanz) der Priifanlage oder
anhand von Stammlosungen berechneter DOC bzw. CSB (mg/l)

Die Abnahme der Priifsubstanz, soweit nach einer spezifischen Analysemethode gemessen, in den vorgegebenen
Zeitabstinden nach folgender Gleichung berechnen:

S —§
Dy = 5 © % 100

i

Dabei sind:
Dgp = der Priméreliminationsgrad (in %) der Priifsubstanz zum Zeitpunkt t

S; = die gemessene oder geschitzte Konzentration der Priifsubstanz im Zulauf der Priifanlage (mg/l)

w1
1l

die gemessene Konzentration der Priifsubstanz im Ablauf der Priifanlage zum Zeitpunkt t (mg/l)
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Bei gekoppelten Anlagen die durch den Schlammaustausch bedingte Verdiinnung der Priifsubstanz im Beliif-
tungsgefdfs durch einen Berichtigungsfaktor kompensieren (siche Anlage 3). Bei einer mittleren hydraulischen
Verweilzeit von 6 Stunden und einem Austausch der Hilfte der Belebtschlammmenge im Beliiftungsgefifl
miissen die tiglich berechneten Eliminationswerte (D, Nummer 52) berichtigt werden, um anhand der nach-
stehenden Gleichung den realen Eliminationsgrad ,D,‘ der Priifsubstanz zu ermitteln:

4D — 100

Dy = 3

Angabe der Priifergebnisse

Die prozentuale Elimination D, (oder D) und Dy, soweit dieser Wert vorliegt, gegen die Zeit auftragen (siche
Anlage 2). Aus der Eliminationskurve der Priifsubstanz (per se oder als DOC-Wert) lassen sich bestimmte
Schliisse iiber den Abnahmeprozess ziehen.

Adsorption

Manifestiert sich bei der Priifsubstanz bereits zu Beginn des Tests eine starke DOC-Elimination, so wird die
Priifsubstanz wahrscheinlich durch Adsorption an die Belebtschlammfeststoffe eliminiert. Dies kann durch
Bestimmung der adsorbierten Priifsubstanz anhand eines substanzspezifischen Analysenverfahrens nachgewiesen
werden. Die DOC-Elimination adsorptionsfahiger chemischer Substanzen bleibt erfahrungsgemaf8 nicht wahrend
der gesamten Priifung hoch; sie ist eher zu Beginn der Priifung hoch und fillt dann allméhlich auf ein stabiles
Niveau. Konnte die adsorptionsfihige Priifsubstanz jedoch auf die eine oder andere Weise eine Akklimatisation
der Mikrobenpopulation herbeifithren, wiirde die DOC-Elimination der Priifsubstanz anschlieBend zunehmen
und einen hohen Plateauwert erreichen.

Latenzphase (Lag-Phase)

Wie bei statischen Screeningtests durchlaufen viele Priifsubstanzen eine Latenzphase, bevor sie vollstindig
biologisch abgebaut werden. In dieser Lag-Phase akklimatisieren bzw. adaptieren sich die Zersetzungsbakterien,
ohne dass die Priifsubstanz in nennenswertem MafSe abnimmt; erst nach dieser Phase setzt das Bakterienwachs-
tum ein. Die Phase endet und die Abbauphase gilt als begonnen, wenn etwa 10 % der anfinglichen Menge
Priifsubstanz abgebaut sind (nach der Adsorption, falls es dazu kommt). Die Lag-Phase ist oft sehr variabel und
schwer reproduzierbar.

Plateauphase

Die Plateauphase einer Eliminationskurve im kontinuierlichen Test ist definiert als die Phase, in der maximale
Zersetzung stattfindet. Sie sollte mindestens 3 Wochen dauern, in denen etwa 15 giiltige Messwerte ermittelt
werden.

Mittlerer Eliminationsgrad der Priifsubstanz

Diesen Mittelwert anhand der Eliminationswerte (D,) der Priifsubstanz in der Plateauphase berechnen. Auf die
nichste ganze Zahl (1 %) gerundet, entspricht dieser gerundete Wert dem Eliminationsgrad der Priifsubstanz.
Ferner wird empfohlen, das 95 %-Konfidenzniveau fiir den Mittelwert zu berechnen.

Elimination des organischen Mediums

Die prozentuale Elimination des organischen Mediums in der Kontrollanlage (Dp), basierend auf dem DOC-
bzw. CSB-Wert, gegen die Zeit auftragen. Dabei ist der mittlere Eliminationsgrad auf dieselbe Weise anzugeben
wie fiir die Priifsubstanz (Nummer 60).

Hinweis auf den biologischen Abbau

Adsorbiert die Priifsubstanz nicht signifikant an den Belebtschlamm und hat die Eliminationskurve die typische
Form einer Bioabbaukurve mit Latenz-, Abbau- und Plateauphasen (Nummern 58, 59), so kann die gemessene
Elimination mit Sicherheit dem biologischen Abbau zugeschrieben werden. War die Abnahme im Anfangs-
stadium hoch, kann der Simulationstest nicht zwischen biologischen und abiotischen Eliminationsprozessen
differenzieren. In derartigen Fillen und in anderen Fillen, in denen Zweifel am biologischen Abbau bestehen (z.
B. wenn die Priifsubstanz ausgast (stripping)), die Adsorption der Priifsubstanzen untersuchen, oder anhand von
Parametern, die biologische Prozesse genau angeben, zusitzliche statische Bioabbaubarkeitstests durchfiithren. Zu
derartigen Tests zdhlen die Sauerstoffaufnahmemethoden (Kapitel C.4 (D, E, F) dieses Anhangs (6)) oder Kohlen-
dioxid-Entwicklungstests (Kapitel C.4 C dieses Anhangs (6)) oder die 1SO-Headspace-Methode (18), bei der ein
zuvor exponiertes Inokulum aus dem Simulationstest verwendet wird. Wurden sowohl die DOC-Abnahme als
auch die Priifsubstanzabnahme gemessen, zeigen grofSe Unterschiede (d. h. wenn erstere geringer ist als letztere)
zwischen den Abnahmeprozentwerten die Prasenz intermedidrer organischer Produkte in den Abldufen an, die
moglicherweise schwerer abzubauen sind als die Ausgangssubstanz.
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Gilltigkeit der Priifergebnisse

Die Bestimmung des Eliminationsgrades des organischen Mediums (Nummer 53) in der Kontrollanlage liefert
Informationen iiber das normale Abbauverhalten des Inokulums. Der Test kann als giiltig angeschen werden,
wenn der Grad der DOC- bzw. der CSB-Elimination in der (den) Kontrollanlage(n) nach zwei Wochen > 80 %
betrdgt und nichts Ungewohnliches festgestellt wurde.

Wurde eine leicht biologisch abbaubare (Referenz-)Substanz verwendet, sollte der Abbaubarkeitsgrad (D,, Num-
mer 52) > 90 % betragen.

Wurde der Test unter nitrifizierenden Bedingungen durchgefiihrt, sollte die mittlere Konzentration in den
Abldufen <1 mg/l Ammonium-N und < 2 mg/l Nitrit-N betragen.

Sind diese Kriterien (Nummern 63-65) nicht erfiillt, miissen der Test mit einem Inokulum aus anderer Quelle
wiederholt, eine Referenzsubstanz getestet und alle Testverfahren tiberpriift werden.

Priifbericht

Der Priifbericht muss Folgendes umfassen:

Priifsubstanz:

— Kenndaten;

— physikalischer Zustand und, soweit relevant, physikalisch-chemische Eigenschaften.
Priifbedingungen:

— Art des Priifsystems; etwaige Anderungen bei Priifungen nicht l6slicher und fliichtiger chemischer Sub-
stanzern;

— Art des organischen Mediums;
— Anteil (und Art) der Industrieabwisser im kommunalen Abwasser, soweit bekannt;
— Inokulum, Art und Probenahmestelle(n), Konzentration und etwaige Vorbehandlung;

— Priifsubstanz-Stammlosung: DOC- und TOC-Gehalt; bei Suspension: Art der Aufbereitung; verwendete Test-
konzentration; falls aufferhalb der Bandbreite von 10-20 mg/l DOC: Begriindung; Zugabemethode; Datum
der ersten Zugabe; etwaige Anderungen;

— mittleres Schlammalter und mittlere hydraulische Verweilzeit; Methode des Uberschussschlammabzugs; Me-
thoden zur Verminderung der Bildung von Blihschlamm, von Schlammverlusten usw.;

— angewandte Analysetechniken;
— Testtemperatur;

— Eigenschaften wie Blihschlammbildung, Schlammvolumenindex (Sludge Volume Index, SVI), suspendierte
Stoffe im Ablauf (Mixed Liquor Suspended Solids, MLSS);

— etwaige Abweichungen von Standardverfahren und etwaige Umstéinde, die die Testergebnisse moglicherweise
beeintrachtigt haben.

Priifergebnisse:

— alle Messdaten (DOC, CSB, spezifische Analysen, pH-Wert, Temperatur, Sauerstoffkonzentration, suspen-
dierte Feststoffe, N-Chemikalien, soweit relevant;

— alle Berechnungswerte fir D, (oder D), Dy, Dg, in tabellarischer Form und als Eliminationskurven;

— Aussagen zu Latenz- und Plateau-Phasen, Priifungsdauer, Eliminationsgrad der Priifsubstanz und des orga-
nischen Mediums in der Kontrollanlage sowie statistische Informationen und Angaben zur Bioabbaubarkeit
und Giiltigkeit des Tests;

— Diskussion der Ergebnisse.
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Abbildung 1
Apparatur zur Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit
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Abbildung 2
Apparatur zur Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit
,Porous-Pot~Anlage
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Abbildung 3

Einzelheiten des 3-Liter-,Porous-Pot*-Beliiftungsgefifles
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Anlage 2

Beispiel einer Eliminationskurve
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Anlage 3

[ZUR INFORMATION]

KOPPELN VON PRUFANLAGEN

Um die Mikrobenpopulationen in Schlimmen in einer Priifanlage, die mit Abwasser PLUS Priifsubstanz beschickt wird,
und in einer Kontrollanlage, die nur mit Abwasser beaufschlagt wird, zu egalisieren, wurde der Schlamm tiglich aus-
getauscht (1). Der Vorgang wurde als koppeln' bezeichnet und die Methode ist als Anlagenkopplung bekannt. Die
Kopplung wurde urspriinglich mit Husmann-Belebtschlammanlagen, anschlieBend aber auch mit Porous-Pot-Anlagen
durchgefithrt (2)(3). Es wurden keine signifikanten Ergebnisunterschiede zwischen nicht gekoppelten und gekoppelten
Anlagen, ob Husmann- oder Porous-Pot-Anlagen, festgestellt, so dass der Zeit- und Arbeitsaufwand fiir das Koppeln der
Anlagen mit keinerlei Vorteil verbunden ist.

Beim Schlammaustausch kann der Eindruck einer betrichtlichen Priifsubstanzabnahme entstehen, da ein Teil der Substanz
tibertragen wird und die Priifsubstanzkonzentrationen in den Abliufen der Prif- und der Kontrollanlagen mehr oder
weniger gleich sind. Folglich miissen Berichtigungsfaktoren angewendet werden, die von der ausgetauschten Fraktion und
der mittleren hydraulischen Verweilzeit abhidngen. Weitere Einzelheiten zur Berechnung wurden veréffentlicht (1).

Der berichtigte DOC- bzw. CSB-Eliminationsgrad wird nach der folgenden allgemeingiiltigen Formel berechnet:

D = (D, — 100 - a - r/12)/(1 — a - 1]/12) %

Dabei sind:

D,. = der berichtigte DOC- bzw. CSB-Eliminationsgrad (in %)

D, = die bestimmte DOC- bzw. CSB-Abnahme Eliminationsgrad (in %)

a = die ausgetauschte Fraktion des Volumens der Belebtschlammanlagen
r = die mittlere hydraulische Verweilzeit (in Std.)

Wird beispielsweise die Halfte des Volumens des Beliiftungsgefiffes ausgetauscht (a = 0,5) und betrdgt die mittlere
hydraulische Verweilzeit 6 Stunden, so ist die Korrekturformel

4D, — 100

De=—5—
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Anlage 4

BEURTEILUNG DER BELEBTSCHLAMM-INHIBITION
Hemmung durch Priifsubstanzen

1. Es kann vorkommen, dass eine chemische Substanz (oder ein Abwasser) im Simulationstest nicht abgebaut wird bzw.
nicht abnimmt und sogar eine hemmende (inhibierende) Wirkung auf die Schlammmikroorganismen entfaltet. Andere
chemische Substanzen werden in niedrigen Konzentrationen biologisch abgebaut, wirken jedoch in héheren Konzen-
trationen inhibierend (Hormesis). Inhibitionseffekte wurden moglicherweise in einem fritheren Stadium festgestellt oder
lassen sich im Toxizititstest bestimmen, bei dem ein Inokulum verwendet wird, das dem im Simulationstest ver-
wendeten Inokulum dhnlich oder identisch ist (1). Zu derartigen Methoden zihlen die Priffung der Atmungshemmung
(Kapitel C.11 dieses Anhangs (2) und ISO 8192(3)) oder die Bestimmung der Hemmwirkung der Wasserbestandteile
auf das Wachstum der Belebtschlamm-Mikroorganismen (ISO 15522 (4)).

2. Im Simulationstest manifestiert sich eine Hemmung dadurch, dass die Differenz zwischen dem DOC-Gehalt (bzw. dem
CSB) des Priifgefaffablaufs und dem des Kontrollgefifablaufs grofer ist als der mit der Priifsubstanz zugefithrte DOC.
Anders ausgedriickt, die prozentuale Abnahme des DOC (und des biochemischen Sauerstoffbedarfs (BSB), des che-
mischen Sauerstoffbedarfs (CSB), und/oder von NH*,) des organischen Kulturmediums ist geringer, wenn bei Priif-
substanz zugefithrt wird. In diesem Fall sollte der Test mit einer geringeren Priifsubstanzkonzentration so lange
wiederholt werden, bis ein Niveau erreicht ist, bei dem kein Hemmungseffekt mehr auftritt, wobei die Konzentration
u. U. so weit verringert werden sollte, bis die Priifsubstanz biologisch abgebaut ist. Hat die Priifsubstanz (oder das
Abwasser) jedoch in allen getesteten Konzentrationen eine nachteilige Wirkung auf den Prozess, so deutet dies darauf
hin, dass die chemische Substanz nur schwer und maéglicherweise tiberhaupt nicht biologisch abbaubar ist; es konnte
jedoch sinnvoll sein, den Test mit Belebtschlamm aus einer anderen Quelle zu wiederholen und/oder den Schlamm
schrittweise zu akklimatisieren.

3. Umgekehrt sollte die Konzentration der Priifsubstanz erhoht werden, wenn diese bereits im ersten Simulationsversuch
biologisch abgebaut wird und ermittelt werden muss, ob die chemische Substanz einen Inhibitionseffekt entfalten
konnte.

4. Bei der Bestimmung von Hemmungsgraden sollte nicht auler Acht gelassen werden, dass sich Belebtschlammpopu-
lationen verandern konnen und dass die Mikroorganismen mit der Zeit mdglicherweise eine Toleranz gegeniiber
hemmenden Substanzen entwickeln.

5. Berechnung des Hemmungsgrades:

Die gesamten prozentualen Abnahmen (R,) von BSB, DOC, CSB usw. konnen fiir die Priif- und die Kontrollanlage
nach folgender Gleichung berechnet werden:

R, = 100 (I — B)I %

Dabei sind:
[ = die Zulaufkonzentration von BSB, DOC, CSB usw. in Priif- oder Kontrollgefiffen (mg/l)
E = die entsprechende Ablaufkonzentrationen (mgfl).

I und E miissen aufgrund des auf die Priifsubstanz in den Priifanlagen zuriickzufithrenden DOC korrigiert werden, um
korrekt berechnete Hemmungsprozentsitze zu gewdahrleisten.

Der auf die Priifsubstanz zuriickzufithrende Hemmungsgrad kann nach folgender Gleichung berechnet werden:
% Hemmungsprozentsatz = 100 (R, — Ry)/R.

Dabei sind:

R, = die prozentuale Abnahme in den Kontrollgefiffen

R, = die prozentuale Abnahme in den Priifgefiflen
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Anlage 5

Schwer wasserlosliche Priifsubstanzen — fliichtige chemische Substanzen

Schwer wasserldsliche chemische Substanzen

Es wurden offensichtlich nur wenige Berichte iiber die Verwendung schwer wasserloslicher oder nicht wasserloslicher
chemischer Substanzen in Tests zur Simulation der Abwasserbehandlung veréffentlicht (1)(2)(3).

Es existiert keine einfache Methode zur Dispergierung der Priifsubstanz, die fir alle nicht wasserloslichen chemischen
Substanzen geeignet wire. Zwei der vier in ISO 10634 (4) beschriebenen Verfahren scheinen sich zur Dispergierung von
Priifsubstanzen fiir die Simulationstestung zu eignen; sie sehen den Einsatz von Emulgatoren und/oder Ultraschallenergie
vor. Die resultierende Dispersion sollte mindestens 24 Stunden lang stabil sein. Hinreichend stabilisierte Dispersionen in
einem konstant gerithrten Behalter (Nummer 38) werden anschliefend, separat vom Haushalts- oder synthetischen
Abwasser, in das Beliiftungsgefif dosiert.

Soweit die Dispersionen stabil sind, wird untersucht, wie die Priifsubstanz in dispergierter Form bestimmt werden kann.
Da der DOC-Gehalt in diesem Fall wahrscheinlich ungeeignet ist, sollte eine spezifische Analysemethode fiir die Priif-
substanz entwickelt werden, die sich fiir Abfliisse, Feststoffe in Abfliissen und Belebtschlimme gleichermaflen eignet.
Danach sollte der Verbleib der Priifsubstanz im simulierten Belebtschlammprozess (Fliissig- und Festphasen) bestimmt
werden. Auf diese Weise wird eine ,Massenbilanz’ erstellt, anhand deren festgestellt werden konnte, ob die Priifsubstanz
biologisch abgebaut wurde. Dies wiirde jedoch nur die primire Bioabbaubarkeit betreffen. Vollstindige Bioabbaubarkeit
sollte in einem respirometrischen Test auf leichte biologische Abbaubarkeit (Kapitel C.4 dieses Anhangs (5) C, F oder D)
nachgewiesen werden, bei dem als Inokulum Schlamm eingesetzt wird, der der Priifsubstanz im Simulationstest ausgesetzt
war.

Fliichtige chemische Substanzen

Die Verwendung fliichtiger chemischer Substanzen in Tests zur Simulation der Abwasserbehandlung ist umstritten und
problematisch. Wie schon bei schwer wasserloslichen Priifsubstanzen scheint es kaum veréffentlichte Berichte iiber
Simulationstests zu geben, bei denen fliichtige chemische Substanzen zum Einsatz kamen. Ein konventionelles Rithrwerk
wird durch Abdichten der Beliiftungs- und Absetzgefifle, Messung und Kontrollmessung des Luftflusses mittels Luftfluss-
messern und Passieren des austretendes Gases durch Filter zum Auffangen fliichtiger organischer Stoffe umgeriistet. In
einigen Fillen wird eine Vakuumpumpe verwendet, um das austretende Gas durch eine Kiihlfalle oder ein Purge-&-Trap-
System fur gaschromatographische Analysen mit Tenax- und Silikagel-Filtern zu fithren. Die im Filter festgehaltene
Priifsubstanz kann analytisiert werden.

Der Test wird in zwei Phasen durchgefithrt. Die Anlagen werden zunichst ohne Schlamm betrieben; synthetisches
Abwasser PLUS Priifsubstanz werden jedoch in das Beliiftungsgefafs gepumpt. Es werden Zulauf- und Ablaufproben
sowie Proben des austretenden Gases gezogen und einige Tage lang auf Prisenz von Priifsubstanz analysiert. Aus den
so erhobenen Daten kann der Prozentsatz (R, ) der aus dem System gelosten und entfernten (gestrippten) Priifsubstanz
errechnet werden.

Anschliefend wird unter denselben Betriebsbedingungen wie bei der Stripping-Studie der normale biologische Test (mit
Schlamm) durchgefithrt. DOC bzw. CSB werden ebenfalls gemessen, um sicherzustellen, dass die Anlagen ordnungsgemafd
funktionieren. In der ersten Testphase wird die Priifsubstanz im Zulauf, im Ablauf und in austretenden Gas sporadisch
analysiert; nach der Akklimatisation werden diese Analysen haufiger durchgefithrt. Auch hier konnen anhand der Daten
im Gleichgewichtszustand (steady state) die aus allen (physikalischen und biologischen) Abbauprozessen resultierende
prozentuale Abnahme der Priifsubstanz in der Flissigphase (Ry) sowie der aus dem System gestrippte Anteil (Ry)
berechnet werden.

Berechnung:

a) Beim nicht biologischen Test kann der Prozentsatz (Ryp) der aus dem System gestrippten Priifsubstanz nach folgender
Gleichung berechnet werden:

RVP = E : 100
Sip
Dabei sind:
Ryp = die prozentuale Abnahme der Priifsubstanz aufgrund von Verfliichtigung,
Syp = die im Filter aufgefangene Priifsubstanz, angegeben als dquivalente Konzentration in der Fliissigphase (mgfl),

Spp = die Konzentration der Priifsubstanz im Zulauf (mg/l).

b) Beim biologischen Test kann der Prozentsatz (Ry) der aus dem System gestrippten Priifsubstanz nach folgender
Gleichung berechnet werden:
Sy
Ry = — - 100
V=

Dabei sind:
Ry = die prozentuale Abnahme der Priifsubstanz aufgrund von Verfliichtigung im biologischen Test,

Sy = die im biologischen Test im Filter aufgefangene Priifsubstanz, angegeben als dquivalente Konzentration im
flisssigen Zulauf (mg]l),

S; = die Konzentration der Priifsubstanz im Zulauf (mg]l).
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¢) Beim biologischen Test kann die aus allen Abbauprozessen resultierende prozentuale Abnahme der Priifsubstanz (Ry)

nach folgender Gleichung berechnet werden:
Sk
Rr=1-—-100
Si
Dabei ist:
Sg = die Konzentration der Priifsubstanz im (flisssigen) Ablauf (mg/l).

d) Die prozentuale Abnahme der Priifsubstanz aufgrund des biologischen Abbaus PLUS Adsorption (Rg,) kann somit

nach folgender Gleichung berechnet werden:
Rga = Rr — Ry)
Es sollten separate Tests durchgefiihrt werden, um zu bestimmen, ob die Priifsubstanz adsorbiert wurde; wenn ja, kann
eine weitere Korrektur vorgenommen werden.

¢) Ein Vergleich zwischen dem Anteil der Priifsubstanz, der aus dem biologischen Priifsystem gestrippt wurde (R,), und
dem Anteil, der aus dem nicht biologischen Priifsystem gestrippt wurde (R,;), ergibt den Gesamteffekt der biologischen
Behandlung auf die Emission der Priifsubstanz in die Atmosphire.

Beispiel:  Benzol

Schlammverweilzeit = 4 Tage

Synthetisches Abwasser; Verweilzeit = 8 Stunden
Sp = S = 150mg|l

Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)

Sy = 22,5mgfl

Sg = 50 pgfl

Daher:

Ryp = 100 %, Ry = 15 %

R; = 100 % und Rgs = 85 %.

Es wurde davon ausgegangen, dass sich Benzol nicht an den Schlamm anlagert.
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Anlage 6

Auswirkungen der Schlammverweilzeit auf die Behandlungsfihigkeit chemischer Substanzen

EINLEITUNG

. Die im Haupttext beschriebene Methode dient der Feststellung, ob die getesteten Substanzen (in der Regel Stoffe, die

bekanntermaflen inhdrent, aber nicht leicht biologisch abbaubar sind) innerhalb der fiir Kldranlagen geltenden
Grenzen biologisch abgebaut werden konnen. Die Ergebnisse werden als prozentuale Abnahme und prozentualer
biologischer Abbau angegeben. Die Betriebsbedingungen der Belebtschlammanlagen und die Wahl des Zulaufs lassen
relativ breit geficherte Priifsubstanzkonzentrationen im Ablauf zu. Tests werden nur an Schlammfeststoffen in einer
einzigen nominalen Konzentration oder bei einer einzigen nominalen Schlammverweilzeit (sludge retention time, SRT)
durchgefiihrt, und die beschriebenen Verfahren fiir den Uberschussschlammabzug konnen dazu fithren, dass der SRT-
Wert wihrend des Tests sowohl von einem Tag zum anderen als auch wihrend eines Tages betrichtlich variiert.

. Bei dieser Variante (1)(2) wird die Schlammverweilzeit (wie dies auch bei Anlagen groferen Mafstabs der Fall ist)

wihrend jedes 24-Stunden-Zeitraums innerhalb sehr viel engerer Grenzen kontrolliert, wodurch sich eine konstantere
Konzentration in den Abldufen ergibt. Es wird die Verwendung von Haushaltsabwasser empfohlen, da diese Ab-
wasserart konsistentere und hohere Abnahmeprozentwerte ergibt. Dariiber hinaus werden die Effekte verschiedener
SRT-Werte untersucht, und in einer weiterreichenden Studie konnen die Effekte verschiedener Temperaturen auf die
Ablaufkonzentration bestimmt werden.

. Es besteht bisher kein allgemeines Einvernehmen dariiber, welche kinetischen Modelle zugrunde liegen, wenn che-

mische Stoffe unter Abwasserbehandlungsbedingungen biologisch abgebaut werden. Auf die erhobenen Daten wurde
das Monod-Modell (zur Vorhersage der Wachstumsgeschwindigkeit von Bakterien in Abhéngigkeit von der Konzen-
tration der Substrate) gewdhlt (1)(2), da die Methode nur zur Anwendung auf in groflen Mengen produzierte che-
mische Substanzen bestimmt war, die in Abwasser in Konzentrationen von iiber 1 mg/l vorkommen. Die Giiltigkeit
des vereinfachten Modells und die aufgestellten Annahmen wurden anhand einer Reihe von Alkoholethoxylaten von
unterschiedlicher primérer Bioabbaubarkeit bestimmt (2)(3).

Anmerkung:  Da sich diese Variante eng an den Wortlaut der vorliegenden Priifmethode (C.10-A) anlehnt, werden im
Folgenden nur die Punkte beschrieben, bei denen Abweichungen bestehen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

. Porous-Pot-Belebtschlammanlagen, die zur Erleichterung des (fast) kontinuierlichen Abzugs von Kultursuspension

konzipiert wurden und eine sehr prizise Kontrolle der Schlammverweilzeit (SRT, oder ) gestatten, werden mit
verschiedenen Schlammverweilzeiten und — fakultativ. — bei verschiedenen Temperaturen als nicht gekoppelte
Anlagen betrieben. Die Verweilzeit betrdgt in der Regel 2 bis 10 Tage, und die Temperaturen liegen zwischen 5
und 20 °C. (Vorzugsweise hiusliches) Abwasser und eine Losung der Priifsubstanz werden in Anteilen, die die
erforderliche Schlammverweilzeit (3 bis 6 Stunden) und die erforderliche Priifsubstanzkonzentration im Zulauf
gewihrleisten, separat in die Anlagen zudosiert. Zu Vergleichszwecken werden zeitgleich Kontrollanlagen ohne
Priifsubstanz betrieben.

. Es konnen andere Apparaturtypen verwendet werden, doch muss in diesem Fall unbedingt sichergestellt werden, dass

eine gute Kontrolle der Schlammverweilzeit gewihrleistet ist. So muss bei der Verwendung von Anlagen mit Klar-
kasten moglicherweise in Kauf genommen werden, dass Feststoffe iiber den Anlagenablauf verloren gehen. Ferner
sollten besondere Vorkehrungen getroffen werden, um Fehler aufgrund von Schwankungen der Schlammmenge im
Klarkasten zu vermeiden.

. Die Anlagen werden unter allen gewihlten Testbedingungen betrieben, und sobald Stabilitit erreicht wurde, werden

tiber einen Zeitraum von ungefihr drei Wochen die durchschnittlichen Steady-State-Konzentrationen der Priifsubstanz
in den Abldufen und — fakultativ — die DOC-Werte bestimmt. Zusdtzlich zur Bestimmung der prozentualen
Abnahme der Priifsubstanz und der fakultativen Bestimmung des DOC-Wertes wird das Verhiltnis zwischen Betriebs-
bedingungen und Priifsubstanzkonzentration im Ablauf grafisch dargestellt. Auf diese Weise konnen kinetische
Konstanten berechnet und die Bedingungen vorausgesagt werden, unter denen die Priifsubstanz behandelt werden
kann.

ANGABEN ZUR PRUFSUBSTANZ

. Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 12 und 13.

NEGATIVE/POSITIVE TESTERGEBNISSE (PASS/FAIL)

. Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 14 und 15.

REFERENZSUBSTANZ

9. Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 16.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

REPRODUZIERBARKEIT VON TESTERGEBNISSEN

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 17 und 18.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Apparatur

Als Anlage ist das modifizierte Porous-Pot-System geeignet (siche Anlage 6.1). Das System besteht aus einem Innen-
gefifl (oder Einsatz) aus porosem Polypropylen mit einer Dicke von 3,2 mm und einer Porengrofle von ungefihr
90 pm; das Anschlussstiick ist stumpfgeschweifit (dadurch wird die Anlage robuster als das unter Nummer 21 dieses
Kapitels C.10 A beschriebene System). Das Innengefafl wird in ein grofleres Auflengefdfs aus undurchlissigem Poly-
ethylen eingesetzt, welches aus zwei Teilen besteht — einer runden Basisplatte mit ausgestanzten Lochoffnungen fiir
zwei Luftleitungen und eine Schlammabzugleitung und einem aufschraubbaren Zylinder mit einem derart angeord-
neten Ausfluss, dass das Volumen im Topf stets auf 3 Liter gehalten werden kann. Eine der Luftleitungen ist mit
einem Liftungsstein versehen, die andere ist an einem Ende offen und im Topf im rechten Winkel zum Stein
angeordnet. Das System erzeugt geniigend Turbulenz, um den Inhalt des Topfes vollstindig durchzumischen und
Konzentrationen an gelostem Sauerstoff von tiber 2 mg/l zu gewihrleisten.

Die Anlagen in angemessener Zahl entweder im Wasserbad oder in konstant temperierten Rdumen unter kontrol-
lierten Temperaturbedingungen zwischen 5 und 20 °C (¢ 1°C) betreiben. Um die Priifsubstanzlosung und den
abgesetzten Schlamm in den vorgeschriebenen Raten (0-1,0 ml/Min bzw. 0-25 ml/Min) in die Beliiftungsgefile zu
dosieren, sind Pumpen erforderlich; eine dritte Pumpe zieht den Uberschussschlamm aus den Beliiftungsgefden ab.
Die erforderliche sehr langsame FlieRgeschwindigkeit des Uberschussschlamms wird erreicht, indem eine Pumpe auf
hohere Geschwindigkeit eingestellt und mithilfe einer Zeitschaltuhr intermittent, d. h. 10 Sekunden pro Minute,
betrieben wird, wobei eine Pumpenleistung von 3 ml/Min eine Abzugrate von 0,5 ml/Min ergibt.

Filtrationsgerdt oder Zentrifuge

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 23.

Analysegerdt

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 24.

Wasser

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 25 and 26.

Organisches Medium

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 27.

Synthetisches Abwasser

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 28.

Haushaltsabwasser

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 29.

Belebtschlamm

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 30.

Stammlosungen der Priifsubstanz

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 31 und 32.

PRUFVERFAHREN
Aufbereitung des Inokulums

Es gelten nur die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummer 34. — Es ist Belebtschlamm zu verwenden (ungefahr
2,5 gfl).

Anzahl Priifanlagen

Fiir einen einfachen Test, d. h. einen Test zur Messung der prozentualen Abnahme, ist nur eine einzige Schlamm-
verweilzeit (SRT) erforderlich; um jedoch die zur Berechnung vorldufiger kinetischer Konstanten erforderlichen Daten
erheben zu konnen, werden 4 oder 5 SRT-Werte benotigt. In der Regel werden Verweilzeiten zwischen 2 und 10
Tagen gewihlt. In der Praxis bietet es sich an, einen Test mit 4 oder 5 Verweilzeiten gleichzeitig bei ein und derselben
Temperatur durchzufithren; bei ausgedehnten Studien werden dieselben SRT-Werte (oder u. U. eine unterschiedliche
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Wertespanne) und andere Temperaturen (5 bis 20 °C) verwendet. Zur Bestimmung der priméren Bioabbaubarkeit
(Hauptverwendungszweck) wird in der Regel nur eine Anlage je Bedingungsszenario ben6tigt. Zur Bestimmung der
vollstindigen Bioabbaubarkeit ist jedoch fiir jedes Bedingungsszenario eine Kontrollanlage erforderlich, die mit
Abwasser, jedoch nicht mit Priifsubstanz beschickt wird. Kann davon ausgegangen werden, dass im verwendeten
Abwasser Priifsubstanz prasent ist, miissten auch bei der Bestimmung der priméren Bioabbaubarkeit Kontrollanlagen
verwendet und die Berechnungen entsprechend korrigiert werden.

Zudosierung des organischen Mediums und der Priifsubstanz

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 36 bis 39; es wird jedoch darauf hingewiesen, dass die
Priifsubstanzlosung separat zudosiert wird und dass verschiedene Schlammabzugsraten verwendet werden. Die Flie3-
geschwindigkeiten der Zuldufe, der Abldufe und des abgezogenen Uberschussschlamms hiufig, z. B. zweimal téglich,
tiberpriifen und bei Bedarf auf * 10 % justieren. Treten bei Verwendung von Haushaltsabwasser Probleme mit den
Analysemethoden auf, sollte der Test mit synthetischem Abwasser durchgefithrt werden, wobei jedoch sicherzustellen
ist, dass unterschiedliche Medien vergleichbare kinetische Daten liefern.

Handhabung von Belebtschlammanlagen

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 40 bis 43, die Schlammverweilzeit (SRT) sollte jedoch nur
durch Jkonstanten® Schlammabzug reguliert werden.

Probnahme und Analyse

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 44 bis 50, aufSer dass die Konzentration der Priifsubstanz
bestimmt werden muss und der DOC-Wert bestimmt werden kann; CSB-Werte sollten nicht verwendet werden.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Auswertung der Ergebnisse

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 52 bis 54.

Darstellung der Priifergebnisse

Es gelten die Bestimmungen von Kapitel C.10 A Nummern 56 bis 62.

Berechnung kinetischer Konstanten

Es ist realistischer, die mittlere Steady-State-Konzentration der Priifsubstanz im Ablauf anzugeben und zu beschreiben,
wie sich diese unter unterschiedlichen Anlagenbetriebsbedingungen verindert, als die prozentuale primire Biobaubar-
keit anzufiihren. Dies kann mithilfe von Gleichung (6) in Anlage 6.2 erfolgen, mit der Werte fiir K, p,,, und 9, die
kritische Schlammverweilzeit, berechnet werden konnen.

(Alternativ konnen mit einem einfachen Rechnerprogramm Naherungswerte fiir Kg und p,, bestimmt werden, um die
mithilfe von Gleichung 2 (Anlage 6.2) errechnete theoretische Kurve den erzielten Testwerten anzupassen. Auch
wenn keine der Losungen die einzige richtige sein wird, ldsst sich dennoch ein verhaltnismiBig akkurater Naherungs-
wert fiir K¢ und p,, bestimmen.)

Variabilitit von Ergebnissen

Es ist durchaus gingig, dass fur kinetische Parameter bestimmter chemischer Substanzen unterschiedliche Werte
erzielt werden. Es wird davon ausgegangen, dass sowohl die Bedingungen, unter denen sich der Schlamm vermehrt
hat, als auch die Testbedingungen (wie unter Nummer 5 und fiir andere Tests beschrieben) grofen Einfluss auf die
Priifergebnisse haben. Ein Aspekt dieser Variabilitit wurde von Grady et al (4) erortert, die vorschlugen, die Begriffe
sexistierend’ (extant) und ,intrinsisch’ (intrinsic) auf die beiden die Grenzen des physiologischen Zustands einer Kultur
reprisentierenden Extremzustinde anzuwenden, die wiahrend eines kinetischen Versuchs erreicht werden konnen.
Darf sich der Zustand wihrend des Tests nicht verindern, so spiegeln die Werte der kinetischen Parameter die
Bedingungen des Milieus wider, aus dem die Mikroorganismen entnommen wurden; diese Werte gelten als ,existie-
rend’, d. h. gegenwirtig vorhanden. Am anderen Ende, d. h. wenn die Testbedingungen die vollstindige Entwicklung
des protein-synthetisierenden Systems und somit eine grofstmogliche Wachstumsrate gestatten, gelten die erzielten
kinetischen Parameter als ,intrinsisch’ und werden nur von der Art des Substrats und den Arten von Bakterien in der
Kultur beeinflusst. Als Faustregel gilt, dass Existenz-Werte erzielt werden, wenn das Verhiltnis von Substratkonzen-
tration zu kompetenten (d. h. auf den Abbau spezialisierten) Mikroorganismen (S,/X,) gering, z. B. auf 0,025,
gehalten wird, wihrend intrinsische Werte anfallen, wenn dieses Verhiltnis grofer ist und ein Wert von mindestens
20 vorliegt. In beiden Fillen sollte S, dem relevanten Wert von Ks — der Halbsittigungskonstante — entsprechen
oder dariiber liegen.

Die Variabilitit und andere Aspekte der Bioabbaugeschwindigkeit waren Gegenstand eines kiirzlich stattgefundenen
SETAC-Workshops (5). Solche (bereits vorliegenden oder geplanten) Studien diirften einen genaueren Einblick in die
in Kldranlagen ablaufenden kinetischen Prozesse geben und somit eine bessere Auswertung existierender Daten
ermoglichen, aber auch Anregungen fiir eine zweckdienlichere Auslegung kiinftiger Priifmethoden geben.
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